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RESUMEN

Los frutos citricos desempefian un papel importante en la alimentacion de millones de personas
a nivel mundial, ya que son cultivos permanentes y poseen alta adaptabilidad a diversas
condiciones climaticas. Existen numerosas enfermedades que afectan a los citricos, de origen viral,
fangica, bacteriana o parasitaria. Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) es una bacteria Gram
negativa que tiene la capacidad de alojarse en los tubos del tamiz del floema, lo que le permite
moverse por toda la planta, para ubicarse en 6rganos con alta demanda de nutrientes. CLas es
trasmitida por el insecto vector Diaphorina citri por medio del cual logra afectar a diferentes
cultivos pertenecientes a la familia Rutaceae y causar la enfermedad conocida como
Huanglongbing (HLB) o “enfermedad del dragon amarillo”. CLas altera funciones metabdlicas de
los carbohidratos celulares en plantas de citricos; lo que produce la acumulacion de almidon,
sacarosa y glucosa, afectando el flujo de nutrientes en toda la planta y disminuyendo su capacidad
fotosintética. El problema fitosanitario central radica en la dificultad de cultivar a CLas, por ser
una bacteria fastidiosa, generando una demanda especial atencion de estudio y bdsqueda de
métodos de diagndstico y control de la enfermedad HLB. Por este motivo, el objetivo de este
trabajo fue conocer la biologia de Candidatus Liberibacter asiaticus. Para ello se realizd una
revision sobre sobre CLas y la enfermedad en Colombia. Ademas, se realiz6 un analisis
bioinformatico de los genes 23S y 16S. A partir de este se determind que segun 23S existen
similitudes entre Oricola thermophila y segiin 16S Devosia spp., que se observo en agrupamientos
basados en diferentes métodos, donde se mantuvo siempre la estructura topoldgica de este clado.
La informacion recopilada y las secuencias analizadas reafirman la necesidad de conocer mejor el
estado etiolégico del HLB, en particular la caracterizacién genética, que permita manejar y
controlar esta enfermedad que ha afectado tanto la citricultura del mundo entero.

PALABRAS CLAVE: citricos, Diaphorina citri, Huanglongbing, filogénia, fitopatdgeno.

ABSTRACT

Citrus fruits play an important role in the diets of millions of people worldwide, as they are
permanent crops and are highly adaptable to various climatic conditions. There are numerous
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diseases affecting citrus fruits, of viral, fungal, bacterial or parasitic origin. Candidatus Liberibacter
asiaticus (CLas) is a Gram-negative bacterium that has the ability to lodge in the sieve tubes of the
phloem, which allows it to move throughout the plant, to locate in organs with high nutrient
demand. CLas is transmitted by the insect vector Diaphorina citri through which it affects different
crops belonging to the Rutaceae family and causes the disease known as Huanglongbing (HLB) or
"yellow dragon disease". CLas alters metabolic functions of cellular carbohydrates in citrus plants,
resulting in the accumulation of starch, sucrose and glucose, affecting the flow of nutrients
throughout the plant and reducing its photosynthetic capacity. The central phytosanitary problem
lies in the difficulty of cultivating CLas, as it is a fastidious bacterium, generating a special demand
for study and search for methods of diagnosis and control of the HLB disease. For this reason, the
objective of this work was to know the biology of Candidatus Liberibacter asiaticus. For this
purpose, a review of CLas and the disease in Colombia was carried out. In addition, a bioinformatic
analysis of the 23S and 16S genes was performed. From this, it was determined that according to
23S there are similarities between Oricola thermophila and 16S Devosia spp. according to 16S,
which was observed in groupings based on different methods, where the topological structure of
this clade was always maintained. The information gathered and the sequences analyzed reaffirm
the need to better understand the etiological status of HLB, in particular the genetic
characterization, which will allow the management and control of this disease that has affected
citriculture worldwide.

KEY WORDS: citrus, Diaphorina citri, Huanglongbing, phylogenesis, phytopathogen.

INTRODUCCION

Los citricos constituyen el género citrus que hace parte de la familia de las rutaceas, y conforman
varias especies entre ellas: las naranjas (citrus sinensis, citrus aurantium); los limones (citrus
limdn); las mandarinas (citrus reticulata, citrus reshni) y los pomelos (Citrus paradisi Maef). Son
cultivos permanentes de alta adaptabilidad a una amplia variedad de condiciones climaticas, lo que
facilita su alta propagacion a lo largo y ancho del mundo, entre los principales productores de
citricos se encuentra Brasil y Estados Unidos, le siguen en relevancia China, México, Espafia, India
Iran, Pakistan, Italia, Argentina, Egipto, Grecia, Turquia y Sudafrica. Colombia se encuentra en el
puesto 33 de los paises con participacion en la produccion y rendimiento de citricultivos. Se
caracterizan por presentar un sabor acido o agridulce, son fuente importante de vitamina Ay C,
como también de minerales, entre ellos calcio y fosforo. (Gomez Barros, 2008).

La enfermedad de los citricos méas devastadora del mundo es la enfermedad de Huanglongbing
(HLB). Se estima que ha causado la muerte de mas de 63 millones de arboles, principalmente en
Asia, Sudafrica y Brasil (Robles-Gonzalez et al., 2017).
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MATERIALES Y METODOS

Busqueda bibliogréafica

En este trabajo se realiz6 una revision bibliogréfica, durante el periodo de tiempo (1 de marzo
hasta septiembre de 2021), por medio de las principales fuentes y bases de datos como NCBI
Pubmed, Scielo, Sciencedirect y Nature. La busqueda se restringié a articulos publicados del afio
2000 al 2021, relacionados a la bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus, principalmente en
relacion a la enferdad, y la bioquimica y genética de la bacteria. La busqueda se realiz6 tanto en la
lengua espariola como inglesa.

Analisis bioinformatico

Se analizaron siete genes especificos de Candidatus liberibacter asiaticus (rplA-rplJ, 16S, rpoB,
23S, nttA, omp), los cuales fueron identificados mediante la base de datos Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST). Estos fueron comparados con otras bacterias a través del programa de
alineamiento BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0 (Hall, 1999), luego se realizaron cortes de
gaps para asegurar que todas las secuencias tuvieran las regiones homologas y obtener mejores
resultados sin que haya variables en los alineamientos.

Para la construccién de los arboles filogénicos se utilizd el software MEGA X: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis across computing platforms (Kumar, Stecher, Li, Knyaz, and
Tamura, 2018). en base al mejor modelo de evolucion predicho. Para lo cual, primero se calculo el
mejor modelo evolutico y se analizaron las distancias entre los aminoacidos. Luego, se realizaron
agrupamientos para formar estimaciones de &rboles con los métodos de Méaxima Verosimilitud,
Maéxima parsimonia, Neighbor-Joining y UPGMA. Para los 4 métodos se hicieron 2000 réplicas,
a fin de tener en cuenta las distintas tasas de evolucion entre sitios que se pueden generar.

Epidemiologia

En Colombia, el ICA realiza visitas de campo para monitorear el HLB en citricos con poca
participacion del sector privado. Estos atienden visitas a viveros, granjas y patios traseros en 26
departamentos, identificando sitios de prueba y puntos de muestreo basados en protocolos
internacionales. Seleccionan y hacen seguimiento de posibles hospedadores de vectores de insectos
y bacterias relacionadas, incluidos cultivos, viveros, plantas de traspatio, setos y plantas urbanas
de especies de la familia Rutaceae. El Instituto, bajo la supervision de representantes de cada
departamento, establece un programa de visitas de campo mensuales de acuerdo con su personal,
para verificar el cumplimiento.
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Después de un seguimiento iniciado en el afio 2007, en noviembre de 2015 se detectd
Candidatus Liberibacter asiaticus en insectos y en marzo de 2016 en Citrus aurantifolia, formando
el primer reporte de HLB para Colombia. (Araque & Arévalo, 2018).

A noviembre de 2019 se detectaron casos positivos en 40 ciudades centrales de Atlantico,
Bolivar, Cesar, La Guajira, Magdalena, Norte de Santander, y mas recientemente en Cordoba y
Sucre. Esto corresponde a 754 sitios positivos entre las 7178 muestras analizadas, es decir, en el
10% de las muestras, correspondientes a 396 (53%) sitios positivos en plantas y 358 (47%) sitios
positivos en insectos. (Olvera-Vargas et al., 2020).

El Departamento de Proteccion Vegetal determin6 que en Atlantico existe una mayor intensidad
epidemioldgica de la enfermedad con 250 casos positivos en 22 municipios, lo que representa el
96% del total de ciudades del Departamento, seguido de La Guajira con 67%, en el menor Bolivar
(31%), mientras que en otras provincias no mas del 15% del ndmero total de municipios
directamente dependientes del gobierno central (Botero et al., 2014).

En cuanto a la representacion de citricos en la zona afectada, Magdalena y Cesar cuentan con
3334y 2921 arboles de citricos plantados (Botero et al., 2014), que representan la mayor superficie
de cultivo, mientras que Atlantico y La Guajira tienen 1537 y 390, respectivamente. La Guajira
también posee traspatios con representatividad de la enfermedad (Olvera-Vargas et al., 2020).

El primer informe de D. citri en América del Sur se realiz6 en Sdo Paulo (Brasil) en 1942;
Posteriormente se informd de otros paises de la regidn: Argentina (Entre Rios) en 1984, Uruguay
en 1991, Estados Unidos (Florida) en 1998, Cuba en 1999, México (Campeche) en 2002, Bolivia
en 2004 y Paraguay en 2008 (EPPO, 2020; CABI / OEPP, 2017). En Colombia, la presencia de D.
citri se informé por primera vez en 2007 en los departamentos de Tolimay Valle del Cauca (Ebratt
Ravelo et al., 2011). Posteriormente fue descubierto en Antioquia, Atlantico, Caldas, Casanare,
Cesar, Cérdoba, Cundinamarca, Bolivar, Cauca, Huila, Meta, Narifio, Norte de Santander, Quindio,
Risaralda, Santander y Vichada. Actualmente, esta presente en 25 departamentos en todo el pais.
(Resolucion 1668, 2019).

Se cree que entre 2004 y 2011, el &rea comercial de citricos en Florida disminuyé en un 28%, y
dada la cantidad de arboles producidos, el HLB es una de las principales causas (Pourreza et al.,
2016). En México, la enfermedad se detectd por primera vez en julio de 2009 en limoneros
mexicanos en areas urbanas de la Peninsula de Yucatan. Posteriormente se reportd en arboles de la
misma especie en los estados de Nayarit y Jalisco, y en 2010 en Colima (Olvera-Vargas et al.,
2020a). En el segundo estado, a diciembre de 2010 se detectaron 164359 limoneros mexicanos con
sintomas asociados a HLB, en 1062 fincas ubicadas en diferentes areas de produccion (Robles-
Gonzalez et al., 2017).

A noviembre de 2015, HLB esta presente en 347 ciudades de administracion central en 18 de
los 24 estados productores de citricos de México (Olvera-Vargas et al., 2020).
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Figura 1. Ubicacion geografica de la superficie sembrada con citricos en Colombia, la escala
de colores indica el area de cultivo y las lineas rojas representan los casos confirmados en la region
nacional.

Fuente: Olvera-Vargas et al., 2020. Andlisis de riesgo potencial de Huanglongbing a través de tecnologia
geoespacial en Colombia.
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Figura 2. Potencial de riesgo de la enfermedad con respecto a los demas departamentos, mapa
de riesgo de proliferacion de HLB en Colombia reportado en diciembre de 2018, cuando las
condiciones ambientales y climaticas son éptimas para el desarrollo de la enfermedad.

Fuente: Olvera-Vargas et al., 2020. Analisis de riesgo potencial de Huanglongbing a través de tecnologia
geoespacial en Colombia.
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Factores de virulencia

El progreso en los mecanismos de patogénesidad de Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas)
se presentan por medio de los rasgos de virulencia, como los sistemas de secrecion a través de una
via secretora general completa (Sec) y lipopolisacaridos (LPSs), y otros rasgos importantes
contribuyen al desarrollo de la enfermedad como flagelos, profagos e hidroxilasa del acido
salicilico. CLas secretan Sec-dependientes de efectores (SDES) y otros factores de virulencia en el
floema del hospedador, causando muerte celular, necrosis u otros. Los receptores de los organulos
del floema, como del plastidio, vacuola, mitocondria o reticulo endoplasmatico, interaccionan con
las SDEs secretadas de CLas desencadenando respuestas celulares (Wang et al., 2020).

ClLas posteriormente a la infeccidn, libera un conjunto de efectores que modulan las respuestas
del huésped; varios de estos SDEs presentan diferentes niveles de expresion en citricos y psilidos
de manera que logran manipular las diferentes respuestas del huésped. El efector 1 liberado por
Sec (SDE1) es una proteina compuesta que puede secretarse al fluido extracelular de la célula a
través de la via Sec SDE1 que se dirige a la helicasa de ARN DEAD-box DDX3 donde se da una
regulacion a la baja del gen del anfitrion DDX3 que esta asociada con la clorosis de la hoja (da
Graga et al., 2016).

El efector 1 liberado por Sec (SDE1) que se localiza en las vesiculas de cloroplasto e induce
clorosis y muerte celular en las plantas. La helicasa de ARN DEAD-box (DDX3) interactia con
SDE1 y el gen SDE1 presenta una sobreexpresion que da como resultado la supresion de la
expresion de un gen en la membrana celular, que desencadena la clorosis de la hoja, el sintoma
principal de la infeccidn por CLas en plantas de citricos, lo que presenta un papel critico de SDE1
en la modulacién de la expresion de NbDDX3. Ahora bien, la identificacion de CsDDX3 como
objetivo critico de SDE1, en su asociacion con el desarrollo de sintomas de HLB indica que el gen
DDX3, es un blanco importante para la edicion de genes, de esta manera interrumpir la interaccion
entre DDX3 y SDEL1 e interferir en la susceptibilidad del huésped (da Graca et al., 2016).

Generalidades de Candidatus liberibacter asiaticus

CLas es un parasito obligado de plantas entre 0.2 a 0.3 um de diametro. Su nombre se deriva
del término "Candidatus" utilizado en la asignacién de los microorganismos fastidiosos, es decir,
los microorganismos que no son cultivables, ya que su crecimiento solo se da en presencia del
hospedador (Palomo et al., 2017).

CLas es una bacteria Gram negativa, de clase Alpha Proteobacteria, del orden Rhizobiales.
Presenta forma redonda al finalizar su ciclo celular (Palomo et al., 2017). Varios estudios
filogenéticos de la region 16Ss ARN indican que pertenece al grupo de las a-Proteobacterias que
comparten caracteristicas genéticas con los siguientes generos de bacterias del subgrupo
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a2Proteobacteria como Alfipia spp., Agrobacterium spp., Brucella spp. y Bartonela spp. (Doe et
al., 2003).

ClLas es el agente etioldgico de HLB vy se establece principalmente en los tubos cribosos del
floema en los que se desplaza o transporta a través de sus poros (Doe et al., 2003). Y tienen la
capacidad de multiplicarse en las glandulas salivares de los psilidos vectores y en la hemolinfa (da
Graca et al., 2016).

Un factor muy clave para su crecimiento y desarrollo como también para la aparicion de los
sintomas de la enfermedad es la temperatura alta, ya que CLas es tolerante al calor lo que favorece
no solo su distribucidn geogréafica sino también sus diseminadores e insectos vectores (Munyaneza
et al., 2012). CLas es fluido por el calor, es por ello que la aparicién de sus sintomas se da en
condiciones bajas y por encima de 35°C (Bove, 2006).

ClLas tiene afinidad por todos los citricos que se ven afectados por el HLB, pero algunos Citrus
muestran una mayor tolerancia, sin embargo, estos mecanismos de afinidad no se comprenden
completamente. Se sabe que CLas tiene una predominancia mayor hacia los Citrus aurantifolia,
comUnmente conocido como limén mexicano ocasionando le afecciones a sus caracteristicas
organolépticas como olor, sabor, textura y color por el clima al cual pertenecen (Jorge Luis Flores-
Sanchez et al., 2015).

Enfermedad HLB

Los arboles infectados de HLB (dragon amarillo) pueden mostrar una variedad de sintomas, sin
embargo, estos no siempre son correlacionados a la enfermedad y todas las veces no se expresan
en un mismo cultivo y tiempo. Al inicio de la enfermedad producida por CLas se observa la
presencia de clorosis en algunas zonas de los arboles infectados. Con el avance y desarrollo de la
enfermedad, la clorosis se expande en una mayor proporcion en los cultivos que contengan o den
indicio de la enfermedad (Doe et al., 2003).

Al extremo de las ramas que se observan severamente afectadas es comun presenciar sintomas
inducidos por HLB, los cuales, son similares a los que se expresan por la deficiencia de nutrientes.
Otros de los sintomas que se pueden observar en los arboles es la muerte progresiva de pequefias
ramas, la caida severa de hojas o defoliacion, que resultan en un follaje méas disperso. También
puede ocurrir una caida intensa de frutos que puede conllevar a una reduccion de la cosecha, aunque
los frutos enfermos pueden permanecer en ciertos casos en el arbol, a pesar de esto pueden presentar
un tamafio menor que el normal (Instituto Colombiano Agropecuario - ICA, 2011).

No obstante, un sintoma foliar descrito como moteado se considera el sintoma caracteristico de
HLB en muchas variedades de citricultivos. Ademas de esto, la fruta puede mostrar varios
sintomas, entre los que se incluyen el tamafio insuficiente, la deformacion, y la deficiencia de color
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y reduccion en el peso de los frutos. Todos estos signos negativos, dan lugar a un arbol debilitado
y por ende a una gran afectacién en la produccion de los frutos, el cual puede conllevar a la
erradicacion de los cultivos cuando se encuentra la enfermedad en una proporcion muy elevada
(Alejandro Orjuela-Garzon et al., 2020).

Otra de la expresion de los sintomas en el fruto es la “coloracion invertida”, que ocurre en la
maduracién, cuando la parte basal del fruto retiene el color verde en lugar de mostrar la coloracion
naranja que desarrollan normalmente los frutos sanos. El sintoma de mayor diagnostico de la
enfermedad “Huanglongbing” es el moteado difuso, amarillo o clordtico que ocurre en las hojas,
el cual se observa mejor en la parte interior de la copa del arbol (Instituto Colombiano
Agropecuario - ICA, 2011).

La sintesis del almidén y la sacarosa como la descomposicion del primero son ficha clave para
el metabolismo y crecimiento vegetal (Griffiths et al., 2016).

No obstante, CLas puede llegar a generar diversas alteraciones a nivel metabolico que de alguna
u otra forma afectaran el proceso de crecimiento y desarrollo vegetativo (Bonfig et al., 2006), un
ejemplo de ello es cuando se da el consumo excesivo de fructosa generando cambios en la
distribucion de los metabolitos de la planta.

Aspectos bioquimicos de la planta enferma

En el proceso de fotosintesis de una planta es vital la produccion de carbohidratos, los cuales
regulan las etapas de crecimiento y desarrollo a partir de la modulacion de la actividad enzimatica
por medio de tejidos encargados de su transporte; cabe destacar, que un canal de interacciones en
la planta es el floema, donde es transportado el principal carbohidrato que es la sacarosa (Ainsworth
& Bush, 2011), metabolito de sefializacion cuya funcién es proporcionar informacion relacionada
a la disponibilidad de las variables esenciales para un éptimo desarrollo vegetativo (Wind et al.,
2010).

La infeccion por CLas altera funciones metabdlicas de los carbohidratos celulares en la planta;
lo que produce la acumulacién de almiddn, sacarosa y glucosa, de tal manera que afecta el flujo de
nutrientes en toda la planta y disminuye la capacidad fotosintética. Por ende, CLas se establece en
los tubos cribosos del floema; lo que ocasiona un desequilibrio en el proceso de carbohidratos en
hojas infectadas durante la aparicion de los sintomas de la enfermedad y esto se puede relacionar
con la disminucién en la produccion y calidad del fruto, en el progreso de la enfermedad en la
planta en etapa sintomatica (Arce-Leal et al., 2019).

Vector Diaphorina citri
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D. citri también conocido como el psilido asiatico de los citricos, es un hemiptero que pertenece
a la familia Liviidae. Los adultos del psilido presentan un tamafio muy pequefio, entre 2 a 3 mm
aproximadamente. Se caracterizan por tener una coloracion de manchas pardas oscuras en el borde
de sus alas lo cual lo hace diferente de otras especies (King, 2012).

El floema en donde se aloja el patdgeno es el canal por donde circula la savia adsorbida por el
insecto, que al ser muy recurrente este habito en la planta se desencadenara una serie de
complicaciones como el dafio en los brotes jovenes provocando enrollamiento y caida en sus hojas
causando la muerte en las yemas apicales. (Spicer, 2014)

Su importancia fitosanitaria en las zonas en las que se encuentra distribuido es porque presenta
un dafio directo e indirecto al ser diseminado o transportado, siendo este el vector de la enfermedad
devastadora de citricultivos conocida como Huanglonbing (HLB), cuyo agente etioldgico

pertenece a la especie Candidatus liberibacter asiaticus (CLas) (Instituto Colombiano
Agropecuario - ICA, 2011).

\_‘,‘.\
y

Figura 3. Presencia del vector Diaphorina citri a nivel mundial, Tiene una amplia distribucion

en el sur de Asia y se extiende a otras zonas productoras de citricos del continente americano.
Fuente: Grafton-Cardwell et al. 2006. Garcia-Darderes, C.S. 2009.
http://www.invasivespeciesinfo.gov/animals/acp.shtml.
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Figura 4. Presencia del vector Diaphorina citri en Colombia y su potencial de riesgo.

Fuente: Olvera-Vargas et al.,
geoespacial en Colombia.

2020. Anélisis de riesgo potencial de Huanglongbing a través de tecnologia

Métodos de Diagnostico

Como la enfermedad no tiene cura, la Gnica solucion es el diagndstico oportuno tanto del vector
como los sintomas, pero a nivel de laboratorio se puede verificar gracias a las herramientas
biotecnoldgicas.

En el diagnostico dentro laboratorio, se han desarrollado varias tecnologias diferentes a lo largo
del tiempo, pero la més efectiva es realizar una gPCR tomando una muestra de una de las hojas,
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Esto es el método regulador estandar para detectar CLas, que puede detectar tan solo una copia
Unica de bacterias en una muestra. Sin embargo, debido a la falta de sintomas obvios y la
distribucion desigual de CLas en el arbol, elegir la mejor muestra es el principal obstaculo para la
deteccion temprana de qPCR. La prueba reglamentaria CLas para qPCR especifica el muestreo de
hojas maduras. Estos cortes son Utiles para la inspeccion visual de los sintomas del HLB, pero
pueden ser tejidos poco fiables para la deteccion temprana.

Muestreo y control del vector
Metodo visual.

Este tipo de identificacion se realiza por medio de la observacion minuciosa de la planta con
ayuda de una lupa para obtener una mayor visualizacion de las diferentes expresiones de la
enfermedad (HLB) de manera directa producida por CLas. A partir de esto se hace un muestreo
para el control del insecto donde se debe priorizar a los brotes nuevos en plantas, ya que en estas
estructuras es donde van a predominar huevos, ninfas y adultos de D. citri, por medio del cual se
puede hacer una mejor observacion de su comportamiento en el cultivo; como consiguiente, el
muestreo se debe iniciar y terminar en los bordes de los predios, debido a que es el primer punto
de llegada de D. citri en las plantas. Luego, el material colectado es transportado al laboratorio para
su analisis y diagndstico.

Método de tableros adhesivos:

Segun investigaciones se dice que D. citri tiene una atraccién mayor por el color amarillo; por
esta razon este muestro consiste en tableros amarillos que contiene adhesivos los cuales son
colocados en la copa de los arboles. Para el proceso de lectura de estos tableros se deben retirar
semanalmente o cada quince dias, y ser transportados inmediatamente al lugar donde van a ser
revisados de una manera muy cuidadosa con una lampara de aumento para una mejor observacion.
Ha sido considerado como primera medida para el monitoreo de D. citri el muestreo por medio de
los tableros amarillos en zonas donde se establecen las areas de control, como también, donde se
evidencia la dindmica poblacional de D. citri pero no hay presencia del HLB aun en plantas.

Meétodo de golpeado de ramas o stem-tap:

Este muestreo se basa colocar una hoja laminada de color blanco debajo de la rama de una planta
infectada, que va ser golpeada por lo menos tres veces por medio de un tubo PVC. Para el analisis
de este muestreo se deben contar los adultos de D. citri muy rapido ya que estos pueden saltar o
volar de forma inmediata.
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RESULTADOS

Se obtuvieron las secuencias de los genes completamente secuenciados para solo dos de los seis
genes que empleamos en la investigacion, los cuales fueron 23s y 16s, para el caso de rplA-rplJ,
rpoB, nttA y omp. Las secuencias analizadas no tenian suficiente homologia con las secuencias de
referencias, por lo tanto, se realiz6 una seleccion de los dos genes cuyas secuencias son mas
informétivas y de mayor calidad.

La primera secuencia seleccionada fue la correspondiente al gen ARNr 23S de CLas, que se
compard con las secuencias totales de Mesorhizobium loti, Oricola thermophila, Brucella abortus,
Ochrobactrum sp, Brucella, pinnipedialis, Brucella anthropi, Mesorhizobium terrae, Brucella
melitensis, Mesorhizobium oceanicum, Mesorhizobium opportunistum, Mesorhizobium
australicum, Mesorhizobium amorphae, Mesorhizobium huakuii, Mesorhizobium japonicum,
Mesorhizobium jarvisii, Mesorhizobium erdmanii, Enterococcus sp., Bacillus sp., Lactobacillus
sp., Exiguobacterium profundum, Tumebacillus algifaecis, Tumebacillus avium, Anaerofilum sp.,
Caldibacillus thermoamylovorans, Bacillus methanolicus, Levyella sp., Parageobacillus
thermoglucosidasius, Leuconostoc lactis, Leuconostoc kimchii, Geobacillus sp., Cohnella
candidum, Weissella cryptocerci, Heliobacterium modesticaldum. Los arboles muestran las
relaciones obtenidas por métodos filogenéticos (Figura 5y 6) y métodos de distancia (Figura 7 y
8).

En segundo lugar, se selecciond el gen ARNr 16S de CLas, que fue comparada con Shimia
biformata, Thalassobius gelatinovorus, Marivita roseacus, Marivita byunsanensis,
Octadecabacter ascidiaceicola, Planktomarina temperata, Boseongicola aestuarii, Marine
bacterium, Paracoccus sp., Planococcus sp., Paenibacillaceae bacterium, Paenibacillaceae
bacterium, Exiguobacterium profundum, Hyphobacterium indicum, Devosia sp., Labrenzia sp.,
Paenibacillus sophorae, Bacillus pumilus, Exiguobacterium aurantiacum, Bacillus sp.,
Exiguobacterium indicum, Rhizobium etli, Sinorhizobium sp., Ensifer sp., Shinella zoogloeoides,
Bacillus methylotrophicus, Lysinibacillus macroides, Bacillus firmus, Bacillus aryabhattai,
Weissella cibaria, Bacillus amyloliquefaciens, Lactobacillus plantarum, Tissierella sp.,
Serpentinicella alkaliphila, Natranaerovirga pectinivora. Los arboles muestran las relaciones
obtenidas por métodos filogenéticos (Figura 9 y 10) y métodos de distancia (Figura 11y 12).
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Mesorhizobium amorphae CP015318.1
Mesorhizobium australicum CP003358.1
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Mesorhizobium terrae CP044218.1
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Mesorhizobium erdmanii CP033361.1

Bacillus sp. KF248855.1
Lactobacillus sp. GQ423763.1
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Brucella abortus 19BA CPO77765.1
Ochrobactrum sp. WY7 CP049797 1
Brucella pinnipedialis CP061816.1
Brucella anthropi CP066050.1
Brucella melitensis CP058600.1

89%

Mesorhizobium oceanicum CP018171.1
—— Candidatus Liberibacter asiaticus SO-Tripura KM273018.1

94%

- _|: Oricola thermophila MEBIC13580 CP054836.1
99% Enterococcus sp. KF414223 1

Anaerofilum sp. FJ823903.1

Exiguobacterium profundum CP059262 1

99%, Leuconostoc lactis CP042420 1
99L|_£ Leuconostoc kimchii CP037939.1
9% Weissella cryptocerci CP037940.1

Levyella sp. LTE35480.1
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Heliobacterium modesticaldum CP000930.2
Tumebacillus algifaecis CP022657 .1
Tumebacillus avium CP021434 1

Caldibacillus thermoamylovorans CP023704 .1
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Cohnella candidum CP033433.1

Parageobacillus thermoglucosidasius CP016916.1
Geobacillus sp. CPO08903.1

Figura 5. Arbol filogenético de CLas construido a partir del gen 23s mediante el método de
Maxima Verosimilitud utilizando el modelo T92+G (Tamura 3-parameter + discrete gamma) con

un BIC de 3778,882y 2000 r

éplicas.
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Figura 6. Arbol filogenético de CLas construido a partir del gen 23s mediante el método de
Maxima Verosimilitud utilizando el modelo T92+G (Tamura 3-parameter + discrete gamma) con

un BIC de 3778,882 y 2000 réplicas.
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Figura 7. Arbol filogenético de CLas construido a partir del gen 23s mediante el método de
Maxima Verosimilitud utilizando el modelo T92+G (Tamura 3-parameter + discrete gamma) con

un BIC de 3778,882 y 2000 réplicas.
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Figura 8. Arbol filogenético de CLas construido a partir del gen 23s mediante el método de
Maxima Verosimilitud utilizando el modelo T92+G (Tamura 3-parameter + discrete gamma) con

un BIC de 3778,882 y 2000 réplicas.
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Figura 9. Arbol filogenético de CLas construido a partir del gen 16s mediante el método de
Maéaxima Verosimilitud utilizando el modelo GTR+G+I (General time reversible model + gamma
distributed with invariant sites) con un BIC de 20445,216 y 2000 réplicas.
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Figura 10. Arbol filogenético de CLas construido a partir del gen 16s mediante el método de
Maéaxima Verosimilitud utilizando el modelo GTR+G+I (General time reversible model + gamma
distributed with invariant sites) con un BIC de 20445,216 y 2000 réplicas.
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Figura 11. Arbol filogenético de CLas construido a partir del gen 16s mediante el método de
Maéaxima Verosimilitud utilizando el modelo GTR+G+I (General time reversible model + gamma
distributed with invariant sites) con un BIC de 20445,216 y 2000 réplicas.
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Figura 12. Arbol filogenético de CLas construido a partir del gen 16s mediante el método

de

Maéaxima Verosimilitud utilizando el modelo GTR+G+I (General time reversible model + gamma

distributed with invariant sites) con un BIC de 20445,216 y 2000 réplicas.
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DISCUSION

Para el analisis de secuencias realizado en BioEdit y la construccion de los dendrogramas se
descartaron los genes rplA-rplJ, rpoB, nttA y omp ya que las secuencias no eran de calidad, por lo
tanto, los resultados no eran favorables. Esto refleja las dificultades para amplificar y secuenciar
genes de CLas. En el caso de los genes de 23S y 16S que son los mas estudiados las secuencias
poseen mayor calidad que se evidencia con las similitudes con las secuencias correspondientes a
especies hermanas. La poca calidad de los datos se debe a que CLas es una bacteria poco estudiada
dado que es fastidiosa, es decir, no se puede cultivar en el laboratorio, entonces esto representa una
dificultad a la hora de realizar investigaciones o trabajos relacionados al tema porque hay poca
informacion basica en las bases de datos, y las metodologias son limitadas, las técnicas moleculares
basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se utilizan principalmente para la
identificacion de la enfermedad (HLB).

Cabe destacar que CLas se ha especializado tanto en el ecosistema endofito de la como en el
aparato bucal y digestivo del vector que evolutivamente se ha distanciado de las especies
relacionadas a ellas, ya que las especies evolucionan y cambian gracias a los cambios que estas
puedan sufrir en su entorno especifico. En el caso de CLas se ha diferenciado al sistema citricos-
psilidos, por lo que también realizar un arbol filogénico es un modero que permite inferir sus
relaciones evolutivas.

Se observaron similitudes entre Oricola thermophila y Enterococcus spp. segun el gen 23S 'y
Devosia sp. segunl6S, al mantener siempre la estructura topologica en los 4 arboles. Esto indica
que estas las especies mas cercana al clado de Candidatus liberibacter asiaticus, pero la brecha adn
existe, y es necesario un analisis mas profundo para mejorar la investigacion y la inferencia en los
resultados.

En los arboles del gen 23S (Figuras 5-8) se observa que Oricola thermophila y Enterococcus
sp. son las especies reportadas méas cercanas a CLas, por lo que son mas emparentados con
Mesorhizobium, lo que nos da un indicio de pensar que estas dos especies relacionas con CLas no
sufrieron tantos cambios en la evolucion. En cambio, Anaerofilum sp. ss la especie que mas se
diferencid en los eventos de especiacion.

Para los &rboles del gen 16S (Figuras 9-12) se observa que Devosia sp. es la especie mas cercana
de CLas, por lo tanto, se puede decir que esta especie es la que menos sufrié cambios respecto a
CLas. Bacillus sp. se puede inferir estd mas distante de CLas ya que esta se diversifico en el grupo
de las bacterias Gram positivas del filo Firmicutes. El arbol filogenético tiene relacién con trabajos
anteriores (Salinas & Cantero, 2017) y a su vez con otros estudios que reportan la filogenia (Bove,
2006; Fagen et al., 2014; Nelson et al., 2013; Raddadi et al., 2011; Vegetale, 2011) para el gen
ARNTr 168S.
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CONCLUSIONES

La enfermedad HuanGlongbing (HLB) constituye un riesgo a nivel mundial para los cultivos de
citricos y contando que no existe un método de eliminacion de la enfermedad, su deteccién
oportuna es nula y por consecuencia se procede a la eliminacién del arbol.

El anélisis filogénico de CLas permite obtener informacidn sobre las relaciones de parentesco
con otras especies de bacterias. Y este es un modelo o simulacién basado en las pocas secuencias
disponibles, que demuestran un vacio en el conocimiento de la especie y en las dificultades técnicas
para su estudio.

Los resultados del analisis evolutivo de especies relacionadas con Candidatus Liberibacter
asiaticus mediante la reconstruccion de los arboles filogenéticos de genes 23S y 16S son
consistentes con los resultados de trabajos previos e informes estandar.
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