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RESUMEN

DINAMICA ESPACIO-TEMPORAL DEL VARIEGADO DEL CHILE (Candidatus

Liberibacter solanacearum) EN MICHOACAN.

Moisés Camacho Tapia, DC.

Colegio de Postgraduados, 2015

La presente investigacion se llevé a cabo con los siguientes objetivos: 1) Conocer la
translocacion de Candidatus Liberibacter solanacearum (Cals) en plantas de chile en
camaras de ambiente controlado, 2) conocer si la bacteria se transmite transovaricamente en
el insecto vector y 3) estudiar la dindmica espacio-temporal de CaLs en el cultivo de chile.
Para estudiar la translocacién de Cals se probaron dos periodos de adquisicién de la bacteria
(4 y 24hrs) y dos temperaturas (17 y 21°C). Para el estudio de transmision transovérica, en
condiciones de invernadero se establecieron colonias en plantas sanas de chile y papa. Los
resultados indicaron que a los 21 dias posteriores de la inoculacion, CaLs se detect6 en todos
los estratos de la planta cuando B. cockerelli adquirio la bacteria durante un periodo de 24 hr
y cuando las plantas se mantuvieron a 21°C. No se detect6 la presencia de CaLs en los
individuos de las cuatro generaciones de B. cockerelli lo que indica que en las condiciones
en las que se realizd la presente investigacion no hubo transmision transovarica. Para el
estudio de la dindmica espacio-temporal; se evaluo la incidencia de la enfermedad con
intervalos de dos semanas en los ciclos de julio-diciembre del 2012 y 2013; se calculo el area

bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) con el software Scientific Work Place



5.5 ®. En los cuadrantes se determin0 si los datos tenian ajuste a una distribuciéon binomial
y B-binomial mediante el software BBD. El modelo que mejor describi6 el proceso de
desarrollo de la epidemia fue el modelo logistico. La incidencia de CaLs se vio influenciada
por la dindmica de B. cockerelli. En la mayoria de los casos la epidemia ajustd una
distribucion B-binomial. El indice de proximidad que describid la formacion de los agregados

fue Rook.

Palabras clave: Candidatus Liberibacter solanacearum, variegado de chile,

translocacion, epidemia, modelo logistico.



ABSTRACT

SPATIO TEMPORAL DYNAMIC OF VARIEGATE PEPPER (Candidatus Liberibacter

solanacearum) IN MICHOACAN.

Moisés Camacho Tapia, DC.

Colegio de Postgraduados, 2015

This research was conducted with the following objectives: 1) Determine the translocation
of Candidatus Liberibacter solanacearum (CaLs) in pepper plants in controlled environment
chambers, 2) determine if the bacteria is transmitted transovarially in the insect vector and 3)
study the spatio temporal dynamics CaLs in pepper. To study translocation of CaLs two
acquisition periods of bacteria (4 and 24 hours) and two temperatures (17 and 21 ° C) they
were tested. To study transovarial transmission, colonies were established in healthy pepper
and potato plants under greenhouse conditions. The results showed that at 21 days after
inoculation, CalLs was detected in all strata of the plant when the bacteria B. cockerelli
acquired over a period of 24 hr and when the plants were kept at 21 °C. CaLs presence was
no detected in individuals from four generations of B. cockerelli indicating that no
transmission transovarial under the conditions in which this research was conducted. To
study the spatio temporal dynamic; the incidence of the disease was evaluated at intervals of
two weeks in cycles from July to December 2012 and 2013; the area under the curve of
disease progress (AUDPC) was calulated in Scientific Work Place 5.5 ® software. In the

quadrants was determined whether the data were fit to a f-binomial and binomial distribution



by BBD software. The model that best described the process of development of the epidemic
was the logistic model. The incidence of Cals was influenced by the dynamics of B.
cockerelli. In most cases the epidemic fitted 3- binomial distribution. The index of proximity

described the formation of aggregates was Rook.

Key words: Candidatus Liberibacter solanacearum, variegated of pepper,

translocation, epidemic, logistic model.
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INTRODUCCION GENERAL

La epidemiologia es el estudio de las epidemias en tiempo y espacio; la epidemia es
la presencia de una enfermedad en una poblacion de plantas. La enfermedad es el resultado
de la interaccién exitosa de tres componentes: patdgeno, planta y ambiente. La enfermedad
conocida como “variegado de chile” es el resultado de esa interaccion (Candidatus
Liberibacter solanacearum, chile, y las condiciones ambientales) (Madden et al., 2007,

Camacho-Tapia et al., 2011).

Candidatus Liberibacter es una bacteria que se aloja en los tubos cribosos del floema;
puede presentar formas redondas cuando termina el ciclo celular. Se transmite por semilla
(Camacho-Tapia et al., 2011) e insectos vectores, en los cuales se encuentra en la hemolinfa
y las glandulas salivales (Jagoueix et al., 1994; Ammar et al., 2011); esta bacteria afecta a
distintos cultivos como Rutéceas, Solanéceas, Apiaceas (Liefting et al., 2008; Aguilar et al.,
2013). En Rutéceas se presentan; Ca. L. asiaticus y Ca. L. americanus que son transmitidos
por Diaphorina citri (Kuwayama) (Capoor et al., 1967; Yamamoto et al., 2006) y Ca. L.
africanus, transmitido por Trioza erytrae (Del Guercio) (McClean y Oberholzer, 1965). En
Solanéceas y Apiaceas se encuentra Cals, que es transmitido por Bactericera cockerelli y

Trioza apicalis (Liefting et al., 2008).

En el floema de las plantas de papa infectadas por Ca. L. solanacearum se encuentran
agregaciones de componentes fendlicos, peroxidasas, oxidasas, polifenoles, quitinasas,

liberacion de aminoacidos, y azucares (sacarosa, glucosa, y fructuosa) (Rashed et al., 2013).
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Esas respuestas aparecen entre la tercera y la quinta semana después de la infeccion. El
incremento de la actividad reductiva de azucares y aminoacidos contribuye al aumento del
tono cafeé al freir las papas, debido a que la formacion de acrilamida ocurre con el uso de esos
componentes como sustratos a temperatura de freido mediante la reaccién de Maillard

(Wallis et al., 2014).

En cuanto a su respuesta fisioldgica a la temperatura, se ha encontrado que el
desarrollo de CaLs se ve afectado a 17°C o menos al igual que a temperaturas de 32°C o
superior; de tal forma que hay reduccién de los sintomas ocasionados por la bacteria. Por lo
tanto, se reporta que el desarrollo 6ptimo de Ca. L. solanacearum se encuentra de 27°C a los
32°C. Esa sensibilidad de Ca. L. solanacearum al calor puede explicar la incidencia y la
severidad de los sintomas de “Zebra Chip” en las areas productoras. El desarrollo dptimo del
psilido Bactericera cockerelli es a 27°C, una sola generacion se puede completar en 3 a 5
semanas a esta temperatura, mientras que la oviposicion, eclosién, desarrollo y sobrevivencia
son retardados o reducidos a 32°C, y cesan a 35°C o0 mas (List, 2009), por lo que se sugiere
que hay una coevolucién entre las especies de CaLs y su insecto vector relacionada con la

sensibilidad a la temperatura y humedad relativa (Munyaneza et al., 2012).

Estudios epidemioldgicos en el patosistema Ca. L. asiaticus-citricos indican que la
epidemia es descrita por una distribucion B-binomial. Esta distribucion se ajusta a epidemias
que tienden hacia la formacion de agregados, en este caso originados por la diseminacion de

la bacteria mediante su insecto vector; Henne et al. (2012) indicaron que la incidencia del

22



“zebra chip” ocasionado por Ca. L. solanacearum, es descrita por una distribucion -
binomial, que indica la presencia de agregaciones de plantas infectadas, a excepcion de los
casos donde la incidencia es menor a 0.20 % donde la tendencia es aleatoria. Esta
caracteristica de agregacion en este tipo de epidemias se origina por los diferentes ciclos re-
infectivos y dispersion por parte del insecto vector (Gottwald et al., 1989; Madden y Hudges
1995; Gottwald et al., 2007; Henne et al., 2012). Nachappa et al. (2014) demostraron que las
poblaciones de insectos portadores de Cals tienden a disminuir por la cantidad de bacterias
ubicadas en el aparato digestivo, que compiten con los simbiontes que tiene B. cockerelli
como el caso de Wolbachia sp. ya que se afecta el incremento de su poblacién al disminuir
los niveles de fecundidad y supervivencia de psilidos con CaLs. Asi mismo, indican que
existe una correlacién negativa de supervivencia de ninfas infectadas con CalLs que influye
en los ciclos re-infectivos; en los cuales los adultos tienen mayor eficiencia de transmisién

comparada con los estadios ninfales de B. cockerelli.

Por otro lado, el conocimiento de la epidemiologia de una enfermedad en el
patosistema en campo proporciona un mejor entendimiento, ya sea en su tipo de agregacion,
el progreso en el tiempo-espacio, la duracion de ésta, la incidencia y su severidad, que

conduce al disefio de un manejo adecuado de la enfermedad (Madden et al., 2007
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CAPITULOI.

ASPECTOS BIOLOGICOS, ECOLOGICOS, EPIDEMIOLOGICOS Y MANEJO

DE Candidatus Liberibacter.

Moisés Camacho-Tapial, Reyna I. Rojas-Martinez!” (Autor para correspondencia), Emma

Zavaleta-Mejial, Angel Rebollar-Alviter?, Sergio Aranda-Ocampo?, Javier Suarez-Espinosa®

Programa de Fitopatologia, Colegio de Postgraduados-Campus Montecillo. Km 36.5 Carretera México-
Texcoco. Montecillo, Texcoco, Estado de México, México. C. P. 56230. 2Centros Regionales Unidad
Michoacan. Universidad Auténoma de Chapingo, Morelia, Michoacan. ® Programa de Estadistica, Colegio de
Postgraduados-Campus Montecillo. Km 36.5 Carretera México-Texcoco. Estado de México, México. C. P.

56230.

RESUMEN

Se proporciona una visién general de los aspectos bioldgicos, ecoldgicos, epidemioldgicos y
de manejo de Candidatus Liberibacter, bacteria de reciente introduccion en México, la cual
esta asociada con enfermedades como: Huanglongbing de los citricos, Zebra Chip y
variegado de chile. En plantas afectadas con Ca. Liberibacter se presentan multiples bolsas
localizadas en el floema necrdtico y dispersas a través del sistema vascular; la acumulacion
masiva de almidon, aberraciones en la actividad cambial, y formacion excesiva de floema.

Se sugiere que la necrosis del floema causa el blogueo en la corriente y translocacion de
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nutrimentos, que conduce a los cambios anatomicos como; el moteado con amarillamiento,

y amarillamiento de venas.

El control de Ca. Liberibacter se enfoca en disminuir las fuentes de indculo, como el uso de
plantas libres, remocion de arboles sintomaticos y el control quimico del insecto vector para

reducir la transmisién de la bacteria.

Palabras clave: Candidatus Liberibacter, insecto vector; fuentes de inoculo, control

quimico.

Candidatus Liberibacter

Candidatus Liberibacter es una bacteria filamentosa que se aloja en los tubos cribosos del
floema; puede presentar formas redondas cuando termina el ciclo celular de la bacteria. Se
transmite por insectos vectores, donde se encuentra en la hemolinfa y las glandulas salivales
(Jagoueix et al., 1994); esta bacteria afecta a distintos cultivos como; Rutaceas, Solandceas
y Apiéceas (Aguilar et al., 2013; Liefting et al., 2008). Una forma de dispersion de la bacteria
es mediante semilla infectada y que forma parte del indculo primario en campo, e influencia
la incidencia inicial de la enfermedad y el comportamiento de la epidemia en campo

(Camacho-Tapia et al., 2011; Hilf, 2011).

Estudios filogenéticos de la region 16S rRNA, indican que Ca. Liberibacter pertenece a las
a-proteobacterias, y que estd relacionada con géneros de bacterias del subgrupo a-2
proteobacteria, como: Bartonela, Bradyrhyzobium, Agrobacterium, Brucella, y Alfipia

(Jagoueix et al., 1994). Observaciones realizadas por microscopia electronica de transmision,
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muestran que la bacteria tiene un didmetro de 0.2-0.3um; posee una membrana caracteristica
de las bacterias gram negativas, ademas cuenta con una capa de peptidoglicano que apenas
es visible y no tiene evidencia de flagelos o pili. El aislamiento en medio de Ca. Liberibacter
es dificil, por lo que se imposibilita su caracterizacion bioquimica, y solo se mantiene como
propuesta a género, Liberibacter, de Liber (corteza) y bacter (bacteria), de tal manera que se
considera como Candidatus Liberibacter. Con base en la comparacion de secuencias
genéticas de los genes de proteinas ribosomales, se propusieron tres especies en Rutéceas:
Ca. Liberibacter africanus, Ca. Liberibacter asiaticus, y Ca. Liberibacter americanus; y una
cuarta especie, Ca. Liberibacter solanacearum detectada en solanéaceas (Jagoueix et al., 1994;

Liefting et al., 2008).

Aislamiento de Candidatus Liberibacter

Los primeros intentos para aislar liberibacter fueron mediante co-cultivos con una
actinobacteria, relacionada con Propionibacterium acnes. Las colonias aparecian después de
un largo tiempo, fueron dificil mantener la colonia libre y trasladarla de manera consecutiva
a medio de cultivo nuevo (Davis et al., 2008). En un segundo estudio, se disefi6 y evalud un
nuevo medio de cultivo llamado Liber A, obteniéndose un crecimiento irregular, y con un
rango de tamafio de 0.1-0.3mm que se observé después de 3-4 dias a 28°C. Las colonias no
incrementaron su tamafo, y su viabilidad se perdié después de cuatro a cinco reaislamientos,
de tal manera que la dificultad para aislarlo imposibilita las pruebas para su estudio
bioquimico (Sechler et al., 2009). Parker et al. (2014), indicaron que al agregar jugo de

toronja al medio de cultivo, brinda mayor viabilidad a la bacteria, de tal manera que si se
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logra obtener en el sustrato de cultivo la mayor aproximacién posible a las condiciones
naturales en que ocurre la interaccion con su hospedante, hace exitoso el aislamiento. La
viabilidad de Ca. L. asiaticus aumenta en medios de cultivo con jugo de toronja, y disminuye
en forma sinuosa con condiciones tales como pH mas bajo, la presencia de azlcares,

abundancia de elementos minerales y aminoacidos (Parker et al., 2014).

Candidatus Liberibacter en distintos hospedantes

Huanglongbing (HLB) o conocido como el “greening” de los citricos, es una enfermedad de
citricos asociada con la infeccion por tres especies de a-proteobacteria; Candidatus
Liberibacter asiaticus, Ca. Liberibacter americanus y Ca. Liberibacter africanus (Bové,
2006). Los sintomas de la enfermedad incluyen manchas moteadas y clorosis que puede
llegar a confundirse con deficiencias nutrimentales, ademas de clorosis en los brotes jovenes,
achaparramiento, y reduccion del follaje conforme progresa la enfermedad y en casos

extremos, los arboles mueren por la infeccién (Gottwald et al., 2007).

El rendimiento en los arboles afectados es reducido y éstos pueden producir frutos pequefios
y con calidad no aceptable, las variedades comerciales son las méas susceptibles (Wang et al.,
2009). Ca. L. asiaticus y Ca. L. americanus son transmitidos por Diaphorina citri
(Kuwayama) (Capoor et al., 1967; Yamamoto et al., 2006) y Ca. L. africanus es transmitido
por Trioza erytrae (Del Guercio) (McClean y Oberholzer, 1965). En los Estados Unidos de

America, Ca. L. asiaticus se identificé en Florida en el 2005 (Halbert 2005).
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Por otro lado, existen evidencias de que la enfermedad conocida como Zebra chip en papa
(Solanum tuberosum), se origino en el Norte de América y posteriormente se extendio a otros
paises productores del mundo. El patégeno asociado a esta enfermedad es Ca. Liberibacter
solanacearum, la cual causa pérdidas econdmicas a la industria de papa en Estados Unidos
de América. Zebra chip fue detectada en Saltillo, México en los 1990’s, la cual se asocio
primeramente con un fitoplasma (Secor et al., 2004), a principios del 2000 fue reportado en
campos comerciales de papa en Pearsall y Valle de Rio Grande, Texas. Para el 2006, la
enfermedad se dispers6 a otras areas productoras, como Arizona, Kansas, Colorado,
California, Nevada y Nuevo México (Liefting et al., 2008, Munyaneza et al., 2007b). En el
2008, en Auckland, Nueva Zelanda en papa se presentaron los sintomas como: apices
cloréticos, moteado general en hojas, enrizado de las venas medias, achaparramiento de las
plantas y en algunos casos deformacion de tubérculos, reduccion de la produccion
decoloracidn en patrén de rayas en los tubérculos crudos y oscurecimientos de estos cuando

se frien (Liefting et al., 2008; Munyaneza et al., 2007a).

Ca. L. solanacearum se detectd en el psilido de la zanahoria (Trioza apicalis) y en
plantaciones infestadas por este psilido en Finlandia. T. apicalis es una plaga importante en
el norte y centro de Europa, donde puede causar hasta un 100% de pérdidas. En el 2009 se
detectd Ca. L. solanacearum como patdgeno en el cultivo de chile en el sur de Sinaloa; los
sintomas de las plantas fueron semejantes al “yellow psilid” que se presenta en papa, aunque
también mostraron entrenudos cortos y crecimientos apicales cloroticos (Munyaneza et al.,

2009), Camacho-Tapia et al. (2011) demostraron que esta bacteria es responsable del
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variegado del chile observado en plantaciones comerciales de esta solanacea en la regién de
Yurécuaro Michoacén, ademas de que se puede trasmitir por semilla . En el 2013, se reporto
Ca. L. solanacearum en tabaco en Honduras (Aguilar et al., 2013), mientras que en el 2014
se reportd en el cultivo de chile en ese mismo pais (Munyaneza y Segonda 2014). Nuevas
especies de liberibacter se reportan, como el caso de Ca. Liberibacter europaeus que se
detectd como endofito en pera 'y en el psilido de la pera (Cacopsylla pyri) en Italia (Raddadi

etal., 2010).

Factores climaticos

La temperatura tiene un efecto significativo en el desarrollo de liberibacter asociada a HLB
y a los sintomas de la enfermedad. Ca. L. africanus y Ca. L. americanus se reporta son
sensibles al calor, mientras que Ca. L. asiaticus aparentemente lo tolera. La sensibilidad del
patdgeno al calor puede explicar la distribucion geografica de estas especies de liberibacter
y sus insectos vectores. Ca. L. africanus es influenciado por el calor, de tal manera el
desarrollo de los sintomas ocurre de 30 -32°C, T. erytrae se presenta en climas frescos y
también es sensible a las temperaturas altas combinadas con la baja humedad relativa. En
contraste, Ca. L. asiaticus es tolerante al calor, los sintomas se desarrollan en condiciones de
humedad baja y temperaturas arriba de los 35 °C, que son las temperaturas que tolera D. citri
(Bové, 2006; Lopes et al., 2009). Estudios realizados en México, indican que el limén
mexicano (Citrus aurantifolia) es mas susceptible a Ca. Liberibacter asiaticus con respecto
a limon persa (C. latifolia) y naranja dulce (C. sinensis); ademas, las caracteristicas

organolépticas se ven afectadas. En arboles de limon persa afectados por Ca. Liberibacter
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asiaticus, la produccidn se centra en ramas de creciente secundario y la parte externa del dosel

del arbol (Esquivel-Chavez et al., 2012).

Ca. L. solanacearum a 17°C o menos se ve afectado, pero esto no previene el desarrollo de
liberibacter en la planta; mientras que a temperaturas de 32°C o superior, se inhibe la bacteria
y también los sintomas ocasionados por ésta. Por lo tanto, se reporta que el desarrollo 6ptimo
de Ca. L. solanacearum se encuentra de 27°C — 32°C. Esa sensibilidad de Ca. L.
solanacearum al calor, puede explicar la incidencia y la severidad en las areas productoras.
El desarrollo 6ptimo del psilido Bactericera cockerelli es a 27°C, mientras que la
oviposicion, eclosion, desarrollo y sobrevivencia son retardados o reducidos a 32°C, y cesan
a 35°C 0 mas (List, 2009). Una sola generacion se puede completar en 3-5 semanas segun
las condiciones de temperaturas, mismas condiciones que son favorables a Ca. L.
solanacearum y el desarrollo de los sintomas de “Zebra Chip”, por lo que se cree que hay una
coevolucidn entre las especies de liberibacter y su insecto vector para la sensibilidad a la

temperatura y humedad relativa (Munyaneza et al., 2012).

Respuesta del hospedante

Candidatus Liberibacter, esté restringido a los elementos cribosos del floema del hospedante,
y en las glandulas salivales del insecto vector. En el floema de las plantas infectadas por Ca
L. solanacearum se encuentran agregaciones de componentes fendlicos, peroxidasas,
oxidasas, polifenoles, quitinasas, liberacion de aminoacidos, y azucares (sacarosa, glucosa,

y fructuosa) (Rashed et al., 2013). Esas respuestas aparecen entre la tercera y la quinta semana

33



después de la infeccion. El incremento de la actividad reductiva de azucares y aminoacidos
podria contribuir al aumento del tono café al freir las papas, porque la formacion de
acrilamida ocurre con el uso de esos componentes como sustratos a temperatura de freido

mediante la reaccion de Maillard (Wallis et al., 2014).

Muestras colectadas de diferentes regiones productoras de citricos con problemas de HLB,
revelan que hay aberraciones anatomicas asociadas con la enfermedad. La microcopia de luz,
muestra maltiples bolsas localizadas en el floema necrético y dispersas a través del sistema
vascular; la acumulacién masiva de almiddn, aberraciones en la actividad cambial, y
formacion excesiva de floema (Schneider, 1967). La necrosis del floema podria causar el
blogueo en la corriente y translocacion de nutrimentos, que conduce a los cambios
anatémicos como; el moteado con amarillamiento, y amarillamiento de venas. Uno de los
cambios mas notables del floema de hojas de arboles infectados, es el abultamiento de la
lamela media entre las paredes celulares que rodean los tubos cribosos, ademas en las hojas
sintomaéticas viejas, se presentan colapsos de las células del floema que se encuentran cerca
del xilema (Folimonova y Achor, 2010). Se ha reportado una relacion de aumento de
incidencia de HLB en huertos de citricos con la presencia de Phytophthora nicotiane, que
afecta a las raices fibrosas, que cuando solo esté presente Ca. L. asiaticus. (Ann et al., 2004;
Graham et al., 2011). La deteccion de Ca. L. asiaticus en la raices de citricos, indica que esta
es capaz de circular y multiplicarse en el tejido de la raiz, y al parecer causa dafios a las raices,

antes de la interrupcion del floema de las hojas (Graham et al., 2013).
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Durante la alimentacién de la savia, B. cockerelli portador de Ca. L. solanacearum, puede
inocular plantas sanas donde se multiplica el patdgeno y se extiende sistémicamente a través
del hospedante. EI conocimiento del mecanismo preciso de inoculacion y la eficiencia de
transmision del patégeno por B. cockerelli, pueden usarse para realizar predicciones de la
epidemia, y desarrollar estrategias de manejo integrado de la enfermedad (Rashed et al.,
2012). Cuando liberibacter se distribuye en toda la planta, la cantidad de bacteria adquirida
por B. cockerelli no es influenciada por el sitio de alimentacion del insecto; sin embargo, si
liberibacter no esta completamente distribuida, los insectos muestran tendencia para adquirir
altas cantidades de patdgeno cuando se alimentan en distintas areas de las plantas, o cuando
se alimentan del tallo (Rashed et al., 2012). EI nimero de insectos vectores puede afectar el
tiempo que toma la expresion de los sintomas, debido a la diferencia inicial del indculo
inyectado; aunque después de la multiplicacion bacteriana y el movimiento sistémico dentro
del hospedante, la enfermedad incrementa en la misma tasa. El nimero de vectores es una
factor importante para el éxito de la inoculacion; sin embargo, la tasa de éxito es
independiente de la cantidad del patdgeno en B cockerelli (Rashed et al., 2012). Rashed et al.
(2014), indican que no hay una etapa fisioldgica en papa donde sea mas susceptible a Ca. L.
solanacearum; la incidencia esté relacionada al movimiento del insecto vector, y la severidad

de los sintomas es independiente del titulo de la bacteria.

Factores de virulencia

A pesar de que Ca. L. americanus tiene una membrana exterior intacta, la mayoria de los

genes necesarios para biosintesis de lipopolisacarido (LPS) que se encuentran en Ca. L.
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asiaticus y Ca. L. solanacearum, estdn ausentes, junto con IpxA y IpxB, IpxC, que estan
involucrados en los primeros pasos de biosintesis de lipidos. La falta de LPS en las bacterias
gram negativas es muy raro, pero las funciones de barrera por los LPS se pueden compensar
por la produccion de otras bases de lipidos en la membrana externa. Ca. L. americanus y Ca.
L. solanacearum parecen tener mayor capacidad metabolica para algunos aminoacidos y
vitaminas; Ca. L. solanacearum tiene la via completa para la produccion de arginina y la
glutamina de la ornitina, los genes para la sintesis de glutamina a partir del glutamato estan
presentes en los genomas de las liberibacter (Wulff et al., 2014). Los sintomas de
amarillamientos genéricos y decaimiento, que a menudo se confunden facilmente con
deficiencias nutrimentales, se deben a la acumulacion de almidon que indica una alteracion

del transporte del floema (Nelson, 2013).

En el genoma de Ca. L. asiaticus se encontr6 dos bacteriéfagos llamados SC1 y SC2. SC1
parece ser activado cuando Ca. L. asiaticus, infecta a los citricos, SC2 aparentemente es una
forma degenerada de SC1 que carece de genes de lisis y lleva la mayoria de los genes que
pueden ser importantes en la conversion lisogenica; es decir, aquellos que se expresan en la
bacteria y alteran su fisiologia, ya sea incrementando su virulencia y patogenicidad, y que
son los que originan la aparicion de nuevos haplotipos y formas de la enfermedad. SC2 se
replica como un plasmido de exclusion cuando se hospeda en Ca. L. asiaticus infectivo en
plantas y psilidos. SC1 y SC2 se clasifican en la familia Podoviridae que pertenece al orden

Caudovirales (Zhang et al., 2011a).
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Estudios indican que B. cockerelli, ademas de portar Ca. L. solanacearum, cuenta con tres
bacterias intracelulares procaridticas (simbiontes) que se asocian con el insecto; el primario
o simbionte obligado (Carsonella rudii) (Thao et al., 2006) y dos simbiontes facultativos, un
simbionte secundario (S) y dos cepas diferentes de Wolbachia (Nachappa et al., 2011). Esos
simbiontes son heredables y se transmiten de madre a la progenie (Nachappa et al., 2012). El
simbionte primario influye en el proceso biolégico fundamental en el insecto con el
hospedante y es requerido para la sobrevivencia y desarrollo del psilido, y también
simbiontes facultativos que le influencian ecol6gicamente; por ejemplo Wolbachia spp.
pueden manipular la reproduccion en el insecto y provee de hembras infectadas que tienen
una ventaja reproductiva en comparacién con las hembras no infectadas; esto incrementa la
dispersion de Wolbachia spp., ademéas de que proporciona un incremento de insectos y que
aumenta el porcentaje de vectores para la transmisién de liberibacter en solanéceas

(Nachappa et al., 2012).

Manejo de Candidatus Liberibacter

Las medidas para el control del “zebra chip”; dependen de la deteccion temprana y el control
del insecto vector (Ravindran et al., 2011). Debido a la ausencia de resistencia genética, se
considera la aplicacién de insecticidas para disminuir la presencia del insecto vector, por
ejemplo el tiametoxan y abacmetina (Gottwald et al., 2009, Lin y Gudmestad, 2013).
Hoffman et al., (2013), indican que la termoterapia puede controlar HLB; los primeros
reportes de estas practicas fueron en China, donde se eliminé a liberibacter de varetas y

plantulas de semillas, después de que el material se expuso en aire caliente a 49-50°C por 50-
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60 min (Lo et al., 1981; Lo, 1983). Sumergir las plantulas de citricos infectadas por
liberibacter en agua caliente a 47-50°C durante 6 min causa un estrés por el calor y puede
inducir respuestas de defensa a las plantas que las ayuda a combatir la infeccion (Hoffman et

al., 2013).

El control de Ca. Liberibacter se enfoca en reducir las fuentes de in6culo, como el uso de
plantas libres, remocion de arboles sintométicos y con el control quimico del insecto vector
para reducir la transmision de la bacteria. En los afios 1970’s se evaluo el uso de tetraciclina
mediante inyecciones directas en el tronco de arboles de citricos que estaban afectados por
HLB en el Sur de Africa, China e Indonesia, que resulté en una reduccion de los sintomas en
los &rboles tratados, esa practica se descontinuo debido a que la tetraciclina sélo tiene efecto
bacteriostatico, de tal manera que se necesitan aplicaciones cada afio; ademas, después de
muchas inyecciones, se manifiesta fitotoxicidad en los arboles inyectados. La combinacion
de penicilina G y estreptomicia tiene un efecto antimicrobial contra Ca. L. asiaticus que si se
realizara las aplicaciones individuales de esos antibioticos. La penicilina potasio G se asimila
rapidamente por las plantas y es relativamente menos fitotoxico. El principal mecanismo de
accion de la estreptomicina, estéa vinculado al ribosoma 30S de la bacteria; cambia su forma
e inhibe la sintesis de proteinas y provoca una lectura erronea del mRNA. Seglin Zhang et
al., (2011b), ese mismo tratamiento también puede ser viable para el control de Ca. L.

solanacearum.

De acuerdo a estudios epidemioldgicos, se observa que Ca. L. solanacearum tiene un ajuste

a distribucion B binomial, que indica la presencia de agregaciones de plantas infectadas, a
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excepcion de los casos donde la incidencia es menor a 0.20 % y la tendencia indicaria
distribucion aleatoria. Este tipo de agregaciones se debe a los diferentes ciclos reinfectivos y
distribucion por parte del insecto vector (Henne et al., 2012; Madden y Hudges 1995). Se
indica que las poblaciones de insectos portadores de liberibacter tienden a disminuir por la
cantidad de bacterias ubicadas en el aparato digestivo, ya que de alguna manera se reduce el
incremento de su poblacidn; se reporta que existe una correlacion negativa de sobrevivencia
de ninfas infectivas al liberibacter y que influencia los ciclos reinfectivos: los adultos tienen
mayor eficiencia de transmision comparada con los estadios ninfales de B. cockerelli

(Nachappa et al., 2014).

CONCLUSIONES

Candidatus Liberibacter, es de importancia econémica en la mayoria de los cultivares que se
ha detectado; conocer los aspectos bioldgicos, ecoldgicos y su epidemiologia, provee de un
mejor entendimiento sobre su relacion en el patosistema donde se encuentra. Los insectos
vectores de Ca. Liberibacter han coevolucionado segun las condiciones climéticas optimas
para su desarrollo; ademas estas bacterias evolucionan y pueden presentar variaciones
genéticas, como las que se identificaron de los haplotipos de Ca. L. solanacearum, donde la
severidad es influenciada por esas variaciones de la bacteria. Es necesario un control del
insecto vector, pues es la forma de diseminacion mas comdn en las especies de Liberibacter,
aunque tambien la transmision por semilla es de impacto, la introduccion del patégeno desde
etapa de plantulas, forma fuente de inoculo primario y afecta la formacion de los focos de

infeccion y la incidencia de plantas enfermas en campo.
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CAPITULO Il

TRANSLOCACION DE Candidatus Liberibacter solanacearum EN PLANTAS DE

CHILE

RESUMEN

La bacteria Candidatus Liberibacter solanacearum (Cals) afecta a chile (Capsicum
annuum), coloniza los tubos cribosos del floema obstruyendo el flujo de nutrimentos en la
planta y es transmitida por el insecto vector Bactericera cockerelli. Para lograr el manejo del
patosistema chile-Ca. Liberibacter solanacearum-Bactericera cockerelli, es necesario
entender el desarrollo de la epidemia, formas de transmision de la bacteria y la dindmica del
movimiento de ésta dentro del vector y del hospedante, entre otros. Los objetivos de este
trabajo fueron: 1) Conocer la translocacion de CalLs en plantas de chile en camaras de
ambiente controlado y 2) si la bacteria se transmite transovaricamente en el insecto vector.
Para el primer objetivo se establecié un ensayo en el que se probaron dos periodos de
adquisicién de la bacteria (4 y 24hrs) y dos temperaturas (17 y 21°C). Para el estudio de
transmision transovarica, en condiciones de invernadero se establecieron colonias en plantas
sanas de chile y papa; con insectos colectados de plantas de chile con sintomas de Ca.
Liberibacter solanacearum en Yurécuaro, Michoacan y de papa con sintomas de Ca.
Liberibacter solanacearum en Toluca, Estado de México. De cada una de las colonias se

tomaron entre 50-100 insectos de cada generacion (cuatro en total) para detectar en cada
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individuo mediante PCR la presencia de la bacteria y determinar la proporcién de insectos
portadores de Cals. Los resultados indicaron que a los 21 dias posteriores de la inoculacion,
Cals se detectd en todos los estratos de la planta cuando B. cockerelli adquirio la bacteria
durante un periodo de 24 hr y cuando las plantas se mantuvieron a 21°C. No se detectd la
presencia de CaLs en los individuos de las cuatro generaciones de B. cockerelli lo que indica
que en las condiciones en las que se realizo la presente investigacion no hubo transmision

transovarica.

Palabras clave: Candidatus Liberibacter solanacearum, Bactericera cockerelli,

translocacion, transmision transovarica.

INTRODUCCION

Candidatus Liberibacter afecta a distintos cultivos dentro de las familias Rutéceas,
Solanéceas y Apiaceas (Liefting et al., 2008; Aguilar et al., 2014). La bacteria se aloja en los
tubos cribosos del floema y presenta formas redondas cuando termina su ciclo celular. En
Rutéceas se ha demostrado que Ca. L. asiaticus y Ca. L. americanus son transmitidas por
Diaphorina citri (Kuwayama) (Capoor et al., 1967; Yamamoto et al., 2006), mientras que
Ca. L. africanus es transmitida por Trioza erytrae (Del Guercio) (McClean y Oberholzer,
1965); en Solanaceas y Apiaceas se encuentra Ca. Liberibacter solanacearum, que es
transmitida por Bactericera cockerelli y Trioza apicalis; en ambos vectores, la bacteria se

aloja en la hemolinfa y en las glandulas salivales de los insectos (Ammar et al., 2011).
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CalLs afecta a chile (Capsicum annuum) e induce sintomas como: clorosis,
disminucion del tamafio del &pice de la hoja, deformacién de las hojas, reduccion de tamafio
de las flores, ademas de variegado, acortamiento de entrenudos y disminucion del
rendimiento (Camacho-Tapia et al., 2011). CaLs se distribuye en el floema de la planta
infectada en los elementos de tubo criboso y obstruye el flujo de nutrimentos en la planta; en
presencia de la bacteria, hay acumulacion de almidén y tejido secundario del floema que no
es funcional, ademés de acumulacion de compuestos fenolicos, peroxidasas, oxidasas,
polifenoles, quitinasas, liberacion de aminoacidos y azucares (sacarosa, glucosa y fructuosa)

(Rashed et al., 2013).

Estudios de translocacion de CaLs indican que cuando se distribuye en toda la planta,
no importa de qué parte se alimente B. cockerelli siempre adquirira la bacteria; sin embargo,
cuando la bacteria no se distribuye en toda la planta, se presentan altas densidades en tallo
y peciolo (Rashed et al., 2012). Se ha determinado que el movimiento de la bacteria en el
floema es a partir del area de infeccién hacia la raiz, y después hacia la parte superior de la
planta, comportamiento similar al que sucede con los virus del floema (Levy et al., 2011).
Entre mayor sea el nimero de insectos vectores presentes en la planta, los sintomas aparecen
mas rapidamente por diferencia de cantidad de indéculo inicial (Rashed et al., 2012). En el
patosistema de papa, Rashed et al. (2014) observaron que no hay una etapa fisioldgica de la
planta donde sea més susceptible a la infeccion por Ca Ls; que la incidencia esta relacionada
al movimiento del insecto vector, y que la severidad de los sintomas es independiente del

titulo de la bacteria en la planta. Hansen et al. (2008), indicaron que en los psilidos de papa
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existe una transmision de la bacteria del tipo transovérica; en el caso de patosistema B.
cockerelli-chile no se tienen estudios sobre ese tipo de transmision. Se reporta que existe una
correlacion negativa de sobrevivencia de ninfas infectadas con Cals, por tanto los adultos
tienen mayor eficiencia de transmision comparada con los estadios ninfales de B. cockerelli
(Nachappa et al., 2014). Respecto a la eficiencia de las poblaciones de B. cockerelli
portadoras de CaLs, se menciona que el porcentaje es variable y va desde 0.4-13.3% (Hamm

etal.,, 2011)

Para lograr el manejo del patosistema chile-Ca. Liberibacter solanacearum-
Bactericera cockerelli, es de fundamental importancia entender el desarrollo de la epidemia,
para lo cual es necesario contar con informacion basica como lo es la transmision por semilla
e insecto y la dinamica del movimiento de la bacteria dentro del hospedante. Por lo anterior
los objetivos de este trabajo fueron conocer como se transloca Cals en plantas de chile y, si

en Bactericera cockerelli la transmision de CalLs es transovarica.

MATERIALES Y METODOS

Translocacion de Ca. Liberibacter solanacearum en plantas de chile

Colonias de Bactericera cockerelli. Plantas de jitomate infestadas con el psilido B.
cockerelli se mantuvieron en invernadero tres meses. Las plantas se establecieron en tezontle

fertilizadas con solucion Steiner y se mantuvieron en una caja de madera cubierta con malla
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anti afidos. Mediante PCR se confirmé que tanto el insecto como planta estuvieran libres de

CaLs. Después, la colonia de psilidos se paso a plantas de chile jalapefio variedad Centella.

Fuente de in6culo de Ca. Liberibacter solanacearum. En Yurécuaro, Michoacén
Se colectaron plantas de chile jalapefio de la variedad “Rivera” con sintomas de Cals y se

mantuvieron en invernadero.

Transmision de Ca. Liberibacter solanacearum. Se prepararon trampas pequefias
con cilindros de pléastico de 2cm de largo x 1.5 cm de diametro, las cuales se cubrieron con
tela de organza solamente en la parte distal, mientras que la parte proximal a la hoja no se

cubri6. Los cilindros se sujetaron a la hoja de la planta con un pasador para cabello.

Los insectos se colectaron con un succionador a partir de las colonias establecidas en
invernadero y se mantuvieron a una temperatura de aproximadamente 4°C. Para la
adquisicién de la bacteria por el insecto, se colocaron 10 individuos por trampa y se
depositaron en plantas confirmadas mediante PCR con CaLs provenientes de Yurécuaro.
Posteriormente cada trampa se fijé sobre la primera hoja madura del pice de plantas sanas.
Se probaron dos periodos de adquisicion: 4hrs (A4h) y 24hrs (A24h), dos temperaturas: 17°C
(T17) y 21°C (T21) y un testigo; por consiguiente se tuvieron cinco tratamientos: T17-A4h,
T17-A24h, T21-Adh, T21-A24h y testigo: Este ultimo consistio en colocar insectos libres de
la bacteria en plantas a la temperatura de 21°C durante 7 dias. Se hicieron seis repeticiones,
cada planta fue una repeticion (Cuadro 1). En cada tratamiento los insectos permanecieron

alimentandose durante 7 dias y se retiraron al término de este lapso. En cada repeticion de
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los tratamientos se utilizaron los mismos insectos; es decir, el grupo de insectos utilizados en
la primera planta de cada tratamiento, fue retirado junto con la trampa y se deposit6 en la
segunda planta y asi sucesivamente. El experimento se repitié una vez y en cada ocasion se
tuvieron tres repeticiones Cada tratamiento se evalu6 durante seis semanas y se considero
como unidad muestral una planta (Figura 2). La variable respuesta fue deteccion de la
bacteria en la planta segun el &rea muestreada: del sitio de transmision, del peciolo de la hoja,
de las hojas del tercio superior y medio de la planta, tallo y raiz. La comparacion del efecto
de los tratamientos se hizo mediante la regresion logistica con el paquete estadistico SAS v.9

®.

Cuadro 1.- Tratamientos establecidos para las pruebas de transmision y movimiento de
Candidatus Liberibacter solanacearum en plantas de chile jalapefio, con un tiempo de

transmisién de 7 dias.

Tratamiento Plantas Insectos por T°C Tiempo
(repeticiones) adquisicion
Planta
T17-Adh 6 10 17 4 h
T17-A24h 6 10 17 24 h
T21-Adh 6 10 21 4 h
T21-24h 6 10 21 24h
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Testigo” 6 10 21 -

Z Consisti6 en plantas expuestas a Bactericera cockerelli libre de Candidatus

Liberibacter solanacearum.

Deteccion de Liberibacter en las plantas inoculadas. Semanalmente se extrajo
DNA de tejido colectado de los diferentes estratos de la planta de cada uno de los
tratamientos. Aproximadamente 300mg de tejido de cada estrato se maceré por separado en
un mortero estéril con nitrogeno liquido, el macerado se homogenizé con buffer de extraccion
(100mM Tris-HCI pH 8, 50mM EDTA pH 8, 1.4 M NaCl, 10mM B-mercaptoetanol) en un
tubo de microcentrifuga de 1.5 mL, se afiadié 35 pL de SDS 20% y 50 uL CTAB, después
se incubd en “Bafio Maria” a 65°C por 5 min. Después, se agregaron 130 pL de acetato de
potasio a 5M y se mantuvo en hielo por 5 min; se afiadieron 700uL de cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1) se mezclo y se centrifugd a 15 000 x g por 10 min. El sobrenadante se
recuper6 en un tubo nuevo de microcentrifuga de 1.5mL, se agregaron 640 pL de alcohol
isopropilico y 60uL de acetato de sodio 3M (pH 5.2) y se puso a precipitar el DNA a -20°C
por 10 min. Después se centrifugd 15 000 x g por 10 min, y se desechoé el sobrenadante; la
pastilla obtenida se lavd con etanol al 70% a 15 000 x g por 5 min. Se dejé secar durante 20
min en papel secante y se resuspendié con 200 pL de agua libre de DNAsa y RNAsa

(TEKNOVA ®).

Para la PCR punto final se utilizaron los primers Ls0l6/23 F (5’

AATTTTAGCAAGTTCTAAGGG3’) y Lso 16/23 R(5> GGTACCTCCCATATCGC3’),que
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amplifican un producto de 383pb entre la region 16 Sy 23 S de los genes rRNA (Ravindran
et al., 2011). La mezcla de reaccion se prepard a un volumen final de 25 pL, buffer de PCR
1x, 2.5mM MgCl,, 0.2mM dNTP, 0.8 uM de cada primer, 1U DNA polimerasa Bio TecMol
® y 100ng de DNA. La PCR se llevé a cabo en un termociclador Techne 512® (USA), con
una desnaturalizacion inicial de 94°C 2 min, 35 ciclos de 94°C 30s, 58°C 30s, 72°C 1 min;y
una extensién final de 72°C por 10 min. Los productos amplificados fueron verificados por
electroforesis en agarosa al 0.7% con buffer de corrida TBE 0.5 X con el uso de 5uL del
producto de PCR, para llevar a electroforesis a 90 volts. EI gel se analiz6 en un

transiluminador Gel-Doc mod 2000 (BIORAD).

Deteccion de Candidatus Liberibacer solanacearum en individuos de cuatro

generaciones de Bactericera cockerelli

Colecta y establecimiento de la colonia de Bactericera cockerelli.

Se establecieron dos colonias de psilidos de Bactericera cockerelli, una a partir de
psilidos colectados de plantas con sintomas de CalLs en Yurécuaro, Michoacan en el ciclo de
cultivo de chile de 2013, y otra de psilidos colectados de plantas sintomaticas de zebra chip
de papa provenientes de Toluca, Estado de Meéxico. Estos insectos inicialmente se
mantuvieron en las plantas hospedantes de origen (chile y papa). Posteriormente ambas
colonias permanecieron en las plantas de chile jalapefio de la variedad Centella bajo
condiciones de invernadero dentro de jaulas de madera de 1m3 y cubiertas con tela de

organza. Ese sistema se ha utilizado para incrementar la poblacion de insectos, y se ha
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implementado de forma convencional en el estudio del patosistema de CalLs sin mostrar

influencia en los habitos alimenticios de B. cockerelli.

Para detectar la proporcion de insectos portadores de la bacteria, de cada colonia de B.
cockerelli se tom6 una muestra de 50 insectos de las primeras dos generaciones de psilidos,
y conforme se incremento la densidad de insectos se muestrearon 100 de cada generacion.
Los insectos se colectaron con un succionador de insectos, y se mantuvieron en alcohol 75%

hasta su analisis para determinar si eran portadores de la bacteria.

Deteccion de Ca. Liberibacter solanacearum en B. cockerelli.

Para la extraccion de DNA de los insectos, éstos se depositaron en papel secante hasta
la evaporacion del etanol. Cada insecto se coloco en un tubo de microcentrifuga de 1.5mL y
se macerd con nitrogeno liquido en un homogeneizador automatizado (Virtis®). Después, se
le afiadieron 200uL de buffer de extracciéon (Tris 0.1 M pH 8, EDTA 10mM, 2% SDS,
0.2mg/mL de proteinasa K), y se mantuvo en “Bafio Maria” a 38°C durante 10 min. Después
se agregaron 30 pL de CTAB 10% y 70 pL de NaCl 5M y se mantuvo a 65°C durante 10
min, se adicionaron 100uL de acetato de potasio 5 M y se incub6 en hielo durante 5min; se
afiadieron 400pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se centrifugd a 13 000 x g
durante 10 min. El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo de microcentrifuga de 1.5mL
y se le agregd 300 uL de isopropanol frio y 60pL de acetato de sodio 3M pH 5.8, y se mezcl6
tres veces por inversion. La muestra se incubo -80°C por 5 min. Se centrifugo a 13 000 x g

durante 10 min, se desecho el sobrenadante y con 500 pL de etanol al 70% se lavé a 13 000
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X g durante 5 min. Se desechd el etanol y se puso a secar la pastilla durante 20 min,

posteriormente se re suspendid en 40uL de agua destilada libre de DNAsa.

Lla deteccion por PCR se realizd conlos primers Clipo F
(5’TACGCCCTGAGAAGGGGAAAGATT3’) y OI2¢ R (5 GCCTCGCGACTTCGCAAC
CCAT3’), que amplifican un fragmento de 1060 pb (Liefting et al., 2008; Secor et al., 2009).
La mezcla de reaccion se prepar6 a un volumen final de 25 pL con las mismas condiciones

anteriormente descritas.

RESULTADOS

Deteccion de Ca. Liberibacter solanacearum en plantas de chile. Al visualizar los
productos de PCR en el gel de agarosa, se observé una deficiencia en la amplificacion; por
lo que se procedi6 a realizar una reamplificacion y en los productos obtenidos se tuvo una

mayor intensidad de la banda (Figura 1).
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Figura 1.- Productos de reamplificacion por PCR obtenidos con los primers Lso 16/23s.1.-
marcador de 100pb, 2) punto de transmision, 3) peciolo, 4) hojas del primer tercio superior
de la planta, 5) hojas del segundo tercio de la planta, 6) tallo, 7) raiz, 8) negativo agua libre

de DNA asa y RNA asa.

Translocacion de Liberibacter

No obstante que la translocacion de Liberibacter presentd tres tipos de
comportamiento (Figura 2), el efecto de la temperatura (T17-A4h y T21-A4h) no es
significativo en la distribucidon de la bacteria en las plantas. Para el caso del comportamiento
1 (Fgura2, A) el valor de P=0.0913, para el 2 (Figura2, B), P=0.8101 y para el 3 (Figura 2,

C, P=1.0.
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Figura 2.- Deteccion de Candidatus Liberibacter solanacearum en los distintos estratos de
acuerdo al progreso del tiempo y su comportamiento. A) Punto de transmision (PT) T17-
A4h/ PT T21-A4h; B) peciolo T17-A4dh/peciolo T21-A4h; C) 2/3 superior T17-A4dh/ 2/3

superior T21-A4h.

En todos los estratos cuando el tiempo de adquisicion fue de 24h, el efecto de la
temperatura (T17-A24h y T21-A24h) no es significativo en la proporcion de plantas con
Liberibacter (Cuadro 2). Cabe mencionar que para A24h la translocacion es mas rapida que
en al caso A4h, observandose una proporcion del 100% de las plantas con Liberibacter a

partir de los 12 y 21 dias (Figura 3).

59



g, A J.«’ %00 B
m ! )
S 038 ! 3 08
< / c
2 07 / 207
€0 206
5 =
S os / 8 0s
© w
£ 04 / 8 04
o c
o 03 203
a [+%
$ 02 / 3 02
(=] (=
g 01 / g 01
g 0 ¢ g o
o o
2 0 5 10 15 20 25 30 35 40 a5 2 0 5 10 15 20 25 30 35 40
a
Dias después de la transmision a Dias despuésde la transmisién
—e—1/3 sup (T17-A24h) +—1/3 sup (T21-A24h) —e—Peciolo sup (T17-A24h) —=— Peciolo sup (T21-A24h)

Figura 3.- Deteccion de Candidatus Liberibacter solanacearum en los distintos estratos de
acuerdo al progreso del tiempo y su comportamiento en las diferentes temperaturas. A) 1/3

superior T17-A24h y 1/3 superior T21-A24h; B) peciolo T17-A24h y peciolo T21-A24h.

El efecto del tiempo de adquisicion T17-Adh vs T17-A24h en la proporcion de plantas
con Liberibacter fue significativo al 0.05 en todos los estratos (Cuadro 2), siendo el tiempo
de adquisicion de 24hrs el que presenta un mayor numero de plantas positivas al Liberibacter.
Similarmente al comparar el efecto del tiempo de adquisicion cuando la temperatura es de
21°C (T21-A4dh vs T21-A24h), éstos fueron significativos al 0.05 (Cuadro 2). Cabe
mencionar que en ambos casos para el estrato del peciolo la comparacion requirio del uso del
paquete estadistico R®. Lo anterior debido a que los datos presentaron un problema para su
analisis conocido como “casi separacion”, lo cual presenta un arreglo en los datos observados
de tal forma que los paquetes tradicionales como el SAS no pueden determinar si existen o
no diferencia significativas. El nuevo paquete estadistico R incluye un analisis de datos bajo

estas circunstancias (logistf). La importancia a nivel biolégico es que con esta herramienta
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podemos concluir con un nivel de confianza si el efecto del tiempo de adquisicion en la

translocacion es significativo.

Cuadro 2.- Efecto del periodo de adquisicion (4 y 24hrs) y las temperaturas (17 y 21°C) en

la proporcion de plantas de chile con Candidatus Liberibacter solanacearum.

Valores de P
Estrato 17vs21 4ht 17vs2124h§  17°C4hvs24h8  21°C 4h vs24 hp
PT 0.0913ns 1.0000ns 0.0003*m >0.0001*m

Peciolo 0.8101ns 1.0000ns 0.0003* 0.0005*
1/3 sup 0.8005ns 0.6092ns 0.0028* 0.0013*
2/3 planta 1.0000ns 0.6092ns 0.0013* 0.0003*
Tallo 0.8077ns 0.8005ns 0.0108* 0.0106*
Raiz 0.4569ns 1.0000ns 0.0056* 0.0353*

"T17-A4h vs T21-Adh; T T17-A24 vs T21-A24h; 8 T17-Adh vs T17-A24h; P T21-A4h vs
T21-A24h; ns, valores de P no significativos; * Valores de P que indican diferencias
significativas con a=0.05; “Datos que presentaron casi separacion, que fueron analizados

mediante la funcion logistf del software R ®; PT, punto de transmisién.
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De acuerdo con los resultados de PCR obtenidos, en las primeras semanas se detect6
la presencia de la bacteria en todas las plantas en el sitio de alimentacion del insecto (punto
de transmision). Estos resultados sugieren que el tiempo de adquisicion es factor importante
para que el insecto adquiera la bacteria y podria afectar el indculo inicial en la translocacion

de ésta, afectando positivamente el desarrollo de la epidemia (Cuadro 3-6).

Cuadro 3.- Translocacion de Candidatus Liberibacter solanacearum en plantas de chile
durante seis semanas bajo el tratamiento con temperatura 17°C y tiempo de adquisicion de

4hrs.

Proporcion de plantas con Liberibacter (%)

Dias  Sintomas PT Peciolo 1/3sup 2/3sup Tallo Raiz

7 - 33.3 0 0 0 0 0
14 - 66.6 33.3 0 0 0 0
21 + 66.6 33.3 16.6 0 0 0
28 + 66.6 33.3 33.3 33.3 66.6 0
35 + 100 66.6 66.6 66.6 0.83 100
42 + 100 66.6 66.6 66.6 66.6 100

-, muestras negativas; +, muestras positivas; PT, punto de transmision.
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Los resultados obtenidos muestran que la translocacion de Liberibacter fue de forma
basipétala; es decir, que va del punto de transmision a la raiz. La translocacion de Liberibacter
a toda la planta ocurri6 en la quinta y cuarta semana con los tratamientos T17-A4h y T21-
A4h respectivamente (Cuadro 3 y 4), mientras que la translocacion se presentd en la tercera
semana con los tratamientos T17-A24h y T21-A24h. Cabe mencionar que a los 35 dias se
detecto la bacteria en la raiz en el 100% de las plantas, mientras que en los otros estratos
(peciolo, 1/3 sup, 2/3 sup y tallo) solo se detectd Liberibacter en el 66% de las planta (Cuadro
3). Para el caso del tratamiento T21-A4h, la translocacion fue similar al tratamiento T21-A4h

(Cuadro 3).

Cuadro 4.- Translocacion de Candidatus Liberibacter solanacearum en plantas de chile
durante seis semanas bajo el tratamiento con temperatura 21°C y tiempo de adquisicion de

4hrs.

Proporcion de plantas con Liberibacter (%)

Dias  Sintomas PT Peciolo 1/3sup 2/3sup Tallo Raiz

- 33.3 0 0 0 0 0
7

- 33.3 33.3 0 0 0 0
14

+ 33.3 33.3 33.3 0 0 0
21

+ 50.0 50.0 33.3 33.3 66.6 66.6
28
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+ 83.3 66.6 66.6 66.6 50.0 100.0
35

+ 83.3 66.6 66.6 66.6 83.3 100.0
42

-, muestras negativas; +, muestras positivas; PT, punto de transmision.

Para el caso del efecto de los tratamientos T17-A24h y T21-A24h en la proporcion
de plantas con la bacteria, se encontr6 que no existen diferencias significativas. En las plantas
con los tratamientos mencionados, la translocacion de la bacteria se observo en toda la planta
y en el 100% de las mismas a los 21 dias (Cuadro 5). Cabe mencionar que en el caso del
tratamiento T21-A24h se observé presencia de la bacteria desde los 14 dias en los estratos
desde el sitio de transmision hasta el tallo (Cuadro 5). Liberibacter no se detectd en las
plantas que fueron expuestas a los insectos libres de la bacteria y no presento algln tipo de

sintomas.
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Cuadro 5.- Translocacion de Candidatus Liberibacter solanacearum en plantas de
chile durante seis semanas bajo el tratamiento con temperatura 21°C y tiempo de adquisicién

de 24hrs en contraste con temperatura 17°C y 24hrs de tiempo de adquisicion.

Proporcion de plantas con Liberibacter (%)

Dias Sintomas PT Peciolo 1/3sup  2/3sup Tallo Raiz

- 100 0 0 0 0 0
.
- 100 100 100
100 100 (33.3)  (33.3)  (33.3) 0
14
+ 100 100 100 100 100 100
21
+ 100 100 100 100 100 100
28
+ 100 100 100 100 100 100
35
+ 100 100 100 100 100 100
42

-, muestras negativas; +, muestras positivas; valores en negritas indican proporcién de

Liberibacter en T17-A24h

Deteccion de Candidatus Liberibacter solanacearum en las cuatro generaciones de B.

cockerelli.

En la colonia de psilidos proveniente de Yurécuaro, la bacteria se detectd hasta la

segunda generacion, mientras que en la colonia proveniente de Toluca, la bacteria se detecto
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hasta la tercera generacion (Cuadro 6). En la evaluacion inicial, la colonia proveniente de
Yurécuaro tuvo mayor porcentaje de psilidos portadores en comparacion con la colonia

proveniente de Toluca.

Cuadro 6.- Deteccidon de Candidatus Liberibacter solanacearum en las generaciones de B.

cockerelli de las colonias provenientes de Yurécuaro y Toluca.

Yurécuaro Toluca
Generaciones  No.de psilidos % Liberibacter No. de % Liberibacter
B. cockerelli psilidos
1 50 8 50 4
2 50 2 50 2
3 100 0 100 1
4 100 0
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DISCUSION

En el estudio de translocacion, la deteccién por PCR de Candidatus Liberibacter
solanacearum en plantas present6 en algunos casos una intensidad baja, que se reflejo con
una fluorescencia minima de la banda del amplicon; lo anterior posiblemente debido a que
B. cockerelli transmiti6 la bacteria en una concentracion baja. En este contexto, Rashed et al.
(2014) evidenciaron que la concentracion inicial de la bacteria esta sujeta a la cantidad de
indculo adquirido por el insecto vector, y por el porcentaje de insectos portadores de la

bacteria.

Las temperaturas de 17°C y 21°C no afectaron significativamente la transmision ni la
translocacion de la bacteria, lo cual indica que ésta se desarrolla en un rango amplio de
temperaturas; lo anterior concuerda con los resultados obtenidos por Munyaneza et al. (2012)
quienes observaron que el desarrollo de Liberibacter en papa disminuye en temperaturas
debajo de 17°C y arriba de 32°C. En nuestros resultados, aunque no se presentaron
diferencias estadisticamente significativas, algunas graficas mostraron diferencias visibles,
esto se pudo deber a las variaciones bioldgicas naturales del experimento y no a las
temperaturas evaluadas. El tiempo de adquisicion de la bacteria por el psilido tuvo un efecto
significativo en la translocacion de esta, siendo el de 24hr el mejor. Ese comportamiento se
podria deber a que cuando se exponen los grupos de insectos para adquirir la bacteria en 4hrs,
muchos de ellos no se alimentan de la planta, y algunos buscan salir; por lo tanto el porcentaje
de insectos infectivos es bajo y la cantidad de indculo es menor. El tratamiento T21-A24h

presento una translocacion de la bacteria desde el punto de transmision hasta el tallo a los
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14 dias, y se detecto en toda la planta a los 21 dias; lo anterior indica que el tiempo de
adquisicién de la bacteria es un factor muy importante para la velocidad de la translocacién
de la bacteria en la planta. Los resultados obtenidos en este estudio son similares a los de
Levy et al. (2011), quienes encontraron que en tomate la translocacion se presenta a los 21
dias y los sintomas se observan a los 56 dias, mientras que en papa reportan que los sintomas
se observaron a los 21 y 28 dias después de las transmision por B. cockerelli; estas
variaciones pueden deberse a las respuestas de defensa de las plantas, principalmente a la
acumulacion de almidones y compuestos fendlicos en el floema, los cuales influyen en la
translocacion de la bacteria. La informacion obtenida sobre translocacién de la bacteria en
chile, nos indic6 que ésta no se ve influenciada por las temperaturas evaluadas; por lo que
probablemente la epidemia de variegado de chile en campo no mostraria variacion en su

desarrollo cuando esta en un rango de temperatura de 17-21°C.

Los resultados que obtuvimos indican que en ocasiones la translocacion de la bacteria
se presenta antes en la raiz que en otros estratos. Lo anterior puede ser explicado por la
direccion del flujo de floema; esto coincide con los estudios de Graham et al. (2013), los
cuales indican que Candidatus Liberibacter asiaticus en citricos llega a la raiz incluso antes
de presentarse sintomas en toda la planta. Los virus limitados al floema presentan un
comportamiento similar; es decir, se translocan de acuerdo al flujo de nutrientes en las
plantas, al igual que los fitoplasmas (Leisner et al., 1992; Mas y Pallas, 1996; Gonzalvez-

Bernal et al, 2008).
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Al evaluar la transmisién transovarica de Liberibacter en B. cockerelli, se observo
que a través de las generaciones la proporcion de insectos con la bacteria disminuyd, esto
podria sugerir que al menos en este experimento no hubo transmisién transovarica. Levy et
al. (2014) reportaron que hay una correlacion negativa de sobrevivencia de ninfas infectivas
con Liberibacter que influye en los ciclos de reinfeccion, y a su vez esto podria reducir el

porcentaje de psilidos portadores de la bacteria.

CONCLUSIONES

La temperatura no tuvo efecto significativo en la translocacion de Candidatus

Liberibacter solanacearum en las plantas de chile.

El tiempo de adquisicion de Ca. Liberibacter solanacearum por el insecto vector
Bactericera cockerelli influye en la translocacion de la bacteria, siendo 24hrs el mejor tiempo

para asegurar que el psilido adquiera Liberibacter.

Ca. Liberibacter solanacearum se translocd en raiz antes de moverse en toda la planta.
La translocacion de Ca. Liberibacter solanacearum fue a los 21 dias en los tratamientos que
tuvieron un tiempo de adquisicién de 24hrs, al igual que la presencia de los sintomas en
plantas de chile, mientras que con un tiempo de adquisicion de 4hrs la translocacion ocurri6

después de los 28 dias.
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CAPITULO 11l

DINAMICA ESPACIO-TEMPORAL DEL VARIEGADO DEL CHILE

(Candidatus Liberibacter solanacearum) EN MICHOACAN

RESUMEN

El variegado del chile es ocasionado por Candidatus Liberibacter solanacearum
(CaLs) que se transmite por Bactericera cockerelli y mediante semilla infectada, la cual
representa parte del indculo primario, e influencia la incidencia inicial de la enfermedad y
comportamiento de la epidemia en campo. El objetivo de este trabajo fue estudiar la dinamica
espacio-temporal de CaLs en el cultivo de chile. Se seleccionaron dos parcelas de chile
jalapefio de la variedad “Rivera”, una en Vista Hermosa y otra en Yurécuaro, Michoacén. Se
evaluo la incidencia de la enfermedad con intervalos de dos semanas en los ciclos de julio-
diciembre del 2012 y 2013; se construyeron curvas de progreso de la epidemia y se calcul6
el area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) con el software Scientific Work
Place 5.5 ®. Se elaboraron mapas de superficie con el software Surfer ® v.6. en cada tiempo
de muestreo. En los cuadrantes se determind si los datos tenian ajuste a una distribucion
binomial y B-binomial mediante el software BBD (Madden y Hudges 1994). Se determind la
formacion de los agregados de las plantas con CaLs, y se evaluo el indice de proximidad que
se calculo con el programa STAUTO (Reynolds y Madden, 1988). EI modelo que mejor

describi6 el proceso de desarrollo de la epidemia fue el modelo logistico; al comparar el
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ABCPE no se encontraron diferencias significativas entre las parcelas evaluadas. La
incidencia de CaLs se vio influenciada por la dinamica de B. cockerelli. En la mayoria de los
casos la epidemia ajust6 una distribucion B-binomial. El indice de proximidad que describio

la formacion de los agregados fue Rook.

Palabras clave: Candidatus Liberibacter solanacearum, epidemia, modelo logistico

INTRODUCCION

La epidemiologia es el estudio de las epidemias en tiempo y espacio; la epidemia es
la presencia de una enfermedad en una poblacion de plantas. La enfermedad es el resultado
de la interaccién exitosa de tres componentes: patdgeno, planta y ambiente. La enfermedad
conocida como “variegado de chile” es el resultado de esa interaccion (Candidatus
Liberibacter solanacearum, chile, y las condiciones ambientales) (Madden et al., 2007;

Camacho-Tapia et al., 2011).

Candidatus Liberibacter es una bacteria que se aloja en los tubos cribosos del floema;
puede presentar formas redondas cuando termina el ciclo celular. Se transmite por semilla
(Camacho-Tapia et al., 2011) e insectos vectores, en los cuales se encuentra en la hemolinfa
y las glandulas salivales (Jagoueix et al., 1994; Ammar et al., 2011); esta bacteria afecta a
distintos cultivos como Rutaceas, Solanaceas, Apiaceas (Liefting et al., 2008; Aguilar et al.,
2013). En Rutaceas se presentan; Ca. L. asiaticus y Ca. L. americanus que son transmitidos

por Diaphorina citri (Kuwayama) (Capoor et al., 1967; Yamamoto et al., 2006) y Ca. L.
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africanus, transmitido por Trioza erytrae (Del Guercio) (McClean y Oberholzer, 1965). En
Solanéceas y Apiéceas se encuentra Cals, que es transmitido por Bactericera cockerelli y

Trioza apicalis (Liefting et al., 2008).

En el floema de las plantas de papa infectadas por Ca. L. solanacearum se encuentran
agregaciones de componentes fendlicos, peroxidasas, oxidasas, polifenoles, quitinasas,
liberacion de aminodacidos, y azucares (sacarosa, glucosa, y fructuosa) (Rashed et al., 2013).
Esas respuestas aparecen entre la tercera y la quinta semana después de la infeccién. El
incremento de la actividad reductiva de azucares y aminoacidos contribuye al aumento del
tono café al freir las papas, debido a que la formacion de acrilamida ocurre con el uso de esos
componentes como sustratos a temperatura de freido mediante la reaccién de Maillard

(Wallis et al., 2014).

En cuanto a su respuesta fisioldgica a la temperatura, se ha encontrado que el
desarrollo de CaLs se ve afectado a 17°C o menos al igual que a temperaturas de 32°C o
superior; de tal forma que hay reduccién de los sintomas ocasionados por la bacteria. Por lo
tanto, se reporta que el desarrollo 6ptimo de Ca. L. solanacearum se encuentra de 27°C a los
32°C. Esa sensibilidad de Ca. L. solanacearum al calor puede explicar la incidencia y la
severidad de los sintomas de “Zebra Chip” en las areas productoras. El desarrollo 6ptimo del
psilido Bactericera cockerelli es a 27°C, una sola generacion se puede completar en 3 a 5
semanas a esta temperatura, mientras que la oviposicion, eclosion, desarrollo y sobrevivencia

son retardados o reducidos a 32°C, y cesan a 35°C o0 mas (List, 2009), por lo que se sugiere
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gue hay una coevolucidn entre las especies de CaLs y su insecto vector relacionada con la

sensibilidad a la temperatura y humedad relativa (Munyaneza et al., 2012).

Estudios epidemioldgicos en el patosistema Ca. L. asiaticus-citricos indican que la
epidemia es descrita por una distribucion B-binomial. Esta distribucion se ajusta a epidemias
que tienden hacia la formacion de agregados, en este caso originados por la diseminacion de
la bacteria mediante su insecto vector; Henne et al. (2012) indicaron que la incidencia del
“zebra chip” ocasionado por Ca. L. solanacearum, es descrita por una distribucion -
binomial, que indica la presencia de agregaciones de plantas infectadas, a excepcion de los
casos donde la incidencia es menor a 0.20 % donde la tendencia es aleatoria. Esta
caracteristica de agregacion en este tipo de epidemias se origina por los diferentes ciclos re-
infectivos y dispersion por parte del insecto vector (Gottwald et al., 1989; Madden y Hudges
1995; Gottwald et al., 2007; Henne et al., 2012). Nachappa et al. (2014) demostraron que las
poblaciones de insectos portadores de CaLs tienden a disminuir por la cantidad de bacterias
ubicadas en el aparato digestivo, que compiten con los simbiontes que tiene B. cockerelli
como el caso de Wolbachia sp. ya que se afecta el incremento de su poblacién al disminuir
los niveles de fecundidad y supervivencia de psilidos con CaLs. Asi mismo, indican que
existe una correlacién negativa de supervivencia de ninfas infectadas con CalLs que influye
en los ciclos re-infectivos; en los cuales los adultos tienen mayor eficiencia de transmisién

comparada con los estadios ninfales de B. cockerelli.

Por otro lado, el conocimiento de la epidemiologia de una enfermedad en el

patosistema en campo proporciona un mejor entendimiento, ya sea en su tipo de agregacion,
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el progreso en el tiempo-espacio, la duracion de ésta, la incidencia y su severidad, que
conduce al disefio de un manejo adecuado de la enfermedad (Madden et al., 2007). El
objetivo de este trabajo fue conocer la dindmica espacio-temporal del variegado del chile,

causado por Candidatus Liberibacter solanacearum.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion de las parcelas y variables a evaluar. En los meses de julio-diciembre
de 2012 y 2013, se seleccionaron areas con cultivo de chile jalapefio de la variedad “Rivera”,
con la presencia de CaLs en dos parcelas: una en Vista Hermosa y otra en Yurécuaro,
Michoacan, , . En Vista Hermosa, el cultivo se establecio en la tercera semana de julio
mientras que en Yurécuaro en la tercera semana de agosto. En las parcelas se establecieron
3 cuadrantes que consistieron de 20 hileras en las que se contd 20 plantas a una separacién

de 40cm de forma unidireccional, lo que dio un total de 400 plantas por cuadrante

Poblaciones de Bactericera cockerelli. Para determinar las fluctuaciones
poblacionales de B. cockerelli, se realiz6 un muestreo con una charola cubierta de aceite
vegetal, sobre la cual se golpearon 10 plantas de manera consecutiva en uno de los
cuadrantes. EI muestreo del insecto se realiz6 en los mismos tiempos de evaluacion de la

incidencia de la enfermedad.

Deteccion de Candidatus Liberibacter solanacearum en plantas sintomaticas.

Para comprobar si los sintomas evaluados en las parcelas experimentales se debian a Cals,
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se tomaron muestras de hojas de las plantas con sintomas de variegado, albinismo,
escaldadura, nervadura clorética y deformacion de lamina y se extrajo el DNA. Se macero
aproximadamente 300mg de tejido en un mortero estéril con nitrégeno liquido y se
homogenizo6 con buffer de extraccion (100mM Tris-HCI pH 8, 50mM EDTA pH 8, 1.4 M
NaCl, 10mM B-mercaptoetanol) en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL, se afiadié 35 pL
de SDS 20% y 50 pL CTAB, y se incub6 en “Bafo Maria” a 65°C por 5 min. Después, se
agregaron 130 pL de acetato de potasio a 5M y se mantuvo en hielo por 5 min; se afiadieron
700pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) se mezcld y se centrifugé a 15 000 x g por
10 min. El sobrenadante se recuperd en un tubo nuevo de micro centrifuga de 1.5mL, se
agregaron 640 uL de alcohol isopropilico y 60puL de acetato de sodio 3M (pH 5.2) y se puso
a precipitar el DNA a -20°C por 10 min. Después se centrifugd 15 000 x g por 10 min, y se
desechd el sobrenadante; la pastilla obtenida se lavd con etanol al 70% a 15 000 x g por 5
min. Se dejé secar durante 20 min en papel secante y se resuspendié con 200 pL de agua

libre de DNAsa y RNAsa (TEKNOVA ®).

Para la PCR se utilizaron los  primers Lsol6/23 F (5’
AATTTTAGCAAGTTCTAAGGG3’) y Lso 16/23 R(5> GGTACCTCCCATATCGC3’),que
amplifican un producto de 383pb entre la region 16 Sy 23 S de los genes rRNA (Ravindran
et al., 2011). La mezcla de reaccion se prepard a un volumen final de 25 pL, buffer de PCR
1x, 2.5mM MgClz, 0.2mM dNTP, 0.8 uM de cada primer, 1U DNA polimerasa Bio TecMol
® y 100ng de DNA. La PCR se llevo a cabo en un termociclador Techne 512® (USA), con

una desnaturalizacion inicial de 94°C 2 min, 35 ciclos de 94°C 30s, 58°C 30s, 72°C 1 min; y
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una extensién final de 72°C por 10 min. Los productos amplificados fueron verificados por
electroforesis en agarosa al 0.7% con buffer de corrida TBE 0.5 X con el uso de 5uL del
producto de PCR, para llevar a electroforesis a 90 volts. ElI gel se analiz6 en un

transiluminador Gel-Doc mod 2000 (BIORAD)

Incidencia. Se evalu6 la incidencia de la enfermedad (proporcion de plantas
sintomaéticas) a intervalos de dos semanas durante los meses de julio a diciembre del 2012 y
2013; los datos se registraron en un libro de campo donde se especifico fecha, sitio
experimental y observaciones ( registro de la presencia del insecto vector B. cockerelli,

plantas muertas, presencia de algun factor climatico).

Andlisis temporal de la epidemia. Con los datos de incidencia de cada uno de los
cuadrantes, se construyeron curvas de progreso de la enfermedad. Los modelos
epidemiol6gicos que se probaron fueron: Exponencial, Monomolecular, Logistico y
Gompertz, usando el paquete Curve Expert 2.0. Se utilizaron dos metodologias para la
comparacion de las curvas de progreso de la epidemia: 1) Prueba de t, para lo cual se requirio
el calculo del Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad (ABCPE) de cada cuadrante
mediante el método de integracion trapezoidal (Campbell y Madden, 1990), usando el
software Scientific Work Place 5.5 ®. MachKichan Sofware Inc. 2) Prueba de Wald, la cual
requiere de la estimacién de los parametros de la curva de progreso de la epidemia para cada
cuadrante de las parcelas. Para obtener los valores de estimadores de la epidemia (yO y rL),
y la matriz de covarianza, se utilizo la regresion no lineal con SAS ® v. 9 y los célculos

necesarios para la prueba de Wald se realizaron con el software R®.

80



Anélisis espacial de la epidemia. Con los datos de incidencia de cada cuadrante se
realiz6 una exploracién visual del comportamiento espacial de la epidemia, elaborando
mapas de superficie con el software Surfer ® v.6 (Golden Software, USA) en cada tiempo

de muestreo.

Para determinar qué tipo de dispersion espacial presentd la epidemia, se utilizaron
dos pruebas de bondad de ajuste. Si la distribucion binomial tiene un buen ajuste entonces la
epidemia se presenta en forma aleatoria, y si es B-binomial entonces la epidemia se presenta
en agregados (Madden y Hudges 1994; Madden et al., 2007). Cada cuadrante de 400 plantas
se dividi6 en 25 sub-cuadrantes con 16 plantas, a esos sub-cuadrantes se les contabilizo la
incidencia de la enfermedad y se realiz6 el analisis con el software BBD y SAS v.9 ®.Para
determinar como se conformaron las agregaciones de las plantas enfermas se evalué el indice
de proximidad, el cual se calculd con el programa STAUTO (Reynolds y Madden, 1988;
Reynolds et al., 1988); para ello, se realiz6 un analisis preliminar con las observaciones de
los cuadrantes transformados con la funcion logit, y con los andlisis estadisticos de los
autocorrelogramas en tres intervalos (lag) espaciales y temporales donde se evaluaron los
patrones de proximidad (rook, bishop, queen, square). La identificacion del modelo de
proximidad se baso en los valores de z de autocorrelacion y los patrones observados en el

autocorrelograma y con la significancia de P=0.05, P=0.01 y P=0.001.
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RESULTADOS

Deteccion de Candidatus Liberibacter solanacearum. Los resultados del analisis
realizado a las plantas sintomaéticas, observadas en los cuadrantes mostrando sintomas de
variegado, albinismo y escaldadura, fueron positivas para la bacteria Ca.L.s; de tal manera
que las observaciones realizadas se hicieron con la certeza de evaluar la epidemia originada
a partir de infecciones de este patdgeno. Los datos de incidencia obtenidos de las parcelas
ubicadas en Yurécuaro y Vista Hermosa en el afio 2012, indicaron que la enfermedad no
progres6 en comparacion con la epidemia presentada en el 2013, obteniéndose sélo el 4% de
incidencia en la etapa de produccién; de tal manera que para este estudio se utilizaron los

datos del 2013 con la finalidad de poder realizar los anélisis de la epidemia.

Dindmica poblacional de Bactericera cockerelli. B. cockerelli se presentd en Vista
Hermosa a los 94 ddt, mientras que en Yurécuaro a los 92 ddt. Se observ6 un incremento en
la incidencia de la enfermedad (Figura 1) con la presencia del insecto, encontrandose una
correlacion de 0.88 (P= 0.04) en el cuadrante 1, de 0.879 (P=0.05) en el cuadrante 2 y
cuadrante 3 de 0.853 (P=0.066), en Yurécuaro. Mientras que en Vista Hermosa se encontro

una correlacion de 0.778 (P=0.121) y 0.787 (P=0.114) en el cuadrante 1 y 2 respectivamente
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Figura. 1- Dinamica de Bactericera cockerelli, en chile de la variedad Rivera del ciclo

de cultivo del 2013. A) Yurécuaro, B) Vista Hermosa.

Analisis temporal de la epidemia. EI modelo logistico (y=1/ (1 + ((1-yo)/yo)* exp
(-rL*t)), fue el que mejor describié la epidemia en las dos parcelas evaluadas. En Yurécuaro
se tuvieron como parametros y0=0.0031 y rL=0.034, lo que indica que la intensidad inicial
de la enfermedad fue de 0.0031 al tiempo 0, y que ésta se incremento a una velocidad de
0.034% por dia, obteniéndose una incidencia final de 24 % de acuerdo al modelo. En Vista
Hermosa los parametros fueron y0=0.0208 y rL=0.0223, evidenciando que la intensidad
inicial de la enfermedad en esa parcela fue de 0.0208 al tiempo 0, mientras que su incremento
por dia fue del 0.0223%; aqui el modelo indicé que al final del cultivo la incidencia final fue
de 15%. En ambas parcelas, el término del cultivo no permiti6 el desarrollo de la epidemia.
El modelo obtenido nos permite realizar pronoésticos; al realizarlos nos indicé que si el cultivo
se hubiera mantenido en campo hasta los 180 ddt, se podria observar una incidencia final del
50%. Al respecto, uno de los cuadrantes de la localidad de Vista Hermosa, el cuadrante 1, se

perdi6 debido al exceso de lluvia en la temporada que favorecié enfermedades originadas por
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patdgenos de la raiz, de tal manera que s6lo se usaron los cuadrantes 2 y 3 para comparacion

con Yurécuaro.

El anélisis visual de las gréficas de incidencias indicd que el comportamiento de la
epidemia en Yurécuaro y Vista Hermosa fue similar en ambos casos; es decir, mostraron un
mismo tipo de curva de progreso de la epidemia (Figura 2). La evidencia estadistica indica
que el area bajo las curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) entre Yurécuaro y Vista

Hermosa no fue significativamente diferente (t=0.87, P=0.545), (Cuadro 1).

% incidencia

incidencia

Figura 2.- Progreso temporal de la incidencia del variegado de chile, causado por
Candidatus Liberibacter solanacearum y modelo logistico. A) Yurécuaro y B) Vista Hermosa
en 3y 2 cuadrantes, respectivamente, en chile de la variedad Rivera del ciclo de cultivo del

2013.
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Cuadro 1.- Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad (ABCPE) en Yurécuaro

y Vista Hermosa, en los distintos cuadrantes evaluados (c1, c2, c3).

Cuadrante Yurécuaro ( %edia) Vista Hermosa
(Yo-dia)
cl 805.33
c2 593.99 704.36
c3 715.72 494.89

Al comparar curvas de progreso de la enfermedad entre localidades y cuadrantes
usando la prueba de Wald, se encontrd que no hubo diferencias significativas (Cuadro 2). El

valor del cuantil de prueba de X2 fue: X2 (0.0s.1)=3.841.
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Cuadro 2.- Prueba de Wald para comparar las curvas de progreso de la epidemia
Yurécuaro (Yu) con base en los pardmetros yO= 0.0031 rL=0.034 y Vista Hermosa (Vis)

y0=0.0208 y rL=0.0223, en los distintos cuadrantes (c1, c2, c3).

Cuadrantes Valor de X2
Yucl/Yuc2 <0.0001
Yucl/Yuc3 0.0999
Yu c2/Yuc3 0.0907
Vis c2/Vis c3 0.0030
Yu cl/Vis c2 <0.0001
Yu cl/Vis c3 0.0032
Yu c2/Vis c2 0.0002
Yu c2/Vis c3 0.0023
Yu c3/Vis c2 0.0579
Yu c3/Vis c3 0.0407

Analisis espacial de la epidemia. La dispersion espacial de la epidemia en el tiempo
presento tres tipos de comportamientos: 1) Agregados: la distribucion B-binomial tuvo un

buen ajuste a los datos de incidencia de la enfermedad de los cuadrantes 1y 2 de Yurécuaro,
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y cuadrante 2 de Vista Hermosa (Figura 3); 2) Aleatorio-Agregados: en el cuadrante 2 de

Vista Hermosa, la distribucion binomial tuvo un buen ajuste en las primeras evaluaciones

presentando plantas con CalLs de forma aleatoria, sin embargo al transcurrir el ciclo del

cultivo, se empezaron a formar los agregados (Figura 4); 3) Aleatorio: la distribucion

binomial presenté un buen ajuste a la incidencia del cuadrante 3 de Yurécuaro y Vista

Hermosa (Figura 5) (Cuadro 3).

Cuadro 3.- indices y pruebas de dispersion de los datos de incidencia del variegado

del chile, causado por Candidatus Liberibacter solanacearum.

Parametros Distribucién Distribucion indice de
B-binomial dispersion|
Binomial

Parcelas P o X2 GL Prob X2 GL Prob D X2 Prob.
Yu cl 0.23 <0.01 0.6 1 0.44 0.7 2 071 11 266 0.32
Yu c2 0.18 0.16 0.1 1 0.77 1.9 1 0.17 3.2 765 <0.01
Yu c3 0.21 0.14 ND ND ND 6.4 2 0.04 29 707 <0.01
Vis ¢c2 0.15 0.11 0.4 1 051 116 2 <000 26 613 <001
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Vis c3

0.15 0.06

ND

ND

ND

1.8

0.39

20 48.0 <0.01

X? Valor de estadistico de prueba chi-cuadrado, P, ©, parametros obtenidos mediante el

software BBD; GL, grados de libertad; Prob, valor de P; N.D. no determinado.

En todos los casos se observo que las primeras plantas con sintomas aparecen en las

orillas, las cuales son focos de infeccion que posteriormente conforman los grupos de plantas

enfermas.
74 ddt
. 2% Rook
» » . e
7 102 ddt
13% Agregado-Rook
92 ddt :
“ 5% Rook
=T 120 4ddt -
137 ddt
23% Agregado-Rook

18% Agregado-Rook

Figura 3.- Agregacion en el cuadrante 1 de Yurécuaro, en los distintos dias del

trasplante (ddt), porcentaje de incidencia, indice de agregacion y patron de proximidad.
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80 ddt
7% Aleatorio-Rook

\;

108 ddt
15% Aleatorio-Rook

A\
)
"

66 ddt
5% Aleatorio- Rook

94 ddt
13% Aleatorio-Rook

Figura 4.- Agregacion en el cuadrante 2 de Vista Hermosa, en los distintos dias del

trasplante (ddt), porcentaje de incidencia, agregacion y patrén de proximidad.
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52 ddt

32ddt 4% Rook
> -
’m,;’,” .”,-v.‘ ‘ﬂr
66 ddt 30 ddt
6% Aleatorio- Rook : 10% Aleatorio- Rook
N
TeL 77 o4ddt ite &
17% Agregado- Rook 108ddt

18% Agregado- Rook

Figura 5.- Agregacion en el cuadrante 3 de Vista Hermosa, en los distintos dias del

trasplante (ddt), porcentaje de incidencia, agregacion y patron de proximidad.

Al realizar la autocorrelacion espacial se observo un patron de proximidad en “Rook”,
en todos los tiempos de evaluacion, lo cual indicd que la dispersion de las plantas enfermas
fue en linea recta, y que de esa forma se conformaron las plantas hasta resultar los agregados

(Cuadro 4).
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Cuadro 4.- Autocorrelacion espacio-temporal de la incidencia de plantas con

Candidatus Liberibacter solanacearum en los cuadrantes de Yurécuaro, con un patron de

proximidad de Rook en los distintos lag de tiempo y espacio.

Autocorrelacion

Lag espacial Yurécuaro cl

Lag temporal 0 1 2 3
1 0.8410*** 0.1397* -0.0177 0.1094
2 0.5805*** 0.0182 -0.1297 0.0134
3 0.2459*** -0.1289 -0.216 -0.1206

Lag espacial Yurécuaro c2

Lag temporal 0 1 2 3
1 0.8400*** 0.3799*** 0.2218*** 0.1877**
2 0.5858*** 0.2676*** 0.1153 0.1206
3 0.1492* -0.037 -0.08 -0.087

Lag espacial Yurécuaro c3
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Lag temporal 0 1 2 3

1 0.8355*** 0.2957*** 0.2753***  0.1734**
2 0.5079*** 0.0955 0.0927 0.0261
3 0.0645 -0.1305 -0.1298 -0.1583*

* **x *x** Valores de la autocorrelacion del estadistico de prueba que fueron significativos,

P=0.05, P=0.01, P=0.001, respectivamente.

En los autocorrelogramas se puede apreciar que en los primeros lag tanto espaciales
como temporales, los valores de autocorrelacion son altamente significativos con P=0.001,
y conforme se evaltan los demas lag; los valores de autocorrelacion disminuyen. En todos
los cuadrantes se observé un mismo tipo de proximidad (Rook); es decir, el contagio de CaLs
se dio en forma vertical y horizontal; incluso en aquellos cuadrantes que presentaron un
patron de agregacion aleatorio. Observamos que las plantas sintomaticas se empiezan a

distribuir en linea recta, y al progresar la epidemia se presentan los agregados (Cuadro 4-6).
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Cuadro 5.- Autocorrelacion espacio-temporal de la incidencia de plantas con

Candidatus Liberibacter solanacearum en los cuadrantes de Vista Hermosa, con un patron de

proximidad de Rook en los distintos lag de tiempo y espacio.

Autocorrelacion

Lag espacial Vista Hermosa c2

Lag temporal 0 1 2 3
1 0.8555*** 0.5372*** 0.2987***  0.2038***
2 0.6087*** 0.3283*** 0.1577* 0.1464*
3 0.4286*** 0.2048** 0.1154 0.1284

Lag espacial Vista Hermosa c3

Lag temporal 0 1 2 3
1 0.8236*** 0.1920** 0.1548** 0.1384*
2 0.6005*** 0.1172 0.085 0.0481
3 0.3122*** -0.0142 0.0129 -0.0462

* **x *%* Valores de la autocorrelacion del estadistico de prueba que fueron significativos,

P=0.05, P=0.01, P=0.001, respectivamente.
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Cuadro 6.- Tipo de agregacion y proximidad en Yurécuaro en los distintos cuadrantes.

Ddt Cuadrante 1 Cuadrante 2 Cuadrante 3

Agregacion Proximidad Agregacion Proximidad Agregacién Proximidad

18 ND ND ND ND ND ND
46 ND ND ND ND ND ND
60 ND ND ND ND ND ND
74 ND Rook ND ND ND ND
92 ND Rook ND Rook ND Rook

102 Agregado Rook Aleatorio Rook Aleatorio Rook

122 Agregado Rook Agregado Rook Aleatorio Rook

137 Agregado Rook Agregado Rook Aleatorio Rook

ND, valor de agregacién o proximidad no determinado por insuficiencia de datos, debido a

gue aun no se presentaba la enfermedad.
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En Vista Hermosa en el cuadrante 2, se presentd un indice de dispersion aleatorio a
partir de los 66 ddt, y con conforme transcurrid la epidemia, se presentaron los agregados a
partir de los 94 ddt; esto es un comportamiento que esté sujeto a la transmision de la bacterias
por un insecto vector; primero se establecen los focos de infeccion y a partir de ahi se

desarrolla la dispersién hacia las plantas circundantes (Cuadro 7).

Cuadro 7.- Tipo de agregaciéon y proximidad en Vista Hermosa en los distintos

cuadrantes.
ddt Cuadrante 2 Cuadrante 3
Agregacion Proximidad Agregacion Proximidad

32 ND ND ND ND

52 ND Rook ND Rook
66 Aleatorio Rook ND Rook
80 Aleatorio Rook Aleatorio Rook
94 Agregado Rook Aleatorio Rook
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108 Agregado Rook Aleatorio Rook

ND, agregacion o proximidad no determinado por insuficiencia de datos, debido a que auin

no se presentaba la enfermedad.

DISCUSION

Los resultados de la deteccion de Ca. Liberibacter solanacearum por PCR usando los
primers 16/23 Lso, confirmaron la presencia de la bacteria en las plantas con sintomas de
variegado, reduccion de crecimiento y deformacion de hojas en los ciclos de cultivo 2012 y

2013.

La incidencia al final del 2012 fue de 4% mientras que en el 2013 se tuvo como
incidencia final el 23%. Dicha diferencia podria relacionarse con la presencia de haplotipos
de CaLs en chile, ya que otros estudios de CaLs han mostrado diferencia de la epidemia por
la presencia de haplotipos (Lin et al., 2012). En el patosistema Ca. L. solanacearum-papa se
ha encontrado que las diferencias entre epidemias estan sujetas a la presencia de haplotipos,
de tal manera que una variacion genética de la bacteria en campo, resulta en un incremento

de la incidencia e incluso de la severidad de los sintomas (Lin and Gudmestad, 2013).

En un estudio previo en Michoacan (Camacho-Tapia et al., 2014), en el 2012 se
encontré que hubo 70% de presencia de haplotipo A y 30% del haplotipo B, mientras que en

el 2013 el 100% de las muestras procesadas de los cuadrantes evaluados en Michoacan,
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presentaron el haplotipo A. En este estudio se observé mayor presencia del haplotipo A en
plantas sintomaticas; esto sugiere que la presencia de haplotipos de la bacteria son un factor
importante que influye en el comportamiento de la epidemia, de tal forma que se ve afectada
la incidencia y su distribucion espacial en campo, ademaés de los ciclos de reinfeccion por B.

cockerelli al influenciarse la supervivencia de este insecto.

Por otro lado, en el 2012 hubo mayor presencia de B. cockerelli con un maximo de
473 insectos en un muestreo, de los cuales sélo el 9% portaba la bacteria; mientras que en
2013, la méaxima cantidad de insectos capturados fue de 160, y el 21 % de ellos tenian la
bacteria; esto concuerda con lo reportado por Hamm et al. (2011), quienes encontraron que
las poblaciones de B. cockerelli suelen tener un porcentaje variable de insectos portadores de
CaLs, que va desde 0.4-13.3%; lo anterior podria deberse al sitio de alimentacion en plantas
donde la bacteria ain no se ha translocado en todo el sistema vascular. Levy et al. (2011)
indicaron que hay una correlacion negativa en la capacidad de supervivencia de B. cockerelli

con CaLs (Nachappa et al., 2014).

El analisis del progreso de la epidemia indic6 que la misma se describe por el modelo
logistico. Este modelo describe epidemias de tipo policiclicas, es decir con multiples ciclos
de infeccion. En el caso de la epidemia de CaLs, la transmisién mediante B. cockerelli
producen multiples ciclos de reinfeccion y por ello genera ese mismo comportamiento (Lin

and Gudmestad, 2013). En las dos parcelas se tuvo una intensidad inicial de la enfermedad
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(y0) al tiempo cero de 0.003-0.02, lo cual indica que habia una proporcion baja de inoculo
inicial en el campo. Lo anterior sugiere la posible presencia de CaLs en la semilla, por lo que
el uso de semilla certificada libre de CaLs podria contribuir significativamente a reducir el
progreso espacio-temporal de la epidemia. La tasa de incremento de la enfermedad fue baja
(0.02-0.03), probablemente debido a que en campo los productores realizan aplicaciones de
plaguicidas para controlar otras plagas que son de importancia para el chile y que monitorean
desde antes de la llegada de B. cockerelli; por lo tanto, cuando llega el psilido es afectado
por esas aplicaciones de quimicos y su poblacion se ve disminuida, lo cual coincide con lo
que indican Madden et al., (2007) en relacion a que la tasa de incremento de la enfermedad
disminuye si aplicamos un sistema de control para reducir las reinfecciones, ademas del

incremento del tiempo entre el inicio de la infeccion y la produccidon de focos de infeccidn.

En el patosistema estudiado en esta investigacion, la reduccién de rL dio como
resultado que las incidencias no fueran superiores al 23% al momento de la cosecha. Si el
cultivo se hubiera dejado mas tiempo en campo, de acuerdo al modelo ajustado por ejemplo
180ddt, la incidencia esperada seria del 50%. No obstante, los tiempos que se mantiene un
cultivo en campo varian segun el desarrollo del mismo, y de la demanda del producto en el

mercado.

Otro factor importante que influye en la epidemia es el tiempo de translocacion, ya
que este puede ser variable. Nosotros encontramos que Cals se transloca en chile en 21 dias
(Capitulo 2). Otros estudios de este tipo han mostrado que en jitomate la translocacion es

mas consistente en comparacion con papa, esto es debido a un incremento de la produccion
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de compuestos fendlicos, y almidones que limitan el establecimiento de la bacteria y lo que
conduce a una disminucion de la distribucion de la epidemia (Levy et al., 2011; Rashed et

al., 2013).

Al igual que en este estudio, Gottwald et al. (2007) encontraron que la epidemia de
Ca. Liberibacter asiaticus se describe por el modelo logistico, debido a que su transmision

esta influenciada por Diaphorina citri.

En la comparacion de las curvas de progreso de la enfermedad a través de las tasas de
incremento de la enfermedad (rL), el ABCPE y la prueba de Wald, no se encontraron
diferencias significativas. Esto indica que el progreso de la epidemia sigue un mismo patron;

aungue la duracién observada de estas fue distinta.

El tiempo a inicio de la epidemia es un factor importante; en este estudio se observé
que la enfermedad se presenta entre los 50-70 dias después del trasplante, mientras que la
duracién de la epidemia varia segun el tiempo que se deje el cultivo en campo. En otras
solanaceas como papa y jitomate, los sintomas se pueden presentar después de los 21 a 56

dias de que se ha transmitido la bacteria (Levy et al., 2011).

En la mayoria de los cuadrantes se observé que se presentan agregados y que estos
evolucionaron a partir de plantas enfermas con distribucion aleatoria. Nosotros observamos
que en algunos casos los agregados se presentaron desde la primera evaluacion, pero en otro
caso, como el cuadrante 2 de Vista Hermosa, se mantuvo una distribucion aleatoria; esto

podria deberse a la variacion en el porcentaje de insectos portadores de la bacteria, asi como
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la eficiencia en la transmision. Con respecto a lo anterior, Hamm et al. (2011) encontraron
que hay una variacion de psilidos portadores de CaLs que va desde 0.4-13.3%, y que €so
puede afectar la diseminacion de la bacteria a partir de los focos de infeccion, ademaés de
resultar en distribucién aleatoria. De igual forma, en un estudio de distribucién espacial con
la enfermedad de Zebra Chip, Henne et al. (2012) observaron que se forman agregados; pero
cuando la infeccidn por B. cockerelli es muy baja, la incidencia obtenida es menor de 0.2%
y solo se presentan plantas sintométicas de manera aleatoria. En esta investigacion
encontramos que los agregados se desarrollaron a partir de una direccion de contagio que fue
de manera vertical en el surco, lo cual pudo ser identificado a través del indice de proximidad
de Rook; mientras que cuando el dosel del de la planta se desarrollé permitiendo el contagio

entre surcos, la direccion de las plantas enfermas fue de forma horizontal.

La informacién obtenida proporciona el conocimiento para establecer un manejo
integrado del variegado del chile. En este estudio se observé que la incidencia de la
enfermedad se presenta antes de la llegada del insecto vector, lo que resaltala importancia de
dar énfasis en la deteccién oportuna de semilla infectada para evitar la introduccion de
variedades contaminadas con la bacteria. Se observo que B. cockerelli esta involucrado en el
desarrollo de la epidemia en campo, de tal manera que es importante no descuidar el control
del insecto. Considerando que los sintomas se empiezan a presentar aproximadamente a los
50-70 ddt, que implica entre los meses de octubre y noviembre; una manera de evadir la
enfermedad es implementar fechas mas tempranas del trasplante, ademas también considerar

el uso de variedades precoces.
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CONCLUSIONES

El modelo que mejor describio el progreso temporal del variegado del chile fue el

modelo logistico.

Candidatus Liberibacter solanacearum en el cultivo de chile formé agregados en la
mayoria de los cuadrantes estudiados; éstos en algunos casos iniciaron con una distribucion

aleatoria de plantas sintomaticas y posteriormente tendieron a la agregacion.

La formacion de agregados tiene un patron de proximidad de Rook, indicando una

dispersion inicial lineal.
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