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ABSTRACT

Persian lime is economically important for Mexico. However, the disease known as
Huanglongbing (HLB) causes chlorosis symptoms in the foliage that affect the growth
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and decreases the yield of the trees. The expression of chlorosis symptoms is
associated with starch accumulation and inhibition of antioxidant activity. The objective
of the present work was to determine the effect of the application of three resistance
elicitors on the expression of three antioxidant genes and on starch and chlorophyll
content in Persian lime trees with HLB. Salicylic acid (SA), jasmonic acid (JA) or
gamma-aminobutyric acid (GABA) were applied every eight days for nine weeks using a
completely randomized design and a one-way ANOVA was performed for the analysis.
Expression of APX, CAT and SOD genes was quantified at week nine at four different
times. Starch and total chlorophyll content was estimated every three weeks by
spectrophotometric methods. The application of the elicitors significantly increased the
expression of the three genes, with SA and GABA generating the greatest increase at
different times of application. No difference was found in starch and total chlorophyll
content at most of the times evaluated. The use of resistance elicitors is promising in
the management of HLB in plots already infected, seeking to extend the productive life
of the orchards and thus counteract the economic losses caused by HLB.

Keywords: Citrus greening, phytohormones, HLB management, carbohydrates
accumulation.

RESUMEN

El limon Persa es econdmicamente importante para Meéxico. Sin embargo, la
enfermedad conocida como Huanglongbing (HLB) ocasiona sintomas de clorosis en el
follaje que afectan el crecimiento y disminuye el rendimiento de los arboles. La
expresion de sintomas de clorosis se asocia a la acumulacién de almidon y la inhibicion
de la actividad antioxidante. El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de
la aplicacion de tres elicitores de resistencia en la expresion de tres genes
antioxidantes y del contenido de almidon y clorofila en arboles de limén Persa con HLB.
Se aplicaron acido salicilico (SA), acido jasmonico (JA) o acido gamma-aminobutirico
(GABA), la aplicacion se realiz6 cada 8 dias, durante nueve semanas usando un disefio
completamente al azar y se realiz6 un ANOVA de una via para el analisis. Se cuantificd
la expresion de los genes APX, CAT y SOD en la semana nueve a cuatro diferentes
tiempos. El contenido de almidén y clorofila total se estimé cada tres semanas
mediante métodos espectrofotométricos. La aplicacion de los elicitores incrementd
significativamente la expresion de los tres genes, siendo SA y GABA los que generan
un mayor incremento a diferentes tiempos de aplicado. No se encontr6 diferencia en el
contenido de almidén y clorofila total en la mayoria de los tiempos evaluados. El uso de
elicitores de resistencia es promisorio en el manejo del HLB en parcelas ya infectadas
buscando extender la vida productiva de las huertas y de esta forma contrarrestar las
pérdidas econdmicas causadas por el HLB.

Palabras clave: Reverdecimiento de los citricos, fitohormonas, manejo de HLB,
acumulacion de carbohidratos.

1. INTRODUCCION

La citricultura es de importancia econémica mundial. Sin embargo, desde hace algunos
afos a la fecha, esta industria esta siendo afectada debido al reto que representa la
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enfermedad conocida como Huanglongbing (HLB), Dragébn Amarillo o reverdecimiento
de los citricos (McCollum y Baldwin, 2016). Esta enfermedad es asociada al menos a
tres especies diferentes del género Candidatus Liberibacter (Texeira et al., 2007;
Camacho-Tapia et al., 2016; Fourie et al., 2020). Candidatus Liberibacter asiaticus
(CalLas) se encuentra diseminada en todas las regiones citricolas del mundo (Ajene et
al., 2020). En México, el HLB constituye la enfermedad de mayor importancia
fitosanitaria y actualmente se encuentra distribuida en todo el pais (Marquez-Pérez et
al., 2018).

México constituye el principal exportador de limon Persa en el mundo, hacia los
mercados de USA, Japén y Europa (Mendoza-Tornez et al., 2016). Tan solo para el
afo 2019, la produccion total alcanzé mas de 700 mil toneladas, lo cual representa una
derrama de méas de 4 mil millones de pesos (SIAP, 2020). A pesar de esto, en predios
donde este cultivo esta establecido se ha observado un rapido progreso temporal y
espacial del HLB (Marquez-Pérez et al., 2018), ademas, se ha documentado que esta
enfermedad ocasiona pérdidas de hasta 2.4 ton/Ha de fruta de limon Persa (Flores-
Sanchez et al., 2015).

Debido a la naturaleza de Calas, su aislamiento resulta muy complejo (Ha et al., 2019;
Merfa et al., 2019), por lo que, para comprender mejor su capacidad infectiva y el
desarrollo de la enfermedad, se ha utilizado un enfoque basado en gendmica y
bioinformética (Liu et al., 2019; Flores-de la Rosa et al., 2020). Esto ha permitido
descubrir proteinas con actividad patogénica que actian directamente sobre el
cloroplasto y lo dafan estructuralmente (Pitino et al.,, 2016), este dafio genera los
principales sintomas del HLB, clorosis y acumulacion de almidén (Pitino et al., 2018).
Asimismo, se ha observado que la generacion de dafio en las plantas por CalLas esta
asociada al parasitismo energético por una acumulacién de ATP (Hao et al., 2019;
Flores-de la Rosa et al., 2021) y a la sobreproduccion de H202 de la planta, causada
por la represion de los mecanismos antioxidantes de la misma (Pitino et al., 2017) sin
resultar esto en toxicidad a la bacteria por su capacidad de metabolizar esta Especie
Reactiva de Oxigeno (Jain et al., 2015).

Las estrategias de los programas de control del HLB incluyen principalmente técnicas
de control de poblaciones del insecto vector de Calas, Diaphorina citri K. (Igbal et al,
2020), sin embargo, los conocimientos generados de la interaccion molecular entre
Calas y los citricos hospedantes, sugieren que es posible activar los mecanismos de
defensa de las plantas para incrementar su resistencia al ataque de la bacteria
(Andrade et al., 2020). Los brasinoesteroides y las estrigolactonas son fitohormonas
promisorias para control de HLB debido a que actian como elicitores de resistencia
contra el HLB en citricos dulces (Canales et al.,, 2016; Zheng et al., 2018). Sin
embargo, es necesario evaluar otras fitohormonas que han demostrado incrementar la
actividad antioxidante y la capacidad de resistencia en diferentes especies vegetales.
Por tanto, el objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de tres elicitores de
resistencia en la expresion de genes antioxidantes y el contenido de almidon y clorofila
en arboles de limén Persa infectados naturalmente con HLB.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Establecimiento del experimento

Se utilizaron arboles de limén Persa de cinco afios de edad injertados sobre el
portainjerto Citrumelo Swingle de cinco afios de edad. Los arboles se plantaron en
rectangulo a una distancia de 5x4 m (357 é&rboles por Ha), usando un disefio
completamente al azar, en terrenos del Campo Experimental Ixtacuaco del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), el cual se
ubica en las coordenadas N 20° 2" 35.48" y W 97° 5" 52.60".

2.2 Diagnéstico de HLB mediante PCR

Se realiz6 una busqueda de plantas con sintomas asociados a HLB y corroboro si
estaban infectados por HLB mediante el protocolo descrito por Lin et al. (2010). La
extraccion de ADN se realiz6 en base al protocolo descrito por Rodriguez-Quibrera et
al. (2019), posteriormente, la integridad y concentracion del ADN se determind
mediante electroforesis en gel de agarosa y espectrofotometria nanodrop. La reaccién
de PCR anidada se realiz6 en un solo tubo con 2 puL de ADN de limén Persa, buffer de
PCR 1X, 2.0 mM de MgClz, 10 mM de dNTP’s, 0.5 pmol de iniciadores externos (Las-
O-F, Las-O-R) y 10 pmol de iniciadores internos (Las-I-F, Las-I-R) y 1.5 U de ADN
polimerasa en un volumen final de 20 pL. Los iniciadores utilizados fueron: externos,
Las-O-F (CGGTGAATGTATTAAGCTGAGGCGTTCCOC), Las-O-R
(TACCCACAACAAAATGAGATACACCAACAACTTO); internos, Las-I-F
(CGATTGGTGTTCTTGTAGCG) y Las-I-R (AACAATAGAAGGATCAAGCATCT). La
primera ronda de amplificacion se realiz6 mediante una desnaturalizacion inicial a 95
°Cy 20 ciclos de 95 °C durante 30 s, 67 °C por 45 sy 72 °C durante 45 s, la segunda
ronda consistio en 35 ciclos 95 °C durante 30 s, 57 °C por 45 sy 72 °C durante 45 s, se
aplicé una extension final a 72 °C durante 10 min. El producto de la amplificacion fue
analizado en electroforesis horizontal de gel de agarosa al 1.8 % a 65 V durante 90
min.

2.3 Tratamiento con elicitores

Se seleccionaron tres arboles sintomaticos y confirmados por PCR para cada
tratamiento y tres no sintomaticos negativos por PCR como control. Los tratamientos
utilizados fueron: acido salisilico (SA) 10 mM, &cido jasmonico (JA) 10 uM y &cido
gamma-aminobutirico (GABA) 10 mM. Los elicitores fueron aplicados semanalmente
durante nueve semanas.

2.4 Expresion de genes antioxidantes mediante PCR semicuantitativa

Para determinar el efecto de los elicitores en la actividad antioxidante de los arboles de
limén Persa con HLB se estimo la expresion de los genes APX, CAT y SOD (Tabla 1)
en la semana nueve y se utilizé el gen actina como control. Se colectaron hojas
sintoméaticas de cada tratamiento, se realizé una mezcla de las hojas y se macero
utilizando nitrégeno liquido, posteriormente se realizé la extraccion de ARNm utilizando
Trizol Reagent ® de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se determino la
expresion de los genes al final del total de aplicaciones, en la semana nueve de
aplicacion, se extrajo RNA 1h, 5h, 24h y 72h posteriores a la aplicacion del tratamiento.
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Para la amplificacién de los genes evaluados, se utilizé el protocolo descrito por Pitino
et al. (2017), los iniciadores empleados se encuentran enlistados en la tabla 1. Para
realizar la RT-PCR semicuantitativa se utiliz6 un sistema One-Step de
retrotranscripcion y amplificacion en un solo tubo, usando como templado 300 ng de
RNAm purificado. El ciclo térmico utilizado consistio en una desnaturalizacion inicial a
94°C durante 3 min, seguida de 28 ciclos con desnaturalizacion a 94 °C por 45 s,
anillamiento a 60 °C por 35 s, extension a 72 °C por 35 s y una extension final a 72 °C
durante 10 min. El producto de RT-PCR se analiz6 mediante electroforesis horizontal
en gel de agarosa al 2.0% a 90 V durante 30 min y los geles fueron analizados
mediante un fotodocumentador en luz UV. El analisis de densitometria Optica de cada
producto de RT-PCR fue cuantificado mediante el software ImageJ.

Tabla 1. Iniciadores utilizados en este estudio para el andlisis de la expresion génica de
genes antioxidantes en limén Persa.

Table 1. Primers used in this study for the analysis of antioxidant gene expression in
Persian lime.

Gen Iniciador F Iniciador R Referencia
Actina CCCTTCCTCATGCCATTCTTC CGGCTGTGGTGGTAAACATGT Mafra et al., 2012
APX GAGGCAAGTCTTTGGTGCTC GGAAAACAGGGTCATCCAGA Pitino et al., 2017
CAT TATCCGTATTTGGCGGAGTC CCATAGTTAGGGCCGTCAAA Pitino et al., 2017
SOD GGAATGACATCCCCATCATC TTGGGTTCGCCTAAATTCAC Pitino et al., 2017

2.5 Estimacion del contenido de almidén y clorofila

Tres hojas maduras fueron colectadas aleatoriamente de cada arbol sano, mientras
gue en arboles enfermos se colectaron tres hojas con sintomas visibles cada tres
semanas posteriores a la aplicacion de los elicitores por un periodo de nueve semanas
(S3, S6, S9). Una vez colectadas fueron colocadas inmediatamente en papel aluminio
para que permanecieran en oscuridad, en seguida se pusieron en bolsas de plastico
dentro de una hielera con geles congelantes. El tejido fue pesado, molido con nitrégeno
liguido y separado en dos tubos, el primero para determinar el contenido de clorofila y
el segundo para determinar el contenido de almidén. El contenido de almid6n se estimo
de acuerdo con los protocolos descritos por Zheng et al. (2018) con ligeras
adecuaciones en donde, 100 mg de tejido de hojas frescas fueron molidos con
nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino, el cual fue transferido a un microtubo de 2
ml que contenia 1 ml de agua destilada, en seguida se agitd en vortex a maxima
velocidad por 1 min, posteriormente el homogeneizado se hirvié por 10 min en un bafio
de agua; transcurrido el tiempo, se enfrié por inmersion en agua fria (4 °C) por 2 min.
Las muestras fueron agitadas en vortex y centrifugadas a 2000 g por 2 min, 300 pul de
sobrenadante fueron transferidos a un tubo nuevo a los cuales se les adicionaron 900
pl de etanol del 96°. La mezcla se homogeniz6 con vortex y se centrifugo por 10 min a
10000 g. El sobrenadante fue eliminado y se resuspendié la pastilla en agua destilada
estéril. En seguida se afiadieron 15 pl de Kl:I2 (8 mM:50 mM) y se incubaron por 15 min
antes de realizar las lecturas. La cuantificacion de almidon fue realizada en un
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espectrofotometro UV/VIS SPECTROPHOTOMETER a 594 nm, en donde, almidén de
arroz fue utilizado como standard.

El contenido total de clorofila, clorofila-a y clorofila-b fue determinado a partir de tejido
de hojas de limén sin nervaduras, utilizando el protocolo de Das et al. (2019),
brevemente, 500 mg de tejido fresco fue molido con nitrogeno liquido, el tejido molido
fue colocado en un tubo coénico de 15 ml, en seguida se le adicionaron 12.5 ml de
acetona alcalina al 80 % (0.1 M de Na2CO3) (v/v) y se coloco en oscuridad por 24 h
para la extraccion de la clorofila. Transcurrido el tiempo, el contenido de clorofila fue
estimado mediante la lectura en un espectrofotometro UV/IVIS
SPECTROPHOTOMETER a unas longitudes de onda de 645 y 663 nm. Los calculos
fueron realizados de acuerdo con la férmula de Arnon (1949), la cual se describe a
continuacion:

Clorofila Total= [20.2 (A645) + 8.02 (A663)] x VV /1000 X 1/W

V= volumen final del extracto de clorofila en acetona al 80 %.

W= peso fresco de tejido de hojas en gramos.

A= valores de absorbancia obtenidos en el espectrofotometro.

El contenido de clorofila fue expresado en mg de clorofila por gramo de peso fresco.

2.6 Analisis de datos

Se utilizé el programa STATISTICA ver 8.0 para analizar los resultados de los
experimentos presentados mediante un analisis de varianza ANOVA de una via
tomando en cuenta el error estandar y realizando una prueba DMS (diferencias
minimas significativas). La diferencia estadistica de los tratamientos con respecto al
control (P< 0.05) es indicada encima de las barras en las graficas.

3. RESULTADOS
3.1 Deteccion de arboles de limén Persa positivos a HLB

Los sintomas observados en la parcela del experimento corresponden con los que han
sido reportados para otros citricos infectados con HLB (Fig. 1). La prueba de deteccién
mediante PCR anidada permitié corroborar que lo sintomas fueron ocasionados por la
presencia de Calas, mientras que las plantas que no mostraban ningun tipo de
sintoma fueron negativas a las pruebas de deteccién de la bacteria.
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Fig. 1. Sintomas de HLB observados en los arboles de limén Persa. Clorosis bien
marcada en las hojas de ramas de los arboles (a), asi como los islotes verdes sectores
de las hojas (b) deformacion de frutos (c), seccion longitudinal mostrando deformacion
de la columnela del fruto (d).

Fig. 1. Observed symptoms in the study plot. Chlorotic zones well defined in the tree
branches (a), as well as the characteristic green islets of the disease on the leaves (b),
the fruits show deformed as well is reported for HLB (c) especially in a transversal cut.

3.2 Efecto en la expresion de genes antioxidantes

Los genes evaluados en el presente trabajo mostraron un incremento en su expresion a
diferentes tiempos de acuerdo con los elicitores utilizados. EI gen APX mostré un
rapido incremento en su actividad cuando se aplicé SA y JA, incrementando su
expresion desde 1h, sin embargo, su mayor expresion relativa se observo 5h
posteriores a la aplicacion (Fig. 2a), y aunque disminuy0 en los demas tiempos, se
mantuvo en un nivel mayor que el testigo positivo sin tratamiento (Fig. 2a) pero menor
que el testigo sano. Cuando se aplico GABA, el gen APX se vio reprimido a 1h
posterior de la aplicacion, sin embargo, a 72h se observd que la actividad del gen fue
mayor con respecto al control positivo sin tratamiento y los tratamientos con SA y JA
(Fig. 2b).
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Fig. 2. Efecto de la aplicacion de tres elicitores de resistencia en la expresion relativa
del gen APX en limén Persa infectado con HLB (a) y la comparativa en expresion con el
control infectado sin tratamiento (C+) a diferentes tiempos (b). Los tratamientos fueron:
plantas positivas con agua estéril (azul claro), SA (naranja), GABA (gris), JA (amarillo),
control positivo sin tratamiento (azul oscuro) y control de planta sana (verde). Letras
diferentes muestran diferencia significativa (p<0.05).

Fig. 2. Effect of application of three resistance elicitors in relative APX gene expression
in Persian lime infected with HLB (a) and expression comparison with infected non-
treated control (C+) at different times (b). Treatments were positives plants with sterile
water (light blue), SA (orange), GABA (gray), JA (yellow), non-treated positive control
(dark blue) and healthy control (green). Different letters statistically significant difference
(p<0.05).

Al respecto del gen CAT se observo un comportamiento similar al del gen APX con la
aplicacion de SA y JA, pues la expresion de CAT se increment6 desde 1h posterior a la
aplicacion de estos elicitores, siendo mayor a las 5h, sin embargo, el nivel de expresion
no alcanzo al testigo sano. En el caso de la aplicacion de JA, la expresion de CAT se
incrementd desde el primer tiempo, teniendo un pico a las 5h, pero disminuyo
drasticamente entre las 24h y 72h, mientras que para el SA se mantuvo constante (Fig.
3A). En el caso de GABA, nuevamente, la induccion de la expresion fue tardia,
mostrando su mayor nivel de expresion a las 72h (Fig. 2E).
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Fig. 3. Efecto de la aplicacion de tres elicitores de resistencia en la expresion relativa
del gen CAT en limén Persa infectado con HLB (a) y la comparativa en expresion con el
control infectado sin tratamiento (C+) a diferentes tiempos (b). Los tratamientos fueron:
plantas positivas con agua estéril (azul claro), SA (naranja), GABA (gris), JA (amarillo),
control positivo sin tratamiento (azul oscuro) y control de planta sana (verde). Letras
diferentes muestran diferencia significativa (p<0.05).

Fig. 3. Effect of application of three resistance elicitors in relative CAT gene expression
in Persian lime infected with HLB (a) and expression comparison with infected non-
treated control at different times (b). Treatments were positives plants with sterile water
(light blue), SA (orange), GABA (gray), JA (yellow), non-treated positive control (dark
blue) and healthy control (green). Different letters statistically significant difference
(p<0.05).

Por ultimo, se determiné el efecto de los elicitores en la expresion del gen SOD. Para
este gen, la expresion se vio rapidamente incrementada ante la aplicacion del SA (Fig.
4A), alcanzando el mismo nivel de expresion que el testigo sano a 1h posterior a la
aplicacion, la expresion fue disminuyendo con el paso del tiempo, sin embargo, fue
siempre estadisticamente igual al testigo sano, excepto a 24h posterior a la aplicacion.
Al aplicar GABA, la respuesta temprana de este gen se iguala al testigo sano en tres de
los tiempos evaluados. La aplicacién de JA mostré su mayor nivel de expresiéon a las
5h, siendo siempre menor que con SA y GABA, pero mayor respecto al control positivo
sin tratamiento (Fig. 4B).
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Fig. 4. Efecto de la aplicacion de tres elicitores de resistencia en la expresion relativa
del gen SOD en limon Persa infectado con HLB (A) y la comparativa en expresion con
el control infectado sin tratamiento (B) a diferentes tiempos. Los tratamientos fueron:
plantas positivas con agua estéril (azul claro), SA (naranja), GABA (gris), JA (amarillo),
control positivo sin tratamiento (azul oscuro) y control de planta sana (verde). Letras
diferentes muestran diferencia significativa (p<0.05).

Fig. 4. Effect of application of three resistance elicitors in relative SOD gene expression
in Persian lime infected with HLB (A) and expression comparison with infected non-
treated control (B) at different times. Treatments were positives plants with sterile water
(light blue), SA (orange), GABA (gray), JA (yellow), non-treated positive control (dark
blue) and healthy control (green). Different letters statistically significant difference
(p<0.05).

3.4 Contenido de almidén y clorofila

La comparacion entre plantas sanas y plantas enfermas demostr6 una diferencia
significativa (p<0.05) en el contenido de almidén y clorofila. En condiciones normales
(sin aplicacion de inductores de resistencia), los resultados obtenidos mostraron un
aumento de aproximadamente 10 a 12 veces en el contenido de almidén en los arboles
de limén Persa con HLB con respecto a los arboles sin HLB (Fig. 5a), mientras que, los
resultados obtenidos, mostraron una disminucion de aproximadamente el 90% en el
contenido de clorofila en los &rboles de liméon Persa enfermos respecto a los sanos
(Fig. 5b).
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Fig. 5. Contenido de almidén (a) y clorofila total (b) en plantas de limén Persa
infectadas con HLB (+) y sanas (-), con aplicacién de agua estéril o sin ningun
tratamiento (SN). Letras diferentes representan diferencia estadistica significativa
(p<0.05)

Fig. 5. Starch (a) and total chlorophyll (b) content among infected with HLB (+) and
healthy (-) Persian lime plants treated with sterile water or non-treated. Different letters
statistically significant difference (p<0.05).

Tabla 2. Efecto de la aplicacidon de elicitores de resistencia en el contenido de almidon
y clorofila en &rboles de limén Persa infectados con HLB a las tres (S3), seis (S6) y
nueve (S9) semanas de aplicacion de los elicitores. Letras diferentes representan
diferencia estadistica significativa (p<0.05)

Table 2. Effect of the application of resistance elicitors in the starch and chlorophyll
content in Persian lime trees infected with HLB at three (S3), six (S6) and nine (S9)
weeks of application. Different letters statistically significant difference (p<0.05).

Contenido de almiddn Contenido de clorofila
(mg/g de peso fresco) (mg/g de peso fresco)
Elicitor S3 S6 S9 S3 S6 S9
SA 3.6631b 6.2126b 4.7373b 1.02b 0.93c 0.63c
GABA 3.7074b 5.3724b 4.8618b 1.06b 1.07b 1.10b
JA 5.1282c 6.2160b 4.6398b 0.76¢ 0.79c 0.93b
Agua (+) 4.8396¢ 5.4168b 5.1504b 0.89¢c 0.85¢ 0.57c
SN(+) 5.1948c 5.9718b 5.0172b 0.85c 0.78c 0.82c
SN(-) 0.4652a 0.6421a 0.4398a 1.22a 1.22a 1.22a

El contenido de almidén se vio disminuido respecto al control sin tratamiento por la
aplicacion de GABA y SA en la semana tres de aplicacion, sin embargo, esto fue
revertido hacia el resto de las semanas evaluadas, mientras que el JA no mostro
ningun efecto en el contenido de almidon en ningun tiempo evaluado. Para el caso del
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contenido de clorofila total, la aplicacion de GABA mostr6 tener un efecto al
incrementar el contenido con una tendencia ascendente durante todo el tiempo de
evaluacion, mientras que el JA y el SA no mostraron ninguna variacion significativa. Los
resultados de esta evaluacion se resumen en la tabla 2.

4. DISCUSION

La infeccién por la bacteria Calas, causante del HLB, ocasiona un gran namero de
alteraciones fisioldgicas en las plantas. Entre estas, la generacion de estrés oxidativo
causado por la supresion de la expresion de los genes codificantes de enzimas
antioxidantes (Pitino et al., 2017), por lo cual, en el presente trabajo se evalué el efecto
de la aplicacion de tres fitohormonas, con actividad como elicitores de resistencia,
sobre la expresion de los genes APX, CAT y SOD en plantas de limén Persa infectadas
con HLB.

Los resultados de este trabajo muestran que la aplicacion de los elicitores coadyuva al
incremento en la expresion de los genes en estudio, sin embargo, el momento en que
se incrementa la expresion génica difiere para cada uno de los elicitores empleados. El
SA y JA se han asociado a la respuesta de defensa de los citricos ante la interaccion
con Calas y su vector, respectivamente. El uso de SA en citricos, se ha relacionado
con el incremento de auxinas, proteinas PR y factores de transcripcion WRKY (Nehela
et al., 2018). Sin embargo, se ha demostrado que la ruta de SA, en cultivares altamente
susceptibles, es reprimida, mientras que la de JA, se incrementa durante la infeccion
por HLB (Xu et al., 2015). La represion de las rutas de defensa mediadas por SA se
atribuye a la actividad de la enzima acido salicilico-hidroxilasa presente en Calas (Li et
al., 2017) y otras especies de Ca. Liberibacter (Wang et al., 2017). Ademas, se ha
observado que algunos efectores de patogenicidad de Calas, como la proteina
Las5315, atacan directamente al cloroplasto, causando clorosis y acumulacion de
almidon (Pitino et al., 2018), dichos efectores contienen dominios altamente
relacionados con la anhidrasa B-carbonica (Flores-de la Rosa et al., 2020), la cual es
necesaria para la percepcion y activacion de resistencia mediada por SA (Medina-
Puche et al., 2017), por lo cual, estos efectores podrian estar relacionados también con
la represién de la defensa inducida por SA enddgeno.

En el estudio reportado por Li et al. (2017), la aplicacion exdgena foliar de una solucion
de SA 1mM indujo un incremento en la actividad de genes relacionados con la defensa
y en la concentracion de SA enddgeno en citricos infectados con CalLas. En este
trabajo se utiliz6 una concentracion de SA mayor, de 10 mM, y se observdé un
importante incremento en la actividad de genes antioxidantes y un efecto favorable
parcial en el contenido de almidon y clorofila en arboles de liméon Persa con HLB. El
efecto de la aplicacion exdgena de SA en la expresion de genes antioxidantes en
citricos ha sido previamente documentado (Oliveira-Coqueiro et al., 2015), ademas, el
incremento en la expresibn de los tres genes evaluados en este trabajo fue
previamente relacionada también con la disminucién de la carga bacteriana de CalLas y
sintomas de HLB en citricos dulces, por la aplicacion de otros elicitores (Canales et al.,
2016).
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Respecto a la distribucion y concentracion de carbohidratos, en citricos infectados con
HLB, se ha reportado que la aplicacién de estrigolactonas disminuye significativamente
el contenido de almidon y glucosa (Zheng et al., 2018). En el presente trabajo, con el
uso de SA y GABA, se registré un efecto parcial en el contenido de almidén en plantas
de limén Persa con HLB, sin embargo, es necesaria una evaluacion mas prolongada
para corroborar el efecto que los elicitores tienen en el contenido de almidén y
azucares.

Recientemente, se concluyd que Calas es un parasito de ATP (Flores-de la Rosa et
al., 2021), lo cual parece estar conectado con un incremento en el metabolismo del a-
cetoglutarato y la consecuente acumulacion de GABA en el citosol, el cual se conecta
con el ciclo de Krebs mediante la enzima GABA permeasa e incrementa la acumulacién
de productos del ciclo antes mencionado (Nehela y Killiny, 2019). Sin embargo, la
acumulacion de GABA en respuesta al estrés en plantas ha sido observada y la
activacion de defensa mediante este aminoacido no proteico es de interés debido a que
no representa un gasto energético importante para la planta, a pesar de esto, los
mecanismos por los cuales se activan las defensas, aun constituye un enigma
(Vijayakumari et al., 2016). Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran
que la aplicacion exdégena de GABA en plantas de limon Persa con HLB incrementa la
actividad de los genes antioxidantes evaluados, esto concuerda con lo reportado en
otras plantas (Chen et al., 2018) y sugiere que la aplicacion exdgena de GABA podria
activar directamente las defensas de la planta, evitando ser aprovechada por Calas, lo
cual necesita una investigacion mas profunda.

En conclusién, nuestros resultados muestran que la aplicacion exdgena de GABA y SA
incrementa la expresidn de genes codificantes de enzimas antioxidantes en limén
Persa con HLB, este incremento se observa a diferentes tiempos posteriores a la
aplicacion. Respecto al contenido de clorofila y almidén, se observa un efecto parcial
favorable al aplicar GABA y SA, sin embargo, estudios adicionales son necesarios para
determinar el efecto que la aplicacion de estos elicitores tiene a largo plazo (Trinidad-
Cruz et al., 2019) y la influencia que la edad y el avance de la infeccién tiene en la
eficacia de los elicitores (Li et al., 2016) en plantas infectadas con Calas.
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