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RESUMEN

Huanglongbing (HLB) es considerada por muchos como la enfermedad mas
destructiva en citricos a nivel mundial. Su agente causal, Candidatus
Liberibacter, es una bacteria no cultivable. Por lo tanto, métodos de deteccion
son un problema. La reacciébn en cadena de polimerasa (PCR) es el Unico
método aprobado para el diagnostico de HLB. Sin embargo, PCR no es muy
laborioso, costoso, y no permite analisis en el campo. Es posible desarrollar
ensayos rapidos, sensores 0 biosensores portatiles y econémicos para detectar
cambios en concentraciones de metabolitos especificos del HLB. Sin embargo,
aun no se identifican dichos metabolitos. Hojas de naranjos ‘valencia’ sanas,
infectadas con HLB, y con deficiencia de zinc fueron muestreadas de diciembre
de 2007 a abril de 2008 y analizadas por técnicas metabolomicas basadas en
HPLC, GC, y electroforesis de capilar para encontrar metabolitos marcadores del
HLB. Resultados muestran que naringenina, cuercitina, hesperidina y L-prolina
son aparentemente los metabolitos méas indicados para detectar HLB
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ABSTRACT

Huanglongbing is (HLB) considered by many the most destructive citrus disease
worldwide. Its causal agent, Candidatus Liberibacter, is a fastidious bacteria.
Therefore, it is difficult to detect it. Polymerase chain reaction (PCR) is the only
approved method of diagnosis of HLB. However, PCR is expensive, time-
consuming and cannot be done in the field. It is possible to develop rapid assays,
sensors and biosensors for HLB-specific metabolite biomarkers. However, such
metabolites have not been identified yet. Healthy and HLB-infected and zinc-
deficient ‘Valencia’ orange leaves were sampled from December 2007 to April
2008 and analyzed by metabolomic techniques based on HPLC, GC and
capillary electrophoresis. Naringenin, quercitin, hesperidin and L-proline appear
to be the best indicators of HLB.
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INTRODUCCION

El Huanglongbing citrico (HLB) es quizas la enfermedad mas dafiina de los
citricos. Actualmente esta enfermedad afecta considerablemente la produccion
en Florida y Brasil y amenaza la industria mexicana. El HLB es transmitido
principalmente por dos especies de insectos que sirven como vector para la
bacteria Candidatus Liberobacter (Chungkin y otros, 2006). Deteccién Temprana
y eliminacion de arboles enfermos son vitales para controlar su esparcimiento.
La reaccion en cadena de polimerasa (PCR) es el Unico método aprobado para
la deteccién del HLB; sin embargo tiene algunas desventajas. Hung y otros,
(2004) mostraron evidencia de que la deteccién del HLB por PCR es muy dificil
debido a lo baja de la concentracion de la bacteria y a la heterogeneidad de su
distribucién en el arbol. Muchos esfuerzos estan siendo dirigidos a mejorar los
resultados obtenidos por PCR como la optimizacion del método de extraccién
(Kawabe y Onuki, 2003). No obstante, estos métodos requieren mucho tiempo
(12 h), son costos, y no permiten el analisis en campo. Alternativas al PCR se
estan investigando. Schneider (1968) sugiri6 que el almidén se acumula
anormalmente en las hojas infectadas. Felman y Hanks (1969) encontraron que
el gentosil glucésido se encontraba en mayor abundancia en plantas con HLB.
Kawano y otros, (2006) desarrollaron un kit para diagndstico de HLB basado en
la reaccion del yodo con el almidén presente en las muestras infectadas. Taba y
otros, (2006) demostraron que el método del almidén concuerda el 75% de las
veces con PCR en hojas y el 95% en otras partes de los éarboles. La
investigacion actual se centra en la cuantificacion del almidén en arboles con
HLB usando los métodos espectrofotométricos (Taba, 2006). Este acercamiento
nuevo puede ayudar a distinguir la acumulacion de almidén debido a HLB en
comparacién con otros factores (Taylor y otros, 1996). Sin embargo, existe
preocupacion por este método, debido a que el almidén puede acumularse en
las hojas de los arboles por factores como deficiencia de cinc, o el anillamiento
(Li y otros, 2003). Otra herramienta potencial para la deteccion de HLB se puede
desarrollar basada en la metabolémica. La metabolémica se puede definir como
el estudio de los metabolitos pequefios presentes en un sistema. El perfil de
metabolitos se puede considerar como una huella dactilar para el HLB. Kell y
otros, (2005) sugirieron estas técnicas para una mejor comprension de los
metabolitos de la planta durante enfermedades. Ademas Glauser y otros, (2008)
utilizaron con éxito cromatografia liquida de alta presion (HPLC) junto con
resonancia magnética nuclear (NMR) para identificar biomarcadores de tensién
en la planta. Si bien la mayor parte de la investigacion en detecciéon del HLB se
ha enfocado en el uso de técnicas de biologia molecular, los cambios en el perfil
de metabolitos ocurridos durante la infeccion de HLB se pueden cuantificar para
determinar los compuestos principales que se estan creando o consumiendo
durante la respuesta fisiologica del arbol o metabolismo bacteriano. La
identificacion de estos compuestos dominantes puede servir como linea base
para el desarrollo de una técnica rapida de diagnostico.



El objetivo de este articulo es resumir la investigacion en metabolomica
realizada en nuestro laboratorio en los ultimos 24 meses. Parte de la
investigacion ya ha sido publicada, parte se acaba de mandar publicar y parte es
completamente nueva. Esta investigacion se basa en el uso de mudltiples
técnicas: HPLC-MS, GC-MS, y electroforesis de capilar (CE) encontrar
marcadores de HLB que sirvan como base para el desarrollo de métodos de
diagnostico rapido y barato.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico. Tetraborato de sodio
decahidratado, 1-butanol, etanolamida, acetato de sodio, fosfato de sodio,
hexano, dodecil sulfato de sodio, naringenina, narirutina, hesperidina,
tangeritina, sinefrina, cuercitina, acido gentisico, acido ferralico, metanol,
cloroformo, acetonitrilo, acido acético, hidrocloruro de metoxamina (20mg/mL) en
piridina (MOX) y N-metil-N-trimetilsilil trifluoroacetamida (MSTFA) fueron
compardos a Fisher Scientific, Inc. (Miami, OK). Agua desionizada y ultrafiltrada
(2 > 18 MQ cm) se utilizé para la preparacion de todas las soluciones acuosas.

Equipo

Extracciones y reacciones de derivatizacion de metabolitos fueron realizadas en
un bafio termostatado modelo Isotemp 3016S (Fisher Scientific, Miami OK). Se
utilizaron los siguientes instrumentos analiticos:

- Sistema CE con detector de arreglo de fotodiodos modelo P/ACE MDQ con
programa de adquisicién y andlisis de datos Karat 32 version 5.0 (Beckman
Coulter, Fullerton, CA.)

- Sistema de HPLC-MS modelo LCQ Advantage lon Trap con ionizacion de
electrospray y programa de adquisicién y andlisis de datos Xcalibur veresion
2.0 (Thermo Scientific, Waltham, MA)

- GC modelo HP 5890 acoplado a un MS modelo HP 5971 con programa de
adquisicion de datos ChemStation B.02.02 y biblioteca de compuestos Wiley
138K (Hewlett Packard, Palo Alto, CA). La columna usada fue DB5MS de 60 m
x 0.25 mm (J & W Scientific. Folsom, CA). Los datos de GC-MS se alinearon
usando el programa MetAlign. El analisis de componentes principales y el
andlisis de varianza se realizaron usando MATLAB 8.0 (The MathWorks,
Natick, MA). Diferencias significativas se reportaron a un nivel de confianza del
95%



Métodos
Muestreo en campo

Hojas de naranjo ‘Valencia’ de aproximadamente 10 afos, saludables (negativas
por PCR) o infectadas de HLB (positivas por PCR) fueron recolectadas de una
huerta en Plant City, FL. S6lo tres arboles infectados se retuvieron de diciembre
de 2007 a abril de 2008. Por lo menos tres hojas con distintos niveles (del O para
hojas sanas hasta 4 para hojas con clorosis muy pronunciada) de sintomas
fueron recolectadas de cada arbol, cada mes.

Muestreo de arboles inoculados en invernadero

Plantas jovenes (2 meses de edad) de las variedades ‘Madam Venus’, ‘Toronja
Duncan’, ‘Carrizo’, y ‘Trifoliata’, fueron inoculadas por injerto con HLB. Se
utilizaron 3 plantas control y 6 plantas inoculadas por cada variedad. Cada 2
semanas se muestrearon 2 hojas por planta: 1 hoja vieja y 1 nueva (nuevos
brotes). Estas muestras se analizaron por GC-MS Unicamente.

Todas las muestras se almacenaron congeladas a -80 °C en bolsas dobles de
plastico hasta su andlisis.

CE

Las condiciones Optimas de extraccion, separacion y deteccion de metabolitos
de hojas de naranjo por CE fueron estudiadas por Cevallos y otros (2009) y se
describe a continuacién. Cada hoja fue pesada inmediatamente y molida en
nitrogeno liquido. Después se agrego una mezcla de metanol, agua y cloroformo
8:1:1 hasta alcanzar una proporcion de tejido molido de 4% m/v y se sonicO por
30 min en un bafio de hielo, seguido por extracciéon a 0 °C por 12 h. Como
electrolito de fondo se utiliz6 una solucion de 15% de acetonitrilo, 0.8% de
hexano, 15% dodecil sulfato de sodio y 20% 1-butanol en soluciéon de borato de
sodio 10 mM a pH 9.3. La separacion se llevo a cabo a 20 kV y 25 °C. Antes de
la separacion, el capilar fue acondicionado por 10 min en acido clorhidrico 0.1 M,
5 min en hidréxido de sodio 1 M y 20 min en el electrolito de fondo con
enjuagues de 2 min con agua entre cada solucion. Se registro el espectro UV-
Visible de 190 a 600 nm para cada pico del electroferograma y se comparé con
los espectros de estandares puros. La movilidad de cada pico se calculé usando
como referencia sinefrina y &cido ferrulico.

HPLC-MS

Cada hoja fue pesada inmediatamente y molida en nitrégeno liquido. Después
se agrego el peso equivalente de cloroformo y se llevé a una extraccion a 0 °C



por una hora. Al término de ésta, se agregd metanol al 80% con cloroformo para
obtener una proporcién final de 5:1 metanol-cloroformo. Extraccion en esta
solucién se llevo a cabo a 0 °C por 12 h. Después las muestras se filtraron con
un filtro de nylon de 0.45 um y se inyectd al HPLC con una columna de fase
estacionaria tipo C-18. La fase movil consistio en una mezcla de soluciones:
80% acido aceético al 0.05% en agua y 20% de acetonitrilo al 0.05% en agua. Se
mantuvo esta concentracion durante los primeros 12 min seguidos de un
gradiente aplicado por 47 min hasta llegar a una concentracion final del 90% de
solucion de acetonitrilo y 10% de solucion de &cido acético. Esta ultima
concentracion se mantuvo por 11 min. EI MS se opero en el intervalo de 80 a
1000 m/z.

GC-MS

La extraccion de metabolitos para analisis por GC-MS fue idéntica a la utilizada
para CE. Se transfirieron 180 uL de extracto a un vial y se secO bajo flujo de
nitrogeno. Se agregaron 30 uL de MOX al extracto seco y se dejo reaccionar por
17 h a temperatura ambiente. Sililacién de la muestra se realizé agregando 80
puL de MSTFA y dejando reaccionar por 2 h. Se inyectaron alicuotas de de 0.3 pL
de muestra derivatizada al GC-MS. El inyector se mantuvo a 280 °C y el horno a
70 °C por un min. La temperatura se incrementé a 8 °C min™ hasta alcanzar una
temperatura final de 315 °C y se mantuvo esta Ultima por 5 min. Hidrégeno y
nitrogeno ultrapuros se utilizaron como gases de transporte y purga
respectivamente. EI MS utiliz6 en modo de impacto de electrén con polaridad
positiva y se registro la corriente total de iones. La interfase entre el GC y el MS
se control6 a 318 °C.

RESULTADOS Y DISCUSION

CE

Un total de 36 muestras infectadas y 18 saludables fueron analizadas por PCR.
Se detectaron 24 picos en los electroferogramas de los cuales se identificaron
acido ferrulico, acido gentisico, acido oxalico, herperidina, naringerina, nariturina,
cuercitina, sinefirna y tangeritina. ElI resto fueron reportados como
“desconocido”. De estos compuestos, seis (hesperidina, naringenina, cuercitina y
tres desconocidos) aparecieron en concentraciones significativamente (p< 0.05)
mayores en muestras infectadas a las saludables. Estos marcadores potenciales
de HLB se muestran en la Figura 1. Hesperidina, naringenina, cuercitina y el
compuesto no identificado 1 mostraron la mayor abundancia aparente expresada
en términos de &rea bajo pico. Por lo tanto, es probable que su deteccion en
campo sea mas facil. Sin embargo, el mayor cambio relativo de concentracion lo
presentd el compuesto no identificado 3, y es por lo tanto el compuesto mas
especifico de HLB seguido por el compuesto desconocido 1. En el inserto de la



Figura 1 se marcan los picos y los tiempos de retencion de estos compuestos.
La identificacion de los compuestos desconocidos no fue posible con nuestro
equipo ya que nuestra base de datos de espectros es pequefia. El acoplamiento
de un espectrometro de masas es necesario para mayor caracterizacion de
estos metabolitos. Nuestro equipo (Cevallos y otros 2009) publicé el primer
estudio de CE en extractos de hojas de naranjo donde se detallan estos
resultados y discuten los procedimientos de optimizacion de condiciones
experimentales. Otros estudios de CE en naranja se han realizado
exclusivamente en el fruto o jugo por lo que no es posible comparar nuestros
resultados con otros.
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Figura 1. Posibles marcadores de HLB detectados por electroforesis de capilar.

HPLC-MS

Cerca de 900 compuestos se detectaron por HPLC-MS como se muestra en la
Figura 2. Se detectaron tres zonas en las que las areas bajo la curva de los
cromatogramas variaron monotonamente con el nivel de infeccion. En la zona 1
gue va de 5 a 14 min de elucién y en la zona 2 que va de 20 a 30 min, el area
bajo la curva aument6. La Figura 3 muestra la relacién entre el nivel arbitrario de
sintomas y el area bajo la curva para las zonas 1y 2. En contraste, en la zona 3
qgue va de 50 a 70 min el area bajo la curva disminuyé. Algunos los compuestos
en la zona 3 corresponden a clorofila y derivados cuya concentracion
evidentemente disminuye con la clorosis producida por el HLB. Sin embargo, la
inmensa mayoria de los compuestos no ha sido identificada ya que las bases de
datos comerciales compilan metabolitos principalmente de origen animal.
Manthey (2008) realizé6 experimentos similares pero con un procedimiento de
extraccion diferente en el que sec6 hojas al vacié y extrajo los metabolitos



exclusivamente con metanol. Manthey (2008) encontré por HPLC-MS diferencias
grandes en las concentraciones de limonin glucésido, de un compuesto con ion
protonado de m/z 188 amu y de heptametoxiflavona. También obtuvo resultados
similares a los que nosotros reportamos por CE para hesperidina con
concentracion media 1.4 veces mayor en hojas de naranjo ‘Valencia’ infectadas
con HLB. Mas aun, Manthey reporté un grupo de hidroxicinamatos con
concentraciones medias cerca del doble en muestras con HLB pero no pudo
tampoco reportar exactamente qué compuestos eran. Esto confirma que la
necesidad de establecer una base de datos de metabolitos de citricos es patente
y se estan realizando esfuerzos de colaboracién con el Servicio de Investigacion
en Agricultura del USDA, Laboratorio de Citricos y Productos Subtropicales vy el
Departamento de Citricos de Florida para conseguir los fondos necesarios para
esta labor extensiva.
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Figura 2. Cromatogramas tipicos de HPLC de (A) hojas sanas Yy (B) infectadas
con sintomas en IE 2. Numeros 1, 2 y 3 en el cromatograma representan las
areas de interés donde cambios significantes (p<0.05) han ocurrido

GC-MS

Comparacion de hojas sanas y hojas infectadas con HLB

Se detectaron 48 compuestos abundantes por GC-MS en todas las hojas
analizadas. L-prolina, myo-inositol y un compuesto desconocido estaban en

mayor concentraciéon en hojas con HLB comparado con hojas sanas como se
ilustra en la Figura 4. Sin embargo, la concentracion de myo-inositol no fue
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significantemente diferente en hojas con deficiencia de cinc. La acumulacion de
prolina se ha reportado en enfermedades bacterianas de otras plantas como
papa. (Abu-Nada et al., 2007) y se debe probablemente a la inibicion de la
sintesis de proteinas.
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Cambio de perfil de metabolitos después de incular con HLB

Durante las primeras 10 semanas post-inoculacion no se detectaron sintomas ni
cambios significativos en los perfiles de metabolitos en ninguna de las cuatro
variedades estudiadas. Sin embargo, en la semana 14, para la variedad ‘Madam
Venus’, el analisis de componentes princpales de los analisis de GC-MS reveld
un agrupamiento muy claro de las plantas infectadas por una parte y por la otra
las plantas sanas. No se pudo diferenciar entre hojas jovenes y hojas viejas
como se muestra en la Figura 5. Esto indica que el cambio en metabolitos
occurre en toda la planta y apoya la hipétesis de que la deteccion temprana de
HLB a traves del muestreo de hojas y su anaisis de metabolitos es viable. Sin
embargo, esta obersvacién debe confrimarse en arboles grandes y en otras
variedades.
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Figura 5. Anaisis de componentes principales de hojas jovenes (sufijo “n”) y
viejas (sufijo “0”) de plantas infectadas (i) o saludables (h).

El andlisis de varianza de las areas bajo la curva para este citrico indica
diferencias significativas en las concentraciones de sucrosa, myo-inositol,
glucosa o glucol, fructosa o fructol, ribosa o ribol, L-prolina y tres compuestos
desconocidos. La abundancia y tiempos de retencion de los compuestos
detectados se muestra en la Figura 6. Si bien las plantas inoculadas con HLB
mostraron ligeros sintomas de la enfermedad, las analisis de PCR fueron
negativos en esa semana. Las otras tres variedades de citricos alin no muestran



cambios en perfiles de metabolitos ni son positivos por PCR. Este estudio esta
en proceso actualmente.
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Figura 6. Perfil de metabolitos presentes en la semana 14 post-inoculacion en
‘Madam Venus' en hojas nuevas y viejas de plantas saludables (HN y HO
respectivamente) asi como de hojas nuevas y viejas de plantas con HLB (IN y 10
respectivamente).

CONCLUSIONES

Se detectaron diversos metabolitos como posibles candidatos a biomarcadores
para la deteccion del HLB en hojas claramente sintomaticas usando tres
métodos analiticos complementarios. L-prolina, hesperidna, cuercitina y
naringenina se identificaron en concentraciones mas abundantes en plantas con
HLB y son ahora el foco de un estudio de largo plazo para confirmar su validez
como biomarcadores de HLB. Nuestros datos sugieren que el perfilamiento
metabdlico es capaz de identificar diferencias entre plantas saludables y plantas
infectadas antes que analisis por PCR. Esta observacion preliminar debe
confirmarse para distintas variedades de citricos durante las proximas tres
temporadas.
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