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Resumen. Candidatus Liberibacter asiaticus
(CLas) se ha dispersado rapidamente a las regiones
productoras de citricos en México, ocasionando
impactos econdmicos y sociales diferenciados. En
Meéxico, los principales avances en investigacion
se han centrado en el manejo del vector, Diapho-
rina citri y en estudios de la interaccion de CLas
con limén mexicano. Sin embargo, la variabilidad

genética de la bacteria en regiones productoras de
Meéxico se ha estudiado poco. Por lo que, en el pre-
sente estudio se analizd la variacion de la poblacion
Mexicana de CLas con procedimientos basados en
PCR, secuenciacion y eletroforesis capilar a través
de la deteccion del numero de repeticiones en tan-
dém (TRN) con dos marcadores STR, AGACA-
CA y TACAGAA, el primero localizado en locus
genomicos CLIBASIA 01645 y el segundo en el
locus adenosina deaminasas. La distribucion de los
TRNs en la poblacion Mexicana de CLas en ambos
loci mostraron variaciones con las poblaciones de
Florida, China y Brasil. Ademads, en la poblacion
Mexicana se encontraron tres haplotipos, HA, HB
y HC, siendo el primer reporte del haplotipo HC
en las regiones citricolas en México. Interesante-
mente, las subpoblaciones de CLas del Occidente y
Noroeste son diferentes a la del Sureste.
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La citricultura constituye una de las principales
actividades en la fruticultura mexicana, ya que ocu-
pa una superficie total cercana a las 570 mil ha, las
cuales producen aproximadamente 8.5 millones de
toneladas, lo que sittia a México en el cuarto pro-
ductor mundial, después de China, Brasil e India
(FAOSTAT, 2020). Los principales citricos que se
cultivan son: naranja (Citrus sinensis), limoén mexi-
cano (C. aurantifolia), limén persa (C. latifolia),
toronja (C. paradasi) y mandarina (C. reticulata).
Sin embargo, la citricultura nacional estd siendo
seriamente afectada por la enfermedad conside-
rada mas destructiva de los citricos en el mundo
llamada Huanglongbing (HLB) (da Graga et al.,
2016). El HLB en México se detectd por primera
vez en el Municipio de Tizimin, Yucatan en julio
de 2009 y actualmente se encuentra en 24 de los
28 estados citricolas del pais (SENASICA, 2018).
La enfermedad es causada por especies del géne-
ro Candidatus Liberibacter, aunque también se ha
asociado a Candidatus Phytoplasma spp. (Teixei-
ra et al., 2008; Chen et al., 2009; Arratia-Castro et
al., 2014; Lou et al., 2014; Wulff et al., 2019). La
especie presente en México es CLas. El impacto
econdmico y social estimado en tan solo tres afios
desde la primera deteccion de la bacteria CLas fue
la pérdida de 1.7 millones de toneladas de frutos
y 112.1 millones de jornales (Diaz-Padilla et al.,
2014). Como estrategia nacional para mitigar los
dafios ocasionados, se disend e implement6 la cam-
pana fitosanitaria contra el HLB, la cual se enfoco
inicialmente a la deteccion y busqueda de sintomas
asociados a la bacteria CLas, remocion de arboles
enfermos y al control del vector, D. citri a través de
areas regionales de control.

La investigacion sobre HLB es limitada por la
naturaleza incultivable de la bacteria CLas en me-
dios artificiales. Esta bacteria es un parasito obliga-
do de las células del floema, por lo que los estudios
se limitan a las técnicas de la reaccion en cadena
de polimerasa (PCR), a partir de la estimacion del
tamano de los productos de PCR, analisis de se-
cuencias de genes amplificados por PCR, caracte-
rizacion de fragmentos de restriccion de longitud
polimorfica (RFLPs), ademas, de aplicaciones mas
amplias, tales como el andlisis de microsatélites y
el analisis de pan-genomas (Bastianel ef al., 2005;
Tomimura et al., 2010; Chen et al., 2010; Zhou et
al., 2011; Katoh et al., 2011; Islam et al., 2012;
Matos et al., 2013; Katoh et al., 2015; Zheng et
al.,2016). Actualmente se cuenta con la secuencia-
cion del genoma completo de CLas, tanto del tejido
infectado como del insecto vector, D. citri (Duan
et al., 2009; Tyler et al., 2009; Zhang et al., 2011;
Lin et al., 2013; Wulff et al., 2014; Katoh et al.,
2014; Zheng et al., 2014, 2018), lo que ha permi-
tido la identificacion de repeticiones cortas en tan-
dem (STR). Los STR, también conocidos como mi-
crosatélites, consisten en secuencias repetitivas de
nucledtidos en un fragmento de secuencia de ADN
con una longitud de dos a seis o0 mas pares de bases
(pb). Los microsatélites son considerados marca-
dores moleculares para estudios de relaciones evo-
lutivas, mapeo genético y genética de poblaciones
(Chen et al., 2010; Islam et al., 2012, Matos ef al.,
2013; Gosh et al., 2015). Son utilizados amplia-
mente para realizar un seguimiento de la posible
introduccion de cepas de CLas de un pais a otro
(Chen et al., 2010; Katoh et al., 2011; Islam ef al.,
2012), comprender el efecto de CLas en las plantas
(Matos et al., 2013), en el insecto vector (Katoh et
al., 2015), en la evolucion y para abordar la diver-
sidad intrinseca del patogeno. Ademas, los estudios
genodmicos con cepas de referencia pueden ayudar
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a identificar el genotipo predominante o raro en un
tiempo o region determinada (Katoh et al. 2014;
Zheng et al. 2018).

El analisis con STR ha sido ampliamente uti-
lizado para estudios poblacionales en bacterias
(van Belkum et al., 2007; Lin et al., 2015; Gétaz et
al., 2018;), incluyendo a CLas (Chen et al., 2010;
Katoh et al., 2011; Islam et al., 2012; Matos et
al. 2013; Ma et al., 2014). Chen y colaboradores
(2010) reportaron variaciones con base al nimero
de repeticiones en tandem (TRN) en el marcador
STR AGACACA, localizado en el locus genémi-
co CLIBASIA 01645 de CLas en poblaciones de
Guangdong, China y Florida, EUA, encontrando
que en la poblacion de Florida predomind el ge-
notipo de cinco repeticiones en tandem (TRN=5)
en un 85.5% de las muestras, mientras que en la
poblacion de Guangdong predomind el genotipo
TRN=7 en un 47.7% de las muestras. Matos y co-
laboradores (2013) utilizaron cuatro marcadores
STR con base a los TRN, incluyendo el locus ge-
nomico CLIBASIA 01645 (AGACACA), el locus
adenosina deaminasas (TACAGAA) y dos locus de
la bacteria no codificantes (CAGT y TTTG) para
analizar la variacién de cepas de CLas en pobla-
ciones de Florida, México, varios paises de Cen-
tro América y la regidon del Caribe. Sus resultados
demostraron la presencia de dos haplotipos (HA y
HB) en Florida. Interesantemente estos haplotipos
se encontraron en paises de América Central, re-
gion del Caribe y México; sin embargo, se mostra-
ron diferentes a los obtenidos en las muestras del
sur de Asia y de Brasil. No obstante, las muestras
de México provenian solo de la Peninsula de Yuca-
tan. El objetivo del presente estudio fue realizar un
estudio de diferenciacion estructural de las subpo-
blaciones de CLas del Noroeste, Occidente, Centro
y Sureste utilizando doble-locus genémico con re-
peticiones cortas en tindem.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico y procesamiento

Durante los afios 2016 a 2020 se colectaron 177
muestras de follaje de citricos con sintomas asocia-
das a la enfermedad HLB de regiones de México.
Las regiones del presente estudio fueron Noroeste,
con los estados de Sinaloa y Baja California Sur;
Occidente, con Colima, Jalisco, Michoacan y Na-
yarit; Centro, con Estado de México y Morelos; y
la Sureste, con Oaxaca, Veracruz Yucatan y Quinta-
na Roo. El nimero de muestras por especie de citri-
co fueron 49 de limén mexicano (C. aurantifolia),
68 de limon persa (C. latifolia), 40 de naranja (C.
sinensis), siete de mandarina (C. reticulata), siete
de toronja (C. paradisi), cuatro de limon volkame-
riano (C. volkameriana) y dos de limén italiano (C.
limon).

Las muestras colectadas de trasladaron al labo-
ratorio de Biologia Molecular de Fitopatogenos de
CIIDIR-IPN Unidad Sinaloa. Se separ6 y se cortd
la nervadura central de las hojas de arboles de ci-
tricos. Las muestras se congelaron con nitrogeno
liquido y posteriormente se liofilizaron durante 72
h. Las muestras liofilizadas se pulverizaron en un
molino TissueLyser (Qiagen, Valencia, CA) duran-
te 1 min (30 Hz), una vez pulverizadas se procedio
arealizar las extracciones de ADN, el tejido restan-
te se almacend a 4 °C en un cuarto frio.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizdo mediante el
método del CTAB al 3%, con algunas modifica-
ciones (Zhang et al., 1998). Para la extraccion de
cada muestra se utilizaron 20 mg de tejido de citri-
co liofilizado. A cada muestra se adicion6 800 pL
del buffer CTAB al 3% (0.2% PB-mercaptoetanol,
pH 8, 100 mM Tris-HCI, 20 mM EDTA, 1.4 M
NacCl) precalentado a 60°C. Posteriormente se in-
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cubaron a una temperatura de 60 °C por 30 min en
un bafio de agua de 10L (PolyScience WD10A11B,
USA) y se le adicion6 a cada muestra 600 pL de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), estas se agi-
taron por inversion varias veces. Las muestras se
centrifugaron a 13 mil rpm por 10 min en una cen-
trifuga de mesa (Thermo Scientific Sorvall Legend
Serie Micro 17, USA) y posteriormente se realizo
la recuperacion del sobrenadante. Después se adi-
cionaron 15 pL de la enzima RNAsa (100 pg/pL) y
se incubd por 20 min a 37°C. Posteriormente se le
adicionaron 600 pL de cloroformo:alcohol isoami-
lico (24:1), esta se agitd por inversion varias veces
y después se centrifugd a 13 mil rpm durante 10
min. Se realiz6 la recuperacion del sobrenadante
y se precipitdo el ADN con 600 pL de isopropanol
(-20 °C) al 100%. Posteriormente se centrifugd por
10 min a 13 mil rpm y se eliminé el sobrenadante.
La pastilla obtenida se lavo con 1000 puL de etanol
al 70% y esta se centrifugo6 por 4 min a 13 mil rpm.
Finalmente se dej6 secar la pastilla que contenia el
ADN y esta se resuspendio en 30 pL de agua bides-
tilada estéril. E1 ADN obtenido se almacen6 a -20
°C para su analisis posterior.

Deteccion de Candidatus Liberibacter asiaticus

Parala deteccion de CLas por PCR convencional
se utilizaron los iniciadores A2 (5’-TATTAAAGG-
TTGACCTTTCGAGTTT-3") y J5 (5’-ACA-
AAAGCAGAAATAGCACGAACAA-3’) que am-
plifican un fragmento de 703 pb en los genes del
B-operon (rplA-rplJ) (Hocquellet et al., 1999). El
ensayo de PCR se realizd en tubos Eppendorf de
0.2 mL cuyo volumen total de reaccion fue de 25
uL, conteniendo 1X de buffer, 2 mM de MgClz, 0.2
mM de nucleotidos trifosfatados (ANTP’s), 1 uni-
dad de Tag ADN polimerasa (Invitrogen Life Tech-
nologies, Brasil), 0.2 pmol de cada primer y 100 ng
de ADN genomico total. Las mezclas de PCR se in-

cubaron en un termociclador automatico (Applied
Biosystems Veriti™). Se utilizaron las siguientes
condiciones: 94 °C por 2 min; 35 ciclos de 30 s a
94 °C,30sa62°C, 1 mina 72 °C; y finalmente un
ciclo a 72 °C por 10 min.

Variacion de la poblacion Mexicana de Candida-
tus Liberibacter asiaticus

Para el analisis de la variacion de CLas se utili-
zaron los loci genémicos STR CLIBASIA 0164 y
adenosina deaminasas (Cuadro 1). Estos loci mos-
traron polimorfismo en estudios previos (Chen et
al., 2010; Islam et al., 2012; Katoh et al., 2011;
Matos et al., 2013). Ademas, se determiné el con-
tenido de informacion polimérfica (PIC) para cada
marcador STR (Botstein et al., 1980). Para iden-
tificar las variaciones entre las cepas de CLas se
utilizaron procedimientos basados en PCR, se-
cuenciacion y eletroforesis capilar. Para el proce-
dimiento de secuenciacion, los fragmentos ampli-
ficados por PCR se ligaron en el vector de clona-
cion pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega
Corporation, USA). El producto de la ligacion se
transform6 en células competentes JM109 de Es-
cherichia coli siguiendo las especificaciones del
proveedor. El ADN plasmidico con el inserto de
interés se purificd con el kit Wizard Plus SV Mi-
nipreps ADN Purification Systems (Promega Cor-
poration, USA) y enviado a secuenciar a Langebio-
Cinvestav (Irapuato, Guanajuato). Se realizaron
alineaciones multiples de las secuencias obtenidas
utilizando el programa CLUSTAL W en MEGA v.
7.0 (Kumar et al., 2016). Los TRNs fueron contabi-
lizados manualmente. Para el marcador AGACA-
CA fue secuenciado una muestra de CLas represen-
tativa de cada TRN, y para el resto de las cepas se
determinaron los TRNs por electroforesis capilar.
Para realizar la corrida electroforética se utilizo el
kit de alta resolucion (QIAxcel High resolution).

HLB DE Los ciTRIcOS: EL PATOGENO, EPIDEMIOLOGIA Y MANEJO, NOVIEMBRE 2022 153



MExiICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY
RevisTA MExicaNa DE FITOPATOLOGIA

FuLLy BILINGUAL

Cuadro 1. Iniciadores utilizados para la amplificacion y caracterizacion de los loci STR
con base nimero de repeticiones en tandem (TRN) en el genoma de cepas de

‘Candidatus Liberibacter asiaticus’.

Iniciadores Secuencia (5°-3) TRN PIC Referencia
LapGP-1f gacatttcaacggtatcgac AGACACA  0.6379 Cheng et al., 2010
LapGP-1r gcgacataatctcactcctt
LasSSR-A-f  cgcctacaggaatttcgttacg TACAGAA  0.8247 Islam et al., 2012
LasSSR-A-r  gacatttcaacggtatcgac

Se realiz6 la configuracion del software del equipo
siguiendo las recomendaciones del fabricante utli-
zando el método de corrida OMS500 con una resolu-
cion de hasta 50 pb, el marcador de peso molecular
(QX size marker) de 50-800 pb y el marcador le
alineamiento interno (QX alignment marker) de
15pb-1kb. Para el marcador TACAGAA se secuen-
ciaron 44 muestras de CLas representativas de cada
subpoblacion bajo estudio y por especie de citrico.
Para las muestras con multiple amplicon se selec-
cionaron 10 clonas plasmidicas (pGEM-T) para
identificar y secuenciar cada amplicon con diferen-
te TRN (doble o triple amplicon).

Se analizaron las variaciones en ambos loci con
base a los TRNs tanto en muestras que amplifica-
ron un simple amplicén (SA) como las de multiple

amplicon (MA). La identificacion de los TRNs de
las muestras se realizd mediante electroforesis en
gel de agarosa con una cepa de referencia corres-
pondiente a un amplicon de 291 pb y TRN igual
a 10 (Figura 1). Se establecieron otras referencias
utilizando muestras con diferentes TRN determina-
dos por secuenciacion (TRN=17, 22) (Figura 1).
Los haplotipos se identificaron con base al sis-
tema de agrupacion binaria (TRN<10/TRN> 10)
establecido por Chen y colaboradores (2010) y
aplicado exitosamente para el analisis de poblacio-
nes de CLas en China, Florida, México, y paises
de Centro América y region del Caribe (Matos et
al., 2013; Ma et al., 2014). Un haplotipo o geno-
tipo haploide es la combinacion de alelos que se
encuentran en dos o mas loci en un solo individuo.

Figura 1. Genotipificacion de cepas representativas de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ de regiones productores de ci-
tricos utilizando los iniciadores LasSSR-A-f/LasSSR-A-r que amplifican el locus adenosina deaminasas (STR
TACAGAA). Carril M: Marcador de peso molecular 1 kb plus (Invitrogen Life Technologies, Brasil). Lineas de
1 a 4 son muestras de la region de Occidente. Lineas 5 a 9 son muestras de la region Noroeste. Lineas 10 y 11son
muestras de la region Sureste. Linea 12 muestra de la region Centro. Los nimeros en blanco indican los niimeros
de repeticiones en tindem (TRN). La linea horizontal punteada indica TRN=10.
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La diferenciacion de la estructura de la poblacion
Mexicana de CLas revelada por los TRNs se des-
cribié estimando su distribucion para cada marca-
dor STR, identificacion y porcentaje de haplotipos,
el nimero de alelos y el indice de diversidad de
Nei.

El indice de diversidad de Nei (valor H) se cal-
culd con la herramienta GenAlex 6.5 utilizando la
siguiente formula:

H =1 - Zpi2, donde pi es la frecuencia del alelo en
el locus i (Nei, 1972).

RESULTADOS
Deteccion de Candidatus Liberibacter asiaticus

Se detecto por PCR a CLas en 150 de un total de
177 muestras de citricos de las subpoblaciones del
Noroeste, Occidente, Centro y Sureste, obtenién-
dose el fragmento esperado de 703 pb (Datos no
mostrados) (Hocquellet ef al., 1999).

Variacion de la poblacion Mexicana de Candida-
tus Liberibacter asiaticus

Para realizar el analisis de variacion de la pobla-
cion Mexicana de CLas se seleccionaron 87 mues-
tras de los citricos positivos con base al origen geo-
grafico de la muestra, el nimero de muestras por
huerto analizado, la distancia entre los lugares de
colecta y el tipo de citrico.

Las 87 muestras para analizar la variacion de
la poblacion Mexicana de CLas amplificaron con
los dos marcadores STR utilizados en el presente
estudio, obteniéndose valores de PIC de 0.6379 y
0.8247 para los marcadores AGACACA y TACA-
GAA, respectivamente (Cuadro 1), por lo que am-
bos marcadores se consideran informativos o poli-
morficos, ya que tienen valores de PIC superiores a
0.5 con base a los valores sugeridos por Botstein y
colaboradores (1980).

Con el marcador AGACACA amplificaron 85
(97.7%) muestras con simple amplicon (SA) y dos
muestras con multiple amplicon (MA) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Distribucion del nimero de repeticiones tindem (TRN) de tinico amplicén (SA) y miltiple
amplicon (MA) en dos loci STR en la poblaciéon mexicana de ‘Candidatus Liberibacter asiati-

cus’.
SA
Poblacion TRN AGACACA
58 9 10 12 13 14 15 16 17 19 22 23 24 Total MA? Total

Noroeste 1 2 16 1 1 21 21
Occidente 12 27 12 51 1 52
Centro 2 2 1 3
Sureste 3 6 1 1 11 11
Total 3 1 2 12 51 14 2 85 2 87

TRN TACAGAA
Noroeste 1 2 3 2 4 4 16 5(5) 21
Occidente 1 6 2 1 2 9 16 2 12 51 1(1) 52
Centro 2 1 3 3
Sureste 3 2 3 3 11 11
Total 3 4 11 2 6 2 11 24 2 16 81 6 87

“Los numeros entre paréntesis en las muestras con multiple amplicon fueron seleccionadas para secuenciacion.
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Mientras que, para el marcador TACAGAA ampli-
ficaron 81 (93.1%) muestras SA y en seis muestras
se observaron de 2 a 3 amplicones (Cuadro 2). Con
el marcador AGACACA los TRN con SA fueron
de 5, 8, 12, 13, 14, 15 y 19 repeticiones, predomi-
nando en orden de mayor a menor repeticiones el
de 14, 15 y 13 con el 90.5% de las muestras, co-
rrespondiente al total de las muestras de Occidente.
En el Noroeste y Sureste se encontraron los TRN
14 y 15, mientras que en el Centro solo el TRN 14.
El TRN de cinco solo se encontrd en la regién Su-
reste, aunque con baja presencia (3.5%). Los TRN
8 y 9 se encontraron solo en la region Noroeste,
aunque también en pocas muestras (1.1% y 2.3%,
respectivamente). E1 TRN 19 se encontr6 con baja
presencia en la region Noroeste (1.1%) y Sureste
(1.1%). Los TRNs con SA con el marcador TACA-
GAA fueron mas diversos, aunque predominé el
TRN 22 en todas las regiones citricolas (30.4%),
siguiéndole el TRN 24 (29.6%) y 17 (13.6%) en las
regiones Noroeste y Occidente. Los TRNs 9 (4.9%)
y 10 (13.6%) se encontraron en la region Noroeste,
Occidente y Sureste. EI TRN tres se encontr6 so-
lamente en la region Sureste (3.7%). Los TRNs 12
(2.5%), 16 (2.5%) y 23 (2.3%) solo se encontraron
en la region Occidente (Cuadro 2).

Las cepas de CLas se clasificaron en haplotipos
con base al sistema de agrupacion binaria TRN<10/
TRN>10 y combinacion de alelos con ambos mar-
cadores. Las cepas Mexicanas de CLas se clasifi-
caron en tres haplotipos (Cuadro 3), predominando
el haplotipo B (HB) en todas las regiones citricolas
con el 72.9% de las muestras, seguido por el ha-
plotipo C (HC) encontrado en las regiones citrico-
las Noroeste, Occidente y Sureste con el 20.8% de
las muestras y el haplotipo A (HA) se encontrd con
baja presencia en el Noroeste (1.1%), Occidente
(1,1%) y Sureste (3.3%) (Cuadro 3).

El nimero de alelos de CLas de las regiones ci-
tricolas por cada marcador vari¢ entre dos y once

(Cuadro 4). Las cepas de CLas con el marcador
TACAGAA mostraron la mayor variabilidad gené-
tica con doce alelos y un indice de diversidad de
Nei global de 0.694. Con el marcador AGACACA
se encontraron nueve alelos y un indice de diversi-
dad de Nei global de 0.574 (Cuadro 4). Las cepas
de CLas de la region Noroeste mostraron el mayor
numero de alelos (media de ocho alelos por mar-
cador), obteniéndose once alelos con el marcador
TACAGAA, mientras con el marcador AGACACA
solo se obtuvieron cinco; seguido de la region Oc-
cidente y Sureste con una media de 6.5 y 4.5 ale-
los, respectivamente, con nueve y cuatro alelos con
el marcador TACAGAA, asi como cuatro y cinco
con AGACACA, respectivamente (Cuadro 4). La
diversidad genética de las cepas de CLas de las re-
giones citricolas mexicanas varié de 0.375 a 0.862
por marcador (Cuadro 4). La mayor variabilidad
genética se obtuvo con el marcador TACAGAA en
la region Noroeste (0.862), seguida por Occidente
(0.797), Sureste (0.744) y Centro (0.375). Sin em-
bargo, al tomar en cuenta la media de la diversidad
genética de ambos marcadores, los valores variaron
de 0.375 a 0.744 correspondiente a la region Cen-
tro y Sureste, respectivamente con una media de
0.634. Asi, las cepas de CLas de la region Sureste
(0.744) mostraron la mayor diversidad genética,
seguida por la region Occidente (0.717), Noroeste
(0.702) y Centro (0.375) (Cuadro 4).

DISCUSION

Se describe la variacion entre la poblacion
Mexicana de CLas asociada a la enfermedad mas
importante de los citricos en la ultima década en
el pais, llamada Huanglongbing. Los resultados de
distribucion de los TRNs en la poblacion Mexicana
de CLas en el locus CLIBASIA 0164 y el locus
adenosina deaminasas mostraron variaciones con

HLB DE L0s ciTrRICOS: EL PATOGENO, EPIDEMIOLOGIA Y MANEJO, NOVIEMBRE 2022 156



MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY
FuLLy BILINGUAL REvISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

Cuadro 3. Frecuencia de haplotipos en la poblacion Mexicana de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ con
base al analisis del nimero de repeticiones en tandem (TRN) por doble locus genémico.

Marcador
AGACACA TACAGAA Poblacion?
Haplotipo TRN TRN Noroeste Occidente Centro  Sureste  Total Referencia
HA <10 9 Na* Matos et al., 2013
10
HB >10 15
16
HA <10 8 33 33 Este estudio
14 1.1 1.0
22 1.1 1.0
24 1.1 1.0
Total 1.1 1.1 1.1 33 6.3
HB >10 12 2.2 2.2 Este estudio
14 1.1 1.1 22
16 1.1 22 33
17 5.4 8.7 14.1
19 1.1 1.1
22 4.3 19.6 1.1 33 28.3
23 1.1 22 33
24 6.5 11.9 18.4
Total 19.5 47.9 2.2 33 72.9
HC >10 4 1.1 1.1 Este estudio
8 1.1 1.1
9 1.1 22 22 5.4
10 33 6.5 33 13.1
Total 6.6 8.7 5.4 20.8

YEl valor corresponde al porcentaje de cada combinacion alélica en muestras infectadas de la poblacion Mexi-
cana de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus .
“No aplica, corresponden a haplotipos encontrados en Florida, EUA.

Cuadro 4. Diversidad genética de la poblacion Mexicana de ‘Candidatus Liberibacter
asiaticus’ descrita mediante el namero de alelos y el indice de diversidad de
Nei (H) con base al analisis del nimero de repeticiones en tindem (TRN) por
doble locus genémico.

Numero de Alelos H
Poblacion AGACACA TACAGAA Media AGACACA TACAGAA Media

Noroeste 5 11 8 0.541 0.862 0.702
Occidente 4 9 6.5 0.638 0.797 0.717
Centro 2 2 2 0.375 0.375 0.375
Sureste 5 4 4.5 0.744 0.744 0.744
Total 9 12 5.25 0.574 0.694 0.634
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las poblaciones de Florida, China y Brasil. En la
poblacion Mexicana de CLas analizada en este es-
tudio, con el marcador STR AGACACA, predomi-
n6 el TRN 14, mientras que, en las poblaciones de
Florida, China y Brasil predominaron los TRNs 5,
7 y 15, respectivamente (Chen et al., 2010; Matos
et al., 2013; Deng et al., 2014; Ma et al., 2014; da
Silva et al., 2019). Con el marcador STR TACA-
GAA en la poblacion Mexicana de CLas predomi-
n6 el TRN 22, mientras en las poblaciones de Flo-
rida, China y Brasil predominaron los TRNs 16, 26
y 18, respectivamente (Matos et al., 2013).
Siguiendo el sistema de clasificacion de ha-
plotipos desarrollado por Matos y colaboradores
(2013), la poblacion Mexicana de CLas se agrupd
en tres haplotipos (HA, HB y HC), mientras que,
en un estudio previo con muestras de Florida, la
Peninsula de Yucatan y paises de Centro América
y region del Caribe solamente se encontraron los
haplotipos HA y HB (Matos et al., 2013). La com-
binacion de TRNs con el doble locus gendmico que
permitio la clasificacion del nuevo haplotipo HC en
el presente estudio no habia sido reportada previa-
mente en la poblacion Mexicana de CLas, tampoco
en EUA, China y Brasil (Matos et al.,2013), la cual
consiste en la combinacion de TRNs igual o mayo-
res a 10 con el marcador AGACACA y TRNs igual
o menores a 10 con el marcador TACAGAA. Algu-
nos autores mencionan que el nimero de muestras
es fundamental para una buena caracterizacion de
cepas de CLas cuando la extension de los huertos
es grande (da Silva et al., 2019). Sin embargo, otro
de los elementos relevantes en estudios de diversi-
dad genética es el PIC, el cual depende del nimero
de alelos y de las frecuencias relativas de los lo-
cus utilizados. El haplotipo HC se identifico en las
subpoblaciones Noroeste, Occidente y Sureste en
un bajo nimero de muestras; sin embargo, el PIC
de los loci STR utilizados en el presente estudio
fue mayor a 0.5, por lo tanto, estos se consideran

informativos o polimérficos (Botstein et al., 1980).
En el estudio realizado por Matos y colaboradores
(2013) en la Peninsula de Yucatan se analizé un
mayor nimero de muestras con la misma combina-
ci6n de marcadores STR utilizados en este estudio,
reportando que el haplotipo HA fue el predominan-
te, seguido del haplotipo HB, mientras que en el
presente estudio, en la poblacion del Sureste, que
incluye también la Peninsula de Yucatan se encon-
traron tres haplotipos, con una ligera predominan-
cia del haplotipo HC, seguidos de los haplotipos
HA y HB, ademas de mostrar la mas alta diversi-
dad genética, lo que puede estar relacionado a que
en esta subpoblacion fue donde se reportd por pri-
mera vez la presencia de la bacteria CLas en julio
de 2009 en arboles de limon mexicano (Trujillo,
2010). Por otro lado, podria ser que los haplotipos
HA y HB se introdujeron a la Peninsula de Yuca-
tan desde Florida y se hayan dispersado a las re-
giones citricolas productoras de México y debido a
la importancia en cuanto a superficie establecida y
produccion de citricos en el pais, poblaciones altas
del insecto vector, alta incidencia de arboles infec-
tados y condiciones climatologicas favorables haya
ocasionado variaciones genéticas y la aparicion de
un nuevo haplotipo de la bacteria en la poblacion
Mexicana. Ademas, otro resultado interesante es
que las subpoblaciones del Occidente y Noroeste
son diferentes a la del Sureste, ya que, el haplotipo
HB fue el que predominé en estas subpoblaciones.
La diferencia entre subpoblaciones podria estar
asociado al impacto o intensidad de la enfermedad
HLB, ya que la regién de Occidente, en el pacifi-
co mexicano es considerada de alta intensidad y la
region de la Peninsula de Yucatan de baja intensi-
dad (Mora-Aguilera et al., 2014). Seria interesante
investigar en un futuro las poblaciones de CLas de
los principales paises productores de citricos tales
como China, Brasil, EUA y México que permita
comprender la diversidad evolutiva, su estructura
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genética, asi como el impacto epidemiolédgico de la
bacteria. Otra investigacion de gran relevancia que
afecta las poblaciones de CLas es la tasa de evo-
lucion de los loci genomicos CLIBASIA 01645 y
adenosina deaminasas.

CONCLUSIONES

En la poblacion Mexicana de CLas se encontraron
tres haplotipos, HA, HB y HC. En las subpoblacio-
nes del Occidente y Noroeste predomind el haplo-
tipo HB, mientras en la del Sureste se encontrdé una
ligera predominancia del haplotipo HC. El haploti-
po HA se encontré con baja prevalencia en toda la
poblacion. Este es el primer estudio de variaciones
genéticas en la poblacion Mexicana de CLas por
doble-locus genémico con repeticiones cortas en
tandem, ademas, es el primer reporte del haplotipo
HC en las regiones citricolas en México.
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