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Resumen

El Huanglongbing de los citricos (HLB) es una enfermedad presente en muchas regiones
citricolas del mundo con una diseminacion activa a nuevas areas productivas. En México
Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), agente causal del HLB, esta presente desde 2009
en 23 de las 24 entidades federativas citricolas y el vector Diaphorina citri (DC) en todo el
pais. Debido a las diferentes especies citricolas, condiciones climaticas contrastantes y a la
diversidad de tecnologias productivas es fundamental parametrizar las epidemias de CLas
en términos de riesgos productivos. Esta investigacion estudié el comportamiento
epidémico de CLas en México con un enfoque regional bajo la hipotesis de que la
intensidad de esta enfermedad depende de factores asociados al sistema epidemiolégico y a
la variabilidad regional de los mismos, siendo el tipo de citrico y el componente
tecnoldgico los mas determinantes en la vulnerabilidad citricola a CLas. El proposito final
fue desarrollar herramientas analiticas que coadyuven al manejo regional del HLB que
implementa el sector oficial federal pero que podria ser adoptado por productores. Este
estudio se realizd en tres regiones citricolas con distinto nivel de prevalencia de esta
enfermedad: Pacifico (PCO) en las entidades de Colima y Michoacan con predominancia
de limén mexicano (Citrus aurantifolia); Peninsula de Yucatan (PEN) en Campeche,
Quintana Roo y Yucatan; y Centro-Golfo (CG) en Puebla y Veracruz, ambas con
predominancia de naranja dulce (Citrus sinensis). Esta Gltima correspondié a una condicion
asintomatica. Adicionalmente, la metodologia regional se validd bajo las condiciones
citricolas de Paraguay. En total se evaluaron 6, 600 arboles de diferentes especies citricas
en 311 huertos de 38 municipios.
Regionalmente, se realiz6 un estudio comparativo sobre los factores involucrados en la
intensidad epidémica del HLB entre PCO y PEN, mediante la generacion de un indice
multivariado (IM) de inductividad a partir de la metodologia de componentes principales y
factores. Este enfoque consider6 la evaluacion de 15 variables asociadas al sistema

epidemioldgico en 197 huertos. Edad de planta, nivel de manejo agronémico de huerto,



concentracion de CLas en planta, nimero de generaciones potenciales de DC y nimero de
brotes, explicaron el 90% de la varianza. La region PCO tuvo mayor inductividad
epidémica con IM=0.008 que PEN con IM=0.0005 (P<0.0001), lo que implica mayor
riesgo productivo por CLas.

En la region CG, debido a su naturaleza asintomatica el estudio se basé en caracterizar la
dispersion parcelaria y regional de la bacteria en Puebla y Veracruz, con el fin de definir el
riesgo de dispersion. A nivel parcelario CLas mantuvo una dispersion activa en focos de
hasta 7x8 arboles (2,352 m?) y a nivel regional se dispersé hasta 12 km. La integracion de
ambos métodos indico que la dispersion de CLas-asintomatico fue de baja intensidad. Esto
se corrobor6 por la baja concentracion de CLas en planta y vector con 8,846 y 285 (copias
del gen 16S ADNr de CLas), respectivamente, y por la baja poblacion de DC.
Comparativamente en PCO y PEN la concentracién fue de 88 y 85, y 0.7 y 0.34
(x1°000,000 copias del gen 16S ADNr de CLas), respectivamente.

En PCO, region con mayor prevalencia de CLas en México, se determino la implicacion
del manejo agrondmico y cronicidad de infeccion en el impacto productivo de esta bacteria
en limoén mexicano. En Colima y Michoacan, en 2014 y 2015 se seleccionaron 28 huertos
de alta tecnificacion (AT) consistente en riego por microaspersion, éptimo nivel de
nutricion, control de malezas, podas fitosanitarias, control de plagas y enfermedades, asi
como control sistematico de DC; y 28 huertos de baja tecnificacion (BT), con riego rodado,
bajo nivel de nutricion, ausencia de control de plagas y enfermedades, ausencia de podas de
formacion y saneamiento, y control irregular de DC. En cada huerto se determind la
cronicidad de infeccion de CLas, con base en la severidad promedio de sintomas en el dosel
por HLB en 100 arboles y cinco variables de produccidn. Se encontr6 que la pérdida
productiva fue significativamente mayor en Colima que en Michoacén (8 vs 6.3 t/ha) y en
huertos con AT se obtuvo una diferencia de hasta 4 t/ha de fruta con respecto a BT (Tukey,
P<0.05). Para ambas entidades, el nivel de tecnificacion de los huertos aport6 el 66% de la
pérdida productiva mientras que la cronicidad de infeccion el 16%.

Con la informacion generada se desarrollaron dos herramientas en ambiente WEB para el
manejo del HLB: 1) @RCOs, la cual se basa en un método ponderativo de seleccion de
variables de inductividad epidémica a nivel de municipio, tales como superficie citricola,

susceptibilidad de especies, carga de indculo, indice de abundancia de DC, y tasas de



dispersion de ClLas para determinar el nGmero, tamafio y localizacion de las Areas
Regionales de Control (ARCOS) de Diaphorina citri con simulacion Monte Carlo para
fines de estimar los ARCOs; y 2) Sistema Regional para el Manejo Integrado del HLB en
Colima (SIREMI-HLB), el cual genera una propuesta de manejo agronémico con base en
las caracteristicas productivas del huerto y cronicidad de infeccion de CLas, indicadas por
el usuario.

La metodologia multivariada regional se validé en la zona citricola de Paraguay y
complementariamente se evalué el estatus epidémico del HLB, asi como el efecto de la
erradicacion de plantas enfermas en la dispersion de la bacteria. Para este fin se realizd un
IM a partir de la evaluacién de siete variables del sistema epidemioldgico en 22 huertos y
mediante el analisis del patron espacial de CLas a nivel parcelario. EI IM indic6 un
gradiente de dispersion de la region de Itapua y Caazapad (IM=0.0003 y 0.0002,
respectivamente), hacia la region de Boquer6n (IM=0.0002). A nivel parcelario se
comprobd que la erradicacion tiene un efecto en la reduccion de la dispersion del HLB al
mantener una incidencia y severidad a nivel dosel promedio del 29.2% (x19.9) y 12%
(£7.9) a nivel pais, respectivamente. El patron espacial fue agregado y con efecto de borde
en la fase inicial de la epidemia.

A pesar de que CLas representa un riesgo para la citricultura mexicana esta investigacion
documenta la mayor vulnerabilidad regional del PCO y del limén mexicano, con pérdidas
de hasta de 82% dependiente del nivel tecnoldgico, predominantemente definido por
nutricion y manejo hidrico. Se demostrd por primare vez la ocurrencia de una condicion
epidémica asintomatica en naranja dulce, lo que sugiere una posible adaptabilidad
parasitica hacia una condicibn moderada con un efecto cronico de largo plazo.
Adicionalmente, se describié por primera vez el efecto cronico de CLas en términos de
concentracion bacteriana en planta y la severidad de sintomas y su efecto en la produccién.
Finalmente, la metodologia para el establecimiento de ARCOs desarrollada en la presente
investigacion constituye un aporte epidemiologico tangible al ser implementada por el
sector oficial desde 2013.

Palabras clave: Variabilidad regional, cronicidad de infeccién, Candidatus Liberibacter

asiaticus.



EPIDEMIOLOGY OF HUANGLONGBING UNDER THREE REGIONAL
SCENARIOS IN MEXICO
Jorge Luis Flores Sanchez, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2016
Abstract

The citrus Huanglongbing (HLB) is a disease present in many citrus regions of the world
with an active spread to new productive areas. In Mexico, Candidatus Liberibacter asiaticus
(CLas), the causal agent of HLB is present since 2009 in 23 of the 24 citrus states as well as
the vector Diaphorina citri (DC) in all country. Due to different citrus species, contrasting
climatic conditions and the diversity of production technologies is essential to
parameterized CLas epidemics in terms of production risk. This research studied the CLas
epidemic behavior in Mexico with a regional approach under the hypothesis that the disease
intensity depends on factors associated to the epidemiological system and its regional
variability, being the citrus type and production technology the more determinant in the
citrus vulnerability to CLas. The ultimate goal was to develop analytical tools that
contribute to regional management of HLB currently implemented by the official federal
sector but that could be adopted by producers. This study was conducted in three citrus
regions with different levels of prevalence of the disease: Pacific (PCO) in the states of
Colima and Michoacan with predominance of Mexican lime (Citrus aurantifolia);
Peninsula of Yucatan (PEN) in Campeche, Quintana Roo and Yucatan; and Central Gulf
(CG) in Puebla and Veracruz; both with predominance of sweet orange (Citrus sinensis).
The latest corresponded to an asymptomatic condition. In adition, the regional methodology
was validated under the citrus conditions of Paraguay. A total of 6,600 trees of different
species in 311 citrus orchards of 38 counties were evaluated.

Regionally, a comparative study on the factors involved in the epidemic intensity of HLB
between PCO and PEN was conducted using a multivariate index (MI) of epidemic
inductivity through Principal Components (CPs) and Factors analyses. This approach
considered the evaluation of 15 variables associated with the epidemiological system in 197
orchards. Plant age, level of agronomic management, CLas concentration in the plant,

number of potential generations of DC and number of shoots, accounted for 90% of the
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explained variance. The PCO region had greater epidemic inductivity with IM=0.008 PEN
with IM=0.0005 (P <0.0001), implying greater productive risk due to CLas.

In CG region, because of the asymptomatic nature of the study, the focus was to
characterize the dispersion at orchard and regional level of asymptomatic-CLas in Puebla
and Veracruz, in order to estimate the dispersion risk. At orchard level, CLas maintained an
active dispersion in foci up to 7x8 trees (2,352 m2) and at regional up to 12 km. The
integration of both methods indicated that the dispersion of asymptomatic-CLas was of low
intensity. This was corroborated by the low concentration of CLas in plant and vector with
8,846 and 285 (16S rDNA gene copies of CLas), respectively, and a low DC population.
Comparatively in PCO and PEN the CLas concentration was 8.8 and 8.5, and 0.7 and 0.34
(x1'000,000 of 16S rDNA gene copies of CLas), respectively.

In PCO, region with the highest CLas prevalence in Mexico, the implication of agronomic
management and chronicity of infection on the productive impact of the bacteria in
Mexican lime was studied. In 2014 and 2015, 28 orchards were selected with high regional
technology (AT), having microirrigation system, high nutrition level, weed control, plant
pruning, pest and disease control, as well as systematic control of DC; and 28 orchards with
low technology (BT) with surface irrigation, low nutrition level, lack of pests and diseases
control, poor tree canopy structure, sanitation pruning, and irregular control of DC in
Colima and Michoacan. In each orchard, chronicity infection of CLas, based on the average
severity of HLB symptoms in the canopy of 100 trees was assessed as well as five
production variables. The production loss was significantly higher in Colima than
Michoacan (8 vs 6.3 t/ ha) and orchards with AT had a difference of up to 4 t/ha fruit with
respect to BT (Tukey, P <0.05). For both states, the orchards technology level contributed
with 66% of the production loss while 16% related to the chronicity of infection.

Two tools in WEB environment were generated for the management of HLB: 1) @RCOs,
which is based in a weighted method of selected epidemic variables at county level such as
the quantity of citrus hectares, susceptibility of citrus species, inoculum charge, and
potential generation index of DC and dispersion rates of CLas. This approach allowed the
determination of number, size and location of Regional Control Areas (ARCOS) of

Diaphorina citri; and, 2) A Regional System for HLB Integrated Management in Colima
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(SIREMI-HLB), which generates a plan for agronomic management based on the orchard
production characteristics, loaded by the user, and the specific regional epidemic intensity.
The regional multivariate methodology was validated in the citrus area of Paraguay and
also the HLB epidemic status in that country, as well as the effect of eradication of diseased
plants in the spread was evaluated. An IM base on the evaluation of seven variables of the
epidemiological system conducted in 22 orchards. The spatial pattern of HLB at orchard
level was also studied. The IM suggest a dispersal gradient from Itapua and Caazapa
regions (IM = 0.0003 and 0.0002, respectively), to the Boqueron (IM = 0.0002). At orchard
level it was found that eradication has an effect in reducing dispersion maintaining HLB
incidence and canopy severity to an average of 29.2% (x 19.9) and 12% (£ 7.9) at country
level, respectively. The spatial pattern has an edge effect in the initial phase of the HLB
epidemics.

Although, CLas represent a risk to the Mexican citrus industry, this research demonstrated
the largest regional vulnerability of PCO and of Mexican lime. In this species, losses up to
82% were shown depending on the technological level, predominantly influenced by
nutrition and irrigation system. An epidemic regional occurrence of an asymptomatic
condition on sweet orange was recorded for the first time, suggesting a possible parasitic
adaptability to a moderate condition with a long-term chronic effect. In addition, for the
first time it was described the chronic effect of CLas in terms of bacterial concentration and
severity on symptoms and its effect on citrus production. Finally, the methodology for
ARCOs constitutes a tangible epidemiological contribution being implemented by the
official sector since 2013.

Keywords: Regional variability, chronicity of infection, Candidatus Liberibacter asiaticus.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION GENERAL

México ocupa el cuarto lugar en produccion mundial de citricos con 559,874 hectareas y
una produccion de 7°556,797 toneladas con un valor estimado de 13°661,775 millones de
pesos (FAOSTAT, 2015; SIAP, 2016). Los principales estados productores son Veracruz,
Michoacan, Tamaulipas, San Luis Potosi, Nuevo Ledn, Puebla, Oaxaca y Colima (SIAP,
2016). Sin embargo, existen diversos problemas agronémicos, tecnoldgicos y fitosanitarios
que ponen en riesgo la produccién citricola y la rentabilidad de esta actividad econémica.
Entre los fitosanitarios resalta el Huanglongbing de los citricos (HLB), la cual es una
enfermedad pandémica de alta importancia socio-econdmico actual que afecta a estos
frutales.

En México, el HLB se detectd por primera vez en Julio de 2009 en Tizimin, Yucatan y se
asocia a la bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), la cual se transmite por el
vector Diaphorina citri (DC). El gobierno federal emprendi6 estrategias preventivas de
comunicacion y evaluacion de riesgo (Salcedo et al., 2010), asi como un extensivo sistema
de monitoreo y deteccion de CLas en planta y vector (SENASICA, 2010). Actualmente, en
coadyuvancia con organismos auxiliares y otras dependencias estatales se impulsé un
programa de manejo regional de DC (ARCOs). Con base en este sistema oficial se tiene
estimado que el HLB se encuentra presente en 19 de los 24 estados citricolas del pais
(SENASICA, 2016). ElI comportamiento epidémico del HLB permitid definir dos
escenarios epidémicos (Mora-Aguilera et al., 2014a): 1) Region del Pacifico, con mayor
intensidad epidémica y con prevalencia en huertos comerciales de limén mexicano (Citrus
aurantifolia Swingle Christm.) y limon persa (Citrus latifolia Tanaka); esta region se
integra por los estados de Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan, Guerrero y Oaxaca (SIAP,
2016), y 2) Peninsula de Yucatan, con menor intensidad epidémica y con baja a moderada
prevalencia en traspatios y con naranja dulce (Citrus sinensis L. Osbeck), como la especie
de mayor riesgo; esta region se integra por los estados de Quintana Roo, Campeche, y
Yucatan (SIAP, 2016). Sin embargo, esta aseveracion se basa Gnicamente en los reportes de
plantas e insectos con CLas por parte del sector oficial de Sanidad Vegetal de México

(SENASICA, 2016) y requiere de una parametrizacion formal bioldgica y epidemioldgica.



El estudio de las condiciones inductivas para el desarrollo epidémico del HLB requiere un
enfoque regional, el cual permita el entendimiento holistico de los factores involucrados en
complemento de las detecciones oficiales para la inmediata aplicacion de un manejo
regional. Este enfoque regional en estudios fitosanitarios es un desafio y una oportunidad
de desarrollo que provee una vision de sustentabilidad productiva, ya que integra la sanidad
de los cultivos como el eje central de la problematica, por lo que permite entender con
mayor claridad a las poblaciones de patdgenos y organismos plaga y su interaccion con los
cultivos (Mora-Aguilera et al., 2013, 2014a, 2014b). Un ejemplo de la importancia de una
vision regional es el efecto del cambio climatico en la sanidad de cultivos, el cual seria
complicado entender y explicar con estudios en una dimension espacial local o parcelaria
(Mora-Aguilera et al., 2013, 2014d; Parnell et al., 2012).

En el control de plagas insectiles, Hendrichs et al. (2007) acufiaron el concepto de manejo
integrado de plagas en areas amplias (enfoque regional) e indicaron que este enfoque es
mejor que el manejo integrado de plagas a nivel parcelario, debido principalmente, a que
reduce las poblaciones de insectos plagas durante mayor tiempo, reduce el uso de
insecticidas por lo que tiene un menor efecto ambiental y también reduce los costos de
aplicacion. Hendrichs et al. (2007) sefialaron que el enfoque parcelario es altamente
reactivo y se basa en el control de la plaga cuando los niveles de la misma tienen
implicacion econdmica, mientras que el enfoque regional o de areas amplias es preventivo
y sustentable al cubrir una mayor area y tener un efecto duradero en la reduccion de las
poblaciones de la plaga. Por su parte, Mora-Aguilera et al. (2014a) propusieron un modelo
conceptual que integra principios bioldgicos con niveles de integracion espacial para
aplicar distintas estrategias de control y manejo en relacién a la estabilidad del sistema
agroecoldgico.

Las experiencias en Brasil, EUA, China, Africa y México, indican que el enfoque de
control regional de DC representa la estrategia de mayor eficiencia en el manejo del HLB,
ya que reduce la dispersion del in6culo secundario y minimiza los costos de aplicacién, en
complemento a la erradicacion de fuentes de in6culo primario y al uso de material vegetal
certificado (Bassanezi et al., 2013; Bové, 2006); sin embargo, la eliminacion de arboles
enfermos es una opcion inviable en regiones citricolas con un escenario endémico del HLB

(Belasque et al., 2009; Fritz, 2011), es decir regiones con una distribucion homogénea y



cronica de la enfermedad. La eliminacién de arboles enfermos implica un sistema de
vigilancia, monitoreo y un manejo efectivo de focos de infeccion (Mora-Aguilera et al.,
2014c).

La importancia de lo anterior radica en que el HLB carece de un método de control directo
y el hecho que CLas afecte a todas las especies de citricos reduce las posibilidades de
mejoramiento de variedades resistentes (Xu et al., 2013); a pesar de esto, existen estudios
sobre materiales que presentan tolerancia o que prolongan la vida productiva de huertas
citricolas (Stuchi et al., 2013; Nguyen et al., 2013) y sobre agentes inductores de resistencia
sistémica adquirida que reducen la dispersion y contagio entre plantas (Bagio et al., 2014).
Sin embargo, requieren mas trabajo y su liberacion como estrategia es aun incierta.

Por lo anterior, se requiere una estrategia de manejo integrado del cultivo, la cual se base en
la nutricién (Hernandez-Chan et al., 2014; Bassanezi et al., 2014; Gottwald et al., 2012;
Spann et al., 2011; Xia et al., 2011; Ahmad et al., 2011), manejo hidrico y del suelo
(Campos-Herrera et al., 2014; Xu et al., 2013), altas densidades de plantacion (Stuchi y
Girardi, 2010; Skaria y Hanagriff, 2008; Medina-Urrutia et al., 2004), programas de
renovacion frecuente de plantaciones y de ciclo corto (Manzanilla-Ramirez et al., 2012), y
el control regional del vector DC mediante productos quimicos y bioldgicos (Bassanezi et
al., 2013; Stansly et al., 2014; Rogers et al., 2011; Sandoval-Reyes et al., 2013; Ldpez-
Arroyo et al., 2012; Mora-Aguilera et al., 2014a).

La importancia de CLas se demostrd con estudios epidemioldgicos de impactos productivos
encontrandose pérdidas en rendimiento del 40 al 100% para naranja dulce (Bassanezi et al.,
2009, 2011), del 17% en limon persa (Flores-Sanchez et al., 2015), y del 62% en limén
mexicano (Robles-Gonzéles et al., 2013). Sin embargo, esos estudios no incluyeron al
manejo agronémico, cronicidad de infeccion y regionalidad, por lo que la informacién que
generaron se considera es restrictiva en un enfoque integral del problema. Otras
investigaciones consideraron indicadores de costo-beneficio del manejo del HLB y
concluyeron que la ganancia neta seria igual que la obtenida bajo un escenario de cero
manejo de esta enfermedad, por el costo de insumos y su aplicacion (Lopez and Durborow,
2014; Miranda et al., 2012); no obstante su andlisis carecié de un enfoque de campo con la
evaluacion de practicas agronomicas empleadas para el manejo del HLB. Estudios del

impacto potencial de CLas en México y otras paises se realizaron con criterios



principalmente socio-economicos (Singerman and Useche, 2015; Lopez and Durborow,
2014; Miranda et al., 2012) y eventualmente con criterios epidemioldgicos (Salcedo et al.,
2010) permitiendo determinar, en este caso, mediante modelos de simulacion los impactos
a distintos escenarios de tiempo segun la region y tipo de criterio.

En cuanto a la cronicidad de infeccidn, es un concepto que se usa con frecuencia en
humanos y hace referencia a una enfermedad sistémica con un establecimiento permanente,
a la cual se le da seguimiento temporal para evaluar el comportamiento patogénico del
agente infeccioso y control de la misma, con el fin de mantener la calidad de vida de los
pacientes, en este grupo de enfermedades se encuentran la hepatitis, diabetes, cancer y
problemas cardiovasculares (Ali et al., 2010; Osougwu et al., 2013; Kwon et al., 2014). En
el caso de enfermedades de plantas el concepto de cronicidad no se ha aplicado
probablemente porque la fenologia de los cultivos, biologia de los agentes infecciosos y
précticas agronoémicas condicionan y limitan el seguimiento temporal por varios afios de
algunos de estos problemas fitopatologicos.

En este sentido, se puede definir que cronicidad es la asociacion permanente y sistémica de
un agente infeccioso con el hospedante causando una degeneracién de la esperanza de vida
del huésped en funcién de medidas de mitigacion adoptadas. Por su naturaleza se aplicaria
a cultivos perenes como los frutales y arboles forestales.

En el caso de los citricos es fundamental la aplicacion de este concepto dado que la
condicién sistémica de varios agentes infecciosos como virus, viroides y fitoplasmas ha
propiciado mecanismos de adaptacion entre los cuales se pude citar la proteccion cruzada
(Souza et al., 2002; Van Vuuren et al., 1993), efectos de supresion inter-especifica (Van
Vuuren et al., 2000) o la seleccion natural de cepas moderadas (Rivas-Valencia et al.,
2010).

En el contexto de CLas, debido a su naturaleza sistémica y a la ausencia de germoplasma
resistente, es de esperarse un proceso adaptativo infeccioso al hospedante que debe
estudiarse desde una perspectiva epidemioldgica con fines de manejo de la enfermedad.
Entender el efecto de CLas en los niveles de pérdidas permitiria estimar tiempos de vida
atil de las plantas, p.e. umbral de rentabilidad; asi como la comprensién de los efectos

fisioldgicos permitiria generar esquemas de mitigacion integrales que incluyan el uso de



altas densidades de plantacion para compensar impacto productivo, manejo nutrimental y

manejo hidrico.

En este contexto, este estudio se plante6 con un enfoque regional bajo distintos escenarios

epidémicos con el propdsito de coadyuvar al entendimiento del HLB con fines de manejo.

Especificamente se propusieron los siguientes objetivos:

e Determinar y sustentar las bases bioldgicas y epidemioldgicas del comportamiento
regional de Candidatus Liberibacter asiaticus en México, mediante métodos
multifactoriales para generar herramientas que coadyuven al manejo del HLB bajo
modelos operativos coordinados por el sector oficial y extensivos al sector de
produccion primario.

e Estimar el impacto productivo de Candidatus Liberibacter asiaticus en relacion al
manejo agronémico y a la cronicidad de infeccion, en limon mexicano (Citrus
aurantifolia Swingle Christm.) del Pacifico, con el fin de identificar préacticas

tecnoldgicas de mitigacion que propicien la sustentabilidad de la produccién citricola.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Importancia de la citricultura

La citricultura es para muchos paises una actividad agricola altamente rentable. Mas de 107
millones de toneladas se producen al afio. Entre los principales paises productores se
encuentran Brasil, EUA, China, México y Espafia, los cuales conforman una superficie
citricola de méas de 3.5 millones de hectareas (FAOSTAT, 2015). Las principales especies
cultivadas en diversos climas tropicales y subtropicales del mundo son naranjo dulce
(Citrus sinensis (L) Osbeck), limén mexicano (C. aurantifolia (L) Swingle), limén persa
(C. latifolia, Tanaka) mandarina (C. reticulata (L)) y pomelo (C. paradisi (Macf.) (Orozco-
Santos et al., 2014; Ramirez et al., 2000).

México, ocupa el cuarto lugar en produccion mundial de citricos con 559,874 hectareas y
una produccion de 7°556,797 toneladas, con un valor estimado de 13°661,775 millones de
pesos (FAOSTAT, 2015; SIAP, 2016). Los principales estados productores son Veracruz,
Michoacan, Tamaulipas, San Luis Potosi, Nuevo Ledn, Puebla, Oaxaca y Colima (SIAP,
2016) (Cuadro 2.1). De la superficie establecida, el 68.5% corresponde a naranja, 20.5% a
limén mexicano, 5.2% a limdn persa y el resto a toronjas, mandarinas y tangerinas (SIAP,
2016). La mayor rentabilidad bruta la representa el limén mexicano y limon persa a pesar
de su menor superficie.

La citricultura genera aproximadamente 70 mil empleos directos y 250 mil indirectos, por
lo que es una actividad agricola de gran importancia para la economia del pais y para las
miles de familias beneficiadas (Direccion General de Fomento a la Agricultura, 2007;
Trujillo et al., 2008).



Cuadro 2.1. Importancia de la actividad citricola en México.

Estado Region Superficie Produccion Valor de Numero de
Geografica (ha) (to) Produccion productores
(Miles de pesos)
Veracruz C-G 240,034 3,370,999 5,075,027 1,335
Michoacan PCO 48,364 572,167 2,001,628 2,115
Tamaulipas C-G 41,375 970,267 1,235,376 426
San Luis Potosi C-G 40,759 437,398 541,704 296
Nuevo Leon C-G 31,324 357,526 517,284 82
Puebla C-G 30,277 303,820 349,961 531
Oaxaca PCO 25,407 252,256 581,026 401
Colima PCO 19,922 274,968 950,335 1,474
Yucatan PEN 18,655 276,497 639,064 11,429
Tabasco PEN 15,529 166,399 391,516 431
Guerrero PCO 7,424 78,799 203,022 1,330
Sonora Norte 7,296 144,019 257,042 222
Jalisco PCO 6,264 78,906 264,540 594
Hidalgo C-G 5,691 54,031 51,250 401
Campeche PEN 4,920 48,875 154,941 428
Chiapas PEN 4,700 21,545 44,029 632
Baja California Norte 2,861 59,352 143,067 159
Sur
Q. Roo PEN 2,770 35,884 123,499 671
Sinaloa Norte 2,456 17,150 30,621 178
Nayarit PCO 2,439 17,974 43,616 512
Morelos C-G 542 8,995 33,173 310
Baja California Norte 394 4,861 16,295 140
Querétaro C-G 260 2,550 5,797 146
Zacatecas C-G 205 1,549 7,951 50
Total 4 559,873 7°556,798 137661,775 24,293

C-G: Centro-Golfo, PCO: Pacifico, PEN: Peninsula de Yucatan. Fuente: SIAP, 2016.



No obstante, la citricultura es afectada por problemas fitosanitarios, de comercializacion,
productividad, entre otros. En cuanto a problemas fitosanitarios, los citricos son atacados
por plagas y enfermedades de importancia econdmica y cuarentenaria como: el Virus
Tristeza de los Citricos (CTV) y su vector el pulgon café de los citricos (Toxoptera
citricida) (Hernandez-Nava, 2013; Patifio-Arellano, 2012; Loeza-Kuk et al., 2008), el virus
de la leprosis de los citricos (CiLV) y sus vectores, acaros pertenecientes al género
Brevipalpus (Sanchez-Velazquez et al., 2015; Childers et al., 2001), y el Huanglongbing de
los citricos (HLB) y sus vectores Diaphorina citri y Trioza erytreae, siendo ésta ultima, la
enfermedad que actualmente se considera la més importante en las regiones citricolas del
mundo debido a su actual proceso de dispersion y establecimiento generando condicion
epidémica de intensidad variable (Mora-Aguilera et al., 2014a, 2014c, 2014d; Bové, 2006;
Da Graca, 1991; Aubert et al., 1984; Gottwald et al., 2006; 1989; Garnier et al., 2000).

2.2. Antecedentes del Huanglongbing de los Citricos

El Huanglongbing (HLB) hace referencia a la induccién de brotes amarillos, también se le
conoce como dragén amarillo o enverdecimiento de los citricos, ya que describe los
sintomas observados: brotes de un color amarillo brillante, que normalmente se producen
en un sector de un arbol infectado (FUNDECITRUS, 2007; Brlansky et al., 2009). Sin
embargo, los sintomas son variables y amarillamiento puede presentarse segun el tiempo de
infeccion, y tipo y combinacion de injerto-portainjerto (Esquivel-Chavez, 2012; Esquivel-
Chavez, 2016). El primer reporte de esta enfermedad se realiz6 a finales del siglo XIX por
citricultores del sur de China y se caracterizo por provocar la muerte de arboles en un lapso
de 1 a 2 afios y permanecio sin definirse el agente causal (Zhao, 1981).

Esta enfermedad es considerada una de las méas importantes amenazas en cuanto a
sustentabilidad y comercializacion de la produccién citricola mundial. Cuando se establece
el agente causal infecta los citricos de casi todos los cultivares, causando grandes pérdidas
al acortar el periodo de vida de los arboles afectados (Chen et al., 2009). En México, las
pérdidas estimadas son mayores en limén mexicano con valores en el rango del 13 al 70%
dependiendo del nivel tecnologico (Robles-Gonzélez et al., 2013; LANREF, 2016). En

limén persa se estimd un impacto en la produccion del 17% (Flores-Sanchez et al., 2015).



En naranja dulce las pérdidas en el pais carecen de cuantificacion debido a procesos
epidémicos de baja intensidad contrastando con otros paises (Mora-Aguilera et al., 2014b)

Hasta la fecha se conocen tres especies patogénicas, Candidatus Liberibacter africanus
(CLaf), Ca. Liberibacter asiaticus (CLas) y Ca. Liberibacter americanus (CLam) (Bove,
2006). Los vectores son dos especies de la familia Liviidae (Hemiptera): Trioza erytreae
(TE) que dispersa la especie africana y Diaphorina citri (DC) para las especies asiatica y
americana (Cuadro 2.2) (Hall et al., 2013; Garnier et al., 2000; Texeira et al., 2005; Meyer
et al., 2007). También es transmitido por material vegetal de propagacion (yemas
infectadas). No se transmite por semilla ya que se produce el aborto del embrion (Bove,
2006). En el continente americano CLas y CLam coexistieron en San Pablo, Brasil (Texeira
et al., 2005; Lopes et al., 2009). Actualmente, las evidencias indican que CLas desplaz6 a
CLam por su habilidad adaptativa al rango climatico y transmisibilidad, a pesar de que

CLam es més agresivo (Lopes et al., 2009).



Cuadro 2.2. Caracteristicas y procesos biol6gicos de vectores asociados a CLas, CLam y CLaf.

Caracteristicas/ D. citri T. erytreae Citas

Procesos bioldgicos

Longevidad del 47 43 Garnier et al., 2000; Hall et

insecto (dias) al., 2013.

Temperatura del 25-28 20-24 Garnier et al., 2000; Hall et

insecto (°C) al., 2013.

Bacteria asociada CLasy CLam Claf Garnier et al., 2000;

Texeira et al., 2005.

Adquisicion (min) 15-30 (mayor en 15-30 Inoue et al., 2009; Pelz-
ninfas) Stelinski et al., 2010.

Latencia (dias) 1-25 S/i? Roistacher, 1991.

Retencién/ Eficiencia Toda la vida Toda la vida Inoue et al., 2009; Pelz-

de transmision Stelinski et al., 2010.

Inoculacién (hrs) 0.25-7 S/ Buitendag and von

Tipo de transmision
Multiplicacion en

Vector

Transmision

transovarica

Localizacion de

la bacteria

Persistente

+

Glandulas salivales

Persistente

+

S/

Broembsen, 1993.

Inoue et al., 2009.

Hall et al., 2013; Grafton-
Cardwell et al., 2013.
Pelz-Stelinski et al., 2010;
Grafton-Cardwell et al.,
2013.

Ammar et al., 2011.

2S/1: Sin informacion.

2.3. Distribucion mundial del HLB

Esta enfermedad fue reportada por primera vez en el continente asiatico, al sur de China a

finales del siglo XIX (Zhao, 1981), de ahi se deriva la nomenclatura de ‘Ca. L. asiaticus’

(CLas). Posteriormente se extendié por algunos paises del Sureste Asiatico, Subcontinente
Indio, Medio Oriente y algunos paises de Africa (Figura 2.1) (SENASA, 2016; OIRSA,

2008). En el ano 1920, se detectd una nueva especie de Candidatus en Sudéafrica (Van Der

Merwe and Andersen, 1937), la cual fue nombrada Ca. L. africanus (CLaf).
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En marzo de 2004 y agosto de 2005, los sintomas de la enfermedad fueron reconocidos,
respectivamente, en el Estado de S&o Paulo, Brasil, y en Florida, E. U. A., dos de las méas
grandes regiones productoras de citricos en el mundo (Bové, 2006). En Florida se report6 a
CLas, mientras que en Brasil en adicién a la especie asiatica, se encontrd una nueva especie
Illamada Candidatus Liberibacter americanus (CLam) (Teixeira et al., 2005), la cual se
encuentra restringida a una region de San Pablo y actualmente su incidencia es inferior al
3% (Colleta-Filho et al., 2004; Teixeira et al., 2005).

La especie asiatica se ha dispersado por el continente Americano. En la region del Caribe y
Centroamérica se detectd por primera vez en Cuba en el afio 2006. A su vez en 2008, fue
reportada en Republica Dominicana y al siguiente afio otros paises de Centroamérica como
México, Belice, Honduras y Jamaica reportaron la presencia de la enfermedad. Durante el
2010, se sumaron Nicaragua y Guatemala. Mientras que en febrero de 2011 se report6 en
Costa Rica (Da Graga, 2008; Garcia, 2009; INTA, 2011;; NAPPO, 2012; SENAVE, 2013;
Santivarfiez et al., 2014). En enero de 2013 se detecta Candidatus liberibacter spp. en
Paraguay (SENAVE, 2013). Mientras que en julio de 2014 esta bacteria es reportada en
Corrientes, Argentina (Moyano y Leone, 2014; CABI, 2015). En este ultimo lugar se
reporta como erradicada.

SAGARPA . ) .. \\g.‘ SENASICA
Notificaciones del HLB de los Citricos -

et P.lkuav“ )
Is. Tonga 4 .“',

Detecciones recientes ‘""" ®

| [No_Pais Fecha| No_Pais Fecha| No_Pais Fecha| No_Pais Fecha| No_Pais Fecha| No_Pais Fecha| No_Pais Fecha
([ o 1890 | 7 Taiwain 1950 [ 13 Birmania 1996 | 19 Cuba 2006 | 25 Etiopia 2010 | 31 Nicaragua 2010 | 37 Martinica 2013

- {| 2 Tolandia 1521 8 inda 1966 | 14 Laos 1997 | 20 Rep. Dominicana 2008 [ 26 Nicaragua 2010 [ 32 CostaRica 2011 | 38 Barbados | 2014
« | L. asiaticus || 5 vietnam  193a| 9 Malasia 1970 | 15 Papua Nueva Guinea 2002 | 21 Irén 2008 | 27 Guatemala 2010 | 33 Argentina 2012 | 33 Colombia | 2014
o L africanus 4 Sudafrica 1947 | 10 Arabia Saudita 1984 | 16 Bhutan 2003 | 22 Belice 2009 | 28 Jamaica 2010 | 34 Dominica 2012
0 S Indonesia 1948 | 11 Camerdn 1990 | 17 Brasil 2004 | 23 Honduras 2009 | 29 PuertoRico 2010 | 35 Guadalupe 2012
@ L. americanus
- 6 Filipinas 1950 | 12 Camboya 1995 | 18 Estados Unidos 2005 | 24 México 2009 | 30 Islas Virgenes 2010 | 36 Paraguay 2013
@ L. caribbeanus e 1M Bave, Journal of Plant Pathe 737 2 NASICA

ver o DSy SENASICA. Darechon

Figura 2.1. Distribucion Mundial de Candidatus Liberibacter spp. Fuente: SINAVEF, 2016.
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2.4. Distribucion nacional del HLB

La deteccion de Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) en México se realizo a traves de
“la campafia nacional contra el Huanglongbing de los citricos” (SENASICA, 2010) iniciada
como una medida preventiva en 2008 en 23 estados citricolas del pais. Derivado de estas
acciones, en julio de 2009, se detectd por primera vez al HLB en citricos de traspatio del
municipio de Tizimin, Yucatan. Actualmente se tiene presencia de CLas en 364 municipios
(247 con detecciones en material vegetal y 117 en DC) de los 24 estados citricolas del pais
se mantienen sin detecciones de CLas los estados de Baja California, Nuevo Ledn, San Luis
Potosi y Sonora (Figura 2.2) (SENASICA, 2016). Un aspecto a resaltar fue que la estrategia
de deteccion en México a diferencia de otros paises como E.U.A. y Brasil enfatiz6 al vector
DC con el fin de anticipar el establecimiento de ClLas mediante la prevencién o
interrupcién de procesos de infeccion y dispersion (SENASICA, 2012). Esto implico la
adaptacion de protocolos de la NAPPO con un enfoque molecular de deteccion de CLas en
planta y vector (Alanis et al., 2015; Comunicacion personal DGSV). Esta estrategia ha

permitido activar protocolos de actuacion sin la ocurrencia visual de sintomas en planta.

SAGARPA Estatus fitosanitario en México de las detecciones de Candidatus Liberibacter asiaticus » SENASIC
con base en el monitoreo a nivel municipal acumulado al mes de febrero de 2016. K 5

€

i Ausente
- Presente en vegetal y psilidos

W Presente sélo en psilidos

Figura 2.2. Distribucién nacional de Candidatus Liberibacter asiaticus a Marzo, 2016. Fuente:
SENASICA, 2016. http://www.senasica.gob.mx/?doc=26771
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2.5. Impactos econémicos del HLB

Debido a la falta de métodos de control o manejo eficientes contra CLas y a la relacion
severidad de dafio, pérdidas productivas y a la rapidez con la que se dispersa el vector del
agente causal, se estima que ha destruido globalmente a mas de 60 millones de arboles (Das
et al., 2007). Se tienen informes de que en Sudéfrica se han tenido dafios que alcanzan
hasta el 100% de pérdidas de la cosecha (Alemén et al., 2007).

En Tailandia, los arboles infectados mueren y disminuyen su produccién después de 5 a 6
afios de ser plantados y después de 10 afios las pérdidas sobrepasan los $8,000 délares/ha
(Roistacher, 1996).

En Bali, cuatro millones de arboles fueron erradicados durante el periodo de 1986 a 1988 y
remplazados con mandarinas en 1991. Sin embargo, para 1993, 40% de estos arboles
fueron infectados y en 1996 mas del 90% mostraron sintomas de HLB, por lo que fueron
nuevamente erradicados (Aubert, 1993).

Brasil es uno de los paises donde esta enfermedad ha causado las pérdidas mas grandes, ya
que se han eliminado méas de 38.8 millones de arboles con sintomas de la enfermedad hasta
2014 (FUNDECITRUS, 2015). Por otro lado, los costos que genera las aplicaciones contra
el vector superan los 279 dolares/ha (Ayres y Yamamoto, 2007; Brlansky et al., 2009). En
San Pablo, Brasil la intensidad de uso de insecticidas ha alcanzado esquemas similares a
cultivos de ciclo corto con aplicaciones semanales a quincenales (FUNDECITRUS, 2015).
Un modelo dificil de sustentar por productores o empresas pequefias. Por otro lado, es
conveniente indicar que el abandono de plantaciones o cambio del uso de suelo por otros
cultivos se ha dado antes de que el huerto citricola perdiera su rentabilidad. Esto ocurrié en
Colima, Mexico y San Pablo, Brasil por lo que el impacto real o directo de CLas pudo ser
menor a lo reportado.

Recientes estudios cuantitativos del efecto de C. L. spp. reportan pérdidas productivas de
40 a 100% para naranja dulce (Bassanezi et al., 2009; Bassanezi et al., 2011), 18% en
limoén persa (Flores-Sanchez et al., 2015) y de 60 a 80% en limon mexicano (Robles-
Gonzales et al., 2013; Flores-Sanchez, et al., 2014) (Cuadro 2.3).

13



Cuadro 2.3. Pérdidas productivas estimadas con enfoques epidemiolédgicos, por efecto de la

infeccion de CLas en diferentes especies citricolas en el mundo.

Escenario Especie Estudio Pérdidas Referencia
Brasil Naranja dulce Parcelario 42-100% Bassanezi et al.,
2009, 2011
México-Colima Lim6n mexicano Parcelario 62% Robles-Gonzalez et
al., 2013
México-Yucatan Limon persa Parcelario 8-17.3% Flores-Sanchez et
al., 2015
México-Colima Limon mexicano Regional 58-70% Flores-Sanchez et
al., 2014
México-Michoacan Limdn mexicano Regional 13-60% LANREF, 2015-NpP?
México Citrus spp. Nacional Af01=8% Salcedo et al., 2010
3=23%
5=36%
México Citrus spp. Nacional Af01=15% [ICA, 2015-NP
3=23%
5=28%

*NP=Datos no publicados.

Otras investigaciones consideraron el costo-beneficio del manejo del HLB y concluyeron
que la ganancia neta seria igual que la obtenida bajo un escenario de ausencia de manejo de
esta enfermedad (Lopez and Durborow, 2014; Miranda et al., 2012); no obstante su analisis
carecio de un enfoque de campo con la evaluacion de précticas agronémicas empleadas
para el manejo del HLB.

Adicionalmente, en Florida estimaron el impacto de CLas en la produccion de naranja
dulce mediante una encuesta a productores, en la cual encontraron que el impacto depende
de la infeccion regional de la bacteria, la region sur-oeste presentd una incidencia del 77%
y un impacto productivo del 33%, en la region central-suroeste la incidencia fue del 74% y
el impacto fue de 37%, y en la region central la incidencia fue del 83% vy el impacto de
ClLas del 45% (Singerman y Useche, 2015).
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2.6. Estrategias de manejo del HLB

Inicialmente se intentd el control directo de las bacterias asociadas a esta enfermedad, como
el uso de bactericidas (Zhang et al., 2011, 2009; Tsiantos et al., 2003; Aubert and Bové,
1980), termoterapia, la cual se basa en el uso de temperaturas elevadas (45°C) en
condiciones controladas (Fan et al., 2016; Hoffman et al., 2013). Posteriormente, se evaluo
el uso de repelentes bioldgicos de los vectores como estrategia preventiva de la dispersion
de CLas (Gottwald et al., 2014a; Sandoval-Reyes et al., 2013; Ichinose et al., 2012), sin
embargo, los resultados obtenidos se evaluaron bajo condiciones controladas o a nivel
parcelario e indican una baja eficiencia, por lo que no se recomiendan como medida de
control directo de la bacteria. Estos estudios requieren un enfoque amplio en combinacién
con otras estrategias, p.e. la evaluacion a nivel regional y con variables fisioldgicas,
nutrimentales y de manejo como indicadores de su eficiencia.

Actualmente, existen estudios sobre el desarrollo de materiales que presentan tolerancia o
que prolongan la vida productiva de huertas citricolas (Stuchi et al., 2013; Nguyen et al.,
2013) y sobre agentes inductores de resistencia sistémica adquirida que reducen la
dispersion y contagio entre plantas (Bagio et al., 2014). No obstante, estos estudios
requieren mas trabajo y su liberacion como estrategia es aln incierta.

Por lo anterior, las estrategias vigentes para el manejo de la enfermedad son: la eliminacion
de arboles enfermos, uso de plantas sanas y control regional del vector con insecticidas
quimicos y bioldgicos y uso de enemigos naturales (Bassanezi et al., 2013; Da Graca y
Kortsen, 2004; Aubert et al., 1996). A esta estrategia se le conoce como el tripié de manejo
del HLB, y es San Pablo, Brasil posiblemente el Gnico pais que pudo aplicar con éxito esta
estrategia. La experiencia de México sugiere que en necesario un tetrapié, el cual incluya en
adicion a la eliminacion de arboles enfermos, uso de plantas sanas y control regional del
vector, el manejo integrado del cultivo, el cual debe tener como base la niutr la cual se base
en la nutricion (Bassanezi et al., 2014; Gottwald et al., 2012; Spann et al., 2011; Xia et al.,
2011; Ahmad et al., 2011), manejo hidrico y del suelo (Campos-Herrera et al., 2014; Xu et
al., 2013), altas densidades de plantacién (Stuchi y Girardi, 2010; Skaria y Hanagriff, 2008;
Medina-Urrutia et al., 2004), programas de renovacion frecuente de plantaciones y de ciclo
corto (Manzanilla-Ramirez et al., 2012), y el control regional de DC mediante productos
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quimicos y bioldgicos (Bassanezi et al., 2013; Stansly et al., 2014; Rogers et al., 2011;
Sandoval-Reyes et al., 2013; Lopez-Arroyo et al., 2012).

En cuanto al tripié de manejo del HLB a continuacion se discuten sus componentes y su
viabilidad de uso en regiones citricolas con un sistema productivo de baja escala y de

pequefios productores:

2.6.1. Siembra de plantios sanos

El uso de material vegetal certificado es la estrategia mas complicada debido a la
problematica social que esto implica, ya que requiere medios voluntarios, normativos y
legislativos. Con el fin de apoyar a esta estrategia la OIRSA desarroll6, para sus paises
miembros, los lineamientos de armonizacion normativa regional de certificacion
fitosanitaria de material propagativo de citricos, documento normativo en el cual se
establecen los procedimientos y requisitos fitosanitarios para la regulacion de material de
propagacion de citricos (OIRSA, 2013). Sin embargo, su adaptacion, aceptacion y
utilizacion requiere canales de vinculacion entre sectores oficiales como: organismos

auxiliares de sanidad vegetal hasta sectores productivos como: productores y viveristas.

2.6.2. Deteccion y erradicacion oportuna de plantas con HLB

Con respecto a la erradicacion, San Pablo, Brasil mantuvo esta estrategia con éxito durante
10 afios en combinacion con el uso de plantas sanas y control quimico del vector
(Bassanezi, 2010). Sin embargo, estudios recientes sugieren que la erradicacion se redujo
un 51%, ya que de 35 millones de plantas enfermas con HLB se erradicaron 3.6 millones en
2015 (FUNDECITRUS, 2015), por lo que se espera que los efectos de este hecho
impactaran la produccion en mediano plazo en esta region. Este cambio en la estrategia de
San Pablo ha inducido un incremento de la incidencia de la enfermedad del 42% de 2012 a
2015 (FUNDECITRUS, 2015).

Por otra parte, México uno de los paises que mas recursos destina al control de plagas y
enfermedades de cultivos de importancia econdmica. En el patosistema CLas-Citricos-D.
citri destind un presupuesto anual para el monitoreo e inspeccion (busqueda de plantas
sintomaticas HLB) y su confirmacion por PCR, en los 24 estados citricolas durante el 2008
al 2012 (SENASICA, 2012).
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Sin embargo, la excelente estrategia de deteccion no se acompaiio en todas las entidades
con una estrategia de erradicacion, la cual también tiene implicaciones similares a la de uso
de material vegetal certificado como lo son legislativas, normativas y voluntarias por medio
del convencimiento. Algunos estados citricolas implementaron un programa de
erradicacion, similar al de Brasil (Belasque et al., 2009), en el cual la mayoria de las plantas
sintomaticas a HLB fueron eliminadas incluyendo arboles de traspatio (region Peninsula de
Yucatan). En otros estados en donde la deteccion fue inoportuna por la multiplicidad de
focos, alta velocidad de dispersiéon y alta compactacion del area citricola (p.e. regidn
Pacifico), la estrategia de erradicacion fue inviable, puesto que el umbral econémico para
esta estrategia se habia superado y se deseaba mantener la cadena productiva limén
mexicano. Con base en esto datos es que actualmente se reconocen dos escenarios
epidémicos contrastantes del HLB en México (Mora-Aguilera et al., 2014a) (Figura 2.3).

Actualmente, la region del Pacifico basa el manejo del HLB en programas nutrimentales,
altas densidades de siembra (para compensar produccion), control regional de D. citri
mediante ingredientes quimicos y biologicos (Manzanilla-Ramirez et al., 2012). La
produccién de plantas bajo condiciones controladas no es mandatorio y no se garantiza en
el 100% de los viveros regionales. Adicionalmente, los esfuerzos del pais se concentran en
la implementacion de las Areas Regionales de Control de D. citri (ARCOs) desde 2013
(SENASICA, 2012), el cual fue discutido e implementado con soporte técnico-cientifico y
esquemas operativos estatales, siendo el Unico modelo en el continente con estas

caracteristicas (Mora-Aguilera et al., 2014a).
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Fuente: Mora-Aguilera et al., 2014a.
2.6.3. Monitoreo del vector

Esta actividad representa la base del éxito del control de DC, esto se debe a que el
monitoreo tiene los siguientes principios bioldgicos (Lépez-Arroyo et al., 2012; Lozano-
Contreras y Jasso-Argumedo, 2012; Hall et al., 2013; Ortega-Arenas et al., 2013; Torres-
Pacheco et al., 2013):

1. Determinar dindmicas poblacionales de DC.

2. Determina épocas de aplicacién para el control regional y local.

3. Evaluacion del impacto de aplicaciones regionales de control quimico y bioldgico

4. Evitar aplicaciones innecesarias y con productos evaluados regionalmente en su

capacidad bioldgica.

5. ldentificar focos de infestacion.

6. El monitoreo se efectia en ARCOs establecidas con modelos epidemiolégicos.
Es decir el monitoreo es la herramienta que proporciona la informacion necesaria para

realizar el control de DC de manera sustentable.
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2.6.4. Control regional de D. citri mediante productos quimicos y agentes de
control biol6gico

Las recientes experiencias empiricas y eventualmente sustentadas experimentalmente en
Brasil y posteriormente extendidas a EUA, Belice y México indican que la estrategia que
presenta mayor eficiencia en el control del HLB es el enfoque regional debido a la alta
movilidad del vector (Bassanezi et al., 2013). Este enfoque fue validado experimentalmente
por FUNDECITRUS y aplicado comercialmente por empresas, principalmente de San
Pablo, Brasil. Sin embargo, la produccion extensiva de Brasil ha favorecido esta estrategia
por rapidez en la toma de decisiones y la amplia cobertura asociada a pocos productores
(Bassanezi et al., 2013). Su adecuacion a otras condiciones ha implicado la cuidadosa
definicion de criterios para el establecimiento de areas de manejo regional optimizando los
recursos humanos y econoémicos para el caso donde se han disefiado estrategias con apoyo
oficial como en México (Mora-Aguilera et al., 2013a; Robles, 2012).
En México, la estrategia de control regional se conoce como ARCOs, en la cual el control
del vector se realiza principalmente mediante productos quimicos y en menor medida con
control biolégico mediante parasitoides, depredadores y entomopatégenos (Arredondo-
Bernal, 2013; Pacheco et al., 2012).
Existen varias lineas de investigacion de control biologico con resultados promisorios cuya
aplicacion podria incluir areas rurales y urbanas de traspatio y zonas citricolas especificas
con bajo uso tecnolégico (Ordufio-Cruz et al., 2015a, 2015b; Cortez-Madrigal et al., 2014;
Arredondo-Bernal, 2013; Ldpez-Arroyo y Rocha-Pefia, 2012). En algunas regiones se
realiza mediante la liberacion de Tamarixia radiata y a la fecha se cuenta con dos
laboratorios oficiales de reproduccion masiva que permiten la liberacién coordinada en los
diferentes estados citricolas del pais (Arredondo-Bernal, 2013) (Figura 2.4). Un
componente fundamental para el control de DC en zonas urbanas aledafias o inmersas en
las ARCOs, asi como en las huertas abandonadas que forman parte de las ARCOs, es la
produccién y liberacion de Tamarixia radiata, parasitoide especifico de DC. Asimismo, en
las huertas comerciales de las ARCOs que retnen las condiciones de temperatura y
humedad relativa, se realizan aplicaciones regionales totales de hongos entomopatdgenos;

tanto la cepa como la dosis a utilizar en cada ARCO, deriva de trabajos de investigacion
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realizados por el Centro Nacional de Referencia de Control Bioldgico (Arredondo-Bernal,

2013).
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Figura 2.4. Efecto de liberaciones de T. radiata sobre el nimero de ninfas de D. citri, en Colima.
Fuente: Arredondo-Bernal, 2013.

En el caso del control quimico, los productos aprobados por el SENASICA fueron

propuestas y validados por el INIFAP mediante una evaluacion de insecticidas

convencionales y alternativos recomendados para el control del PAC en cuanto a
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efectividad e induccion de resistencia (IRAC, 2012), a partir del cual, se generé un
programa sustentable de manejo de la resistencia a insecticidas con base en la fenologia de las
especies citricolas, principalmente brotacion, dinamica poblacional y biologia de DC y condiciones

ambientales, para su recomendacién y uso a nivel nacional (Cortéz et al., 2013) (Figura 2.5).
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Figura 2.5. Propuesta de rotacién de insecticidas para manejar la resistencia del PAC. Con base en

brotacion, dindmica poblacional y biologia de DC y condiciones ambientales. Fuente: Cortéz et al.,
2013.

2.7. Justificacion bioldgica y epidemiologia del enfoque regional

El concepto de regionalidad en estudios fitosanitarios es un desafio y una oportunidad de
desarrollo que provee una vision de sustentabilidad productiva. Adicionalmente, si el
cultivo y su productividad es el eje central de integracion fitosanitaria y tecnoldgica, es
posible desarrollar modelos racionales productivos y sustentables (Mora-Aguilera et al.,
2013, 20144, 2014b). Un ejemplo de la importancia de una vision regional es el estudio del

cambio climatico en la sanidad de cultivos, el cual es imposible entender y explicar con
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estudios en una dimension espacial local o parcelaria (Mora-Aguilera et al., 2013, 2014b;
Parnell et al., 2012).

En el control de plagas insectiles, Hendrichs et al., (2007) acufiaron el concepto de manejo
integrado de plagas en areas amplias (enfoque regional) e indicaron que este enfoque es
mejor que el manejo integrado de plagas a nivel parcelario, debido principalmente, a que
reduce las poblaciones de insectos plagas durante mayor tiempo, reduce el uso de
insecticidas por lo que tiene un menor efecto ambiental y también reduce los costos de
aplicacion. Hendrichs et al. (2007) sefialaron que el enfoque parcelario es altamente
reactivo y se basa en el control de la plaga cuando los niveles de la misma tienen
implicacion econémica, mientras que el enfoque regional o de areas amplias es preventivo
y sustentable al cubrir una mayor area y tener un efecto duradero en la reduccion de las
poblaciones de la plaga.

Esta vision reactiva también se utiliza en areas como la Epidemiologia, ya que el enfoque
clasico de esta disciplina se basa en el principio de infeccion, el cual tiene como
consecuencia el estudio de la poblacién de plantas enfermas (Vanderplank, 1963; Zadoks
and Schein, 1979), es decir, la epidemiologia se estudia a partir de focos de infeccion y bajo
un escenario del principio de proteccion. Sin embargo, tal como el control de plagas lo
sefiala esta vision reactiva es restrictiva, insustentable y requiere la aplicacion de una
estrategia preventiva, la cual explique holisticamente los factores regionales involucrados
en una epidemia. Por lo tanto, un estudio epidemioldgico con enfoque regional requiere la
integracion de los subsistemas del sistema epidemioldgico, mediante la evaluacién de
variables del hospedante, patdgeno, vector, clima, manejo, y suelo (Cabrera-Hidalgo et al.,
2014; Mora-Aguilera et al., 2013, 2014a; Flores-Sanchez et al., 2012).

Aunque el concepto regional es intuitivo (Hendrichs et al., 2007; Bové, 2012) se requiere
un planteamiento conceptual a diferentes niveles de integracion bioldgica, espacial,
metodologica y operacional. Un modelo de estas caracteristicas fue propuesto por Mora-
Aguilera (Mora-Aguilera, 2003. Notas de curso de Epidemiologia Agricola) y empleado
como base racional para estudios epidemioldgicos regionales en cocotero (Gongora et al.,
2004), citricos (Dominguez-Monge, 2011), nopal (Alonso-Barrera et al., 2014), fresa (Ceja-
Torrez et al., 2014) y recientemente en café (Mora-Aguilera et al., 2014e, 2014f, 2014g;
Coria-Contreras et al., 2014a, 2014b) y agave (LANREF, 2016. Comunicacién personal).
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La regionalidad en epidemiologia es por lo tanto reciente y su andlisis e incorporacion a
esta disciplina esté en desarrollo (Mora-Aguilera et al., 2013, 2014b).

Por lo anterior, la epidemiologia regional se refiere al estudio de procesos epidemioldgicos
en un area constituida por un conjunto de unidades de produccidn que mantienen relaciones
productivas, econdémicas y ambientales (Cuadro 2.4) (Mora-Aguilera et al., 2013, 2014a,
2014b). Sin embargo, con este nuevo enfoque existen implicaciones estadisticas
fundamentales a resolver como (Mora-Aguilera et al., 2013, 2014a, 2014b):

a) Debido al principio de contagio los datos regionales tienen una dependencia
espacial o correlacion de valores de acuerdo con las distancias de dispersion. Por lo
anterior, la adopcion de la distribucion aleatoria, base de muchos procesos
estadisticos es inadecuada.

b) El énfasis de los métodos cuantitativos es explotar la variabilidad regional
maximizando la heterogeneidad del sistema epidemioldgico, con el propdésito de
entender los factores involucrados en las diferencias regionales del problema. A
diferencia de la vision parcelaria, en la cual se busca reducir la variabilidad con el

propésito de evidenciar el efecto de uno o pocos factores.
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Cuadro 2.4. Caracteristicas y elementos diferenciales entre el enfoque regional y parcelario.

Elementos Regional Parcelario

Objetivo Determinar el efecto de n Determinar el efecto de uno
factores involucrados y sus 0 pocos factores en el
relaciones con el problema problema fitosanitario.
fitosanitario.

Unidad de Conjunto de unidades Una unidad  productiva

Estudio productivas. individual.

Principios de Preventivo en ausencia de la Protectivo y en presencia de

Manejo enfermedad y protectivo. la enfermedad.

Eje integrador/

Base bioldgica

Base estadistica

Métodos
Epidemioldgicos
Interpretacién/

Representatividad

Costos

Recurso humano

Hospedante y la poblacién

sana.

Maximizar la variabilidad
mediante la evaluacion de
factores  heterogéneos  del
sistema epidemiologico.

Multivariados.

Amplia/ Los resultados
explican el problema a nivel
regional.
Mayor.

Requiere entrenamiento sobre

el nuevo paradigma regional.

Patégeno-Plaga y la
poblacion de plantas
enfermas o con dafio.
Reducir la  variabilidad
mediante el control de los
factores del sistema
epidemioldgico.

Univariados.

Restringida/Los  resultados
explican el problema
Unicamente para las
condiciones parcelarias de
estudio.

Menor.

No requiere entrenamiento
puesto que aplica el enfoque

convencional.

24



2.8. Epidemiologia del HLB con enfoque clasico parcelario

Existen pocos estudios epidemioldgicos cuantitativos sobre el HLB, y éstos se basan en
modelos descripticos o inferenciales del comportamiento de esta enfermedad a nivel
parcelario. Lo anterior, se ha justificado en lo complicado de localizar los sitios de estudio
donde se encuentra la enfermedad, y donde las epidemias se pueden seguir a través de
varios afios para entender plenamente su potencial epidémico Gottwald et al. (1989). Esto
es valido si se desea estudios epidémicos con el énfoque clasico, p.e. estudios temporales y
sus resultantes: las curvas epidémicas (Mora-Aguilera et al., 2013, 2014b). Pero no es
valido para una epidemiologia en su concepcion mas amplia donde la prevencion
(exclusion y erradicacion) y proteccion son el objetivo. El sistema epidemioldgico opera
aun sin la presencia del patogeno y eso debe ser motivo de estudio, para patdgenos ausentes
0 de baja prevalencia. En estos casos se enfatiza el estudio de procesos espaciales con
atencion al establecimiento y dispersién (Mora-Aguilera et al., 2014c). El enfoque clasico
propuesto por Gottwald et al. (1989) es muy tardio para prevenir impactos productivos y
ambientales. Actualmente estdn documentados los efectos devastadores de HLB en el
rendimiento de los citricos y las graves pérdidas de calidad (Gottwald et al., 1989;
Gottwald et al., 2007; Bassanezi et al., 2009, 2011; Robles-Gonzalez et al., 2013; Flores-
Sanchez et al., 2015). No es necesario esperar a tener estos efectos para estudiar la
prevencion y manejo de riesgos (Mora-Aguilera et al., 2013, 2014b). En segundo lugar, el
retraso en el tiempo entre la transmision del patdgeno a través de vectores y el inicio de los
sintomas visuales pueden ser muy variables, desde unos meses a uno o mas afios (Gottwald
et al., 1989). Nuevamente, esta idea refleja el enfoque clasico de evaluar el dafio no la
condicion sana bajo un andlisis de riesgo.

Adicionalmente, Bassanezi (2010) menciona que otras razones de la dificultad del estudio
epidemiolégico del HLB podrian ser: 1) que la enfermedad causa rapidamente severas
pérdidas en la calidad y cantidad de la produccion; 2) el potencial de dispersion por la
movilidad del vector a largas distancias; 3) el largo periodo de incubacion de la bacteria,
pero no de latencia, lo que permite la dispersion de este patdgeno antes de ser detectado por
sintomatologia en campo, por lo que para cada arbol sintomatico podria haber 13 arboles
infectados pero asintomaticos. Todo esto es evidencia que los enfoques clasicos parcelarios

no son adecuados para una epidemiologia de gran escala espacial y temporal.
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2.8.1. Comportamiento temporal parcelario

Gottwald (2010) menciona que el incremento en la tasa del progreso de la enfermedad es
influenciada por: a) reservas de in6culo primario con plantas infectadas, b) poblaciones
locales del vector y ¢) edad de las plantaciones y d) numerosos factores ambientales.

En San Pablo, Brasil, la incidencia del HLB puede ser mayor que 50% en tres afios, si el
huerto se encuentra cerca de plantaciones infectadas, y si no se acompafia de un efectivo
control de arboles sintomaticos y del vector (Bassanezi, 2010). Adicionalmente, la edad de
plantas también predispone la epidemia del HLB; de acuerdo con estudios realizados por
Bassanezi, (2010), la evolucién del HLB en huertas jovenes esta en funcion del control de
la enfermedad y de la proximidad con fuentes externas de indculo. En huertos cercanos a
parcelas infectadas, sin un manejo eficiente de la enfermedad (erradicacion), ni del vector,
la incidencia puede superar el 50% en tres afios.

A nivel mundial, se reporta un impacto epidémico alto del HLB (Cuadro 2.5), en Brasil la
incidencia del HLB varié de 0.4 a 40% en 36 meses (Bassenezi, 2010); en Florida de 0.2 a
39% en 10 meses y hasta 100% en China, region de origen de esta enfermedad (Gottwald,
2010).

Cuadro 2.5. Epidemias del HLB en el Mundo parametrizadas con la incidencia final a nivel

parcelario (Gottwald, 2010). Fuente: Mora-Aguilera et al., 2014a.

Localizacion Duracion de epidemia Incidencia final de &rboles
(Afos) sintomaticos (%)

Sud Africa 5.0 98

Isla Reunion 7.0 96

China (Guangxi) 13.0 > 08

China (Guangxi) 9.0 100

Indonesia (Bali) 1.8 76

Vietnam 3.0 96.30

Brasil (Sao Paulo) (34 3.0 26-37

huertos)

Florida (8 huertos) 3-4 >36

México (Colima) 0.8-1 90
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En México, el HLB se detecto en julio 2009, y desde esa fecha se disperso a la mayoria de
los estados citricolas del pais; actualmente se pueden definir dos escenarios epidémicos
principales: 1) regién del Pacifico con mayor intensidad y prevalencia en huertos
comerciales y de la especie limon mexicano, en donde la erradicacion de plantas no fue
posible debido a que el umbral econémico y umbral de establecimiento del patdégeno se
super6 rapidamente y 2) region Peninsula de Yucatan con menor intensidad y prevalencia
en traspatio, principalmente en naranja dulce, en donde la baja carga de inoculo de CLas
podria asociarse a la reduccion de ind6culo primario o erradicacion de plantas enfermas
(Mora-Aguilera et al., 2014a).

En estas regiones existen estudios a nivel de huerto, en los cuales el progreso temporal del
HLB indica que el escenario de México en limon mexicano y limon persa (Cuadro 2.6) es
de mayor intensidad al reportado para naranja dulce en San Pablo, Brasil, Florida, E. U. A.
y China, debido provablemente a la vulnerabilidad de las limas &cidas por periodos de
brotacion contante durante todo el afio (Robles-Gonzélez et al., 2014; Stuchi and Girardi,
2010; Davis and Albrigo, 1994). Sin embargo, es necesario considerar la dimension
poblacional para la estimacion de tasas epidémicas dado que los valores usados para ajuste
de los modelos, p.e. la incidencia es una variable denso dependiente. El efecto de la
poblacién es evidenciado en las epidemias de México, en las cuales la tasa de infeccion

(1/b) depende del tamafio de muestra (Cuadro 2.6).

27



Cuadro 2.6. Epidemias del HLB en México en huertos de limén mexicano (Citrus aurantifolia) en

Colima y limén persa (Citrus latifolia) en Nayarit y Yucatan, México.

Estado Municipio Huerto Especie N Tiempo 1/b* C° r* Yf Cita

(ha) (meses) (%)

Colima  Tecoman Coll L.mex 40 10 0.17 236 097 46 °Robles-

Colima  Tecomn Col2 L.mex 10 7 0002 066 078 3 COnzalez
etal.,
2013

Nayarit Xalisco Nayl L.persa 0.1 6 013 14 091 44 Marquez

Nayarit Xalisco Nay2 L.persa 0.1 6 019 162 0.99 65 etal,
2011

Nayarit Xalisco Nay3 L.persa 0.1 6 032 217 094 70

Nayarit Ahuacatlan  Alto  L.persa 0.3 6 0.02 0.83 088 18 °Esquivel-
Chéavez,
2011

Nayarit ~Ahuacatlan ~ Mod  L.persa 0.3 6 0.01 436 099 85

Nayarit Ahuacatlan Bajo L.persa 0.3 6 0.001 053 091 34

Yucatdn  Tizimin Moct L.persa 0.3 8 0.04 22 095 44  °Loeza-
Kuk et
al., 2010

Yucatan  Tizimin SRosa L.persa 0.1 8 002 13 091 19

Ajustes con el modelo de Weibull: ®Parametro de tasa en su forma inversa; "Parametro de forma de
la curva; °Coeficiente de determinacién del modelo. “Yf: Incidencia final al momento de la

caracterizacion epidémica estimado en fase asintética. *Fuente de datos para analisis propio.

En estos estudios la tasas de infeccion (1/b) méas altas se presentaron en los huertos de
Xalisco, Nayarit con un rango de 0.13 a 0.32, en los cuales se observo la menor poblacién de
plantas (0.1 ha) y con forma irregular. En Colima el huerto Coll, en el cual se realizo la
primera deteccion del HLB en dicho estado, presenté una tasa de 0.17 en 40 ha, lo cual
coindice con el estatus actual de mayor intensidad epidéemica de CLas en esta entidad. En el
caso de Col2 tuvo una tasa de 0.002; sin embargo, se trata de un huerto dentro de las
instalaciones del INIFAP, por lo que posiblemente las condiciones de manejo agronémico,
control del vector influyeron en menor dispersion de CLas. Las menores tasas se observaron
en Nayarit y Yucatan, las cuales oscilaron entre 0.001 a 0.04, en ambos escenarios para limon

persa.
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2.8.2. Comportamiento espacial parcelario

En China, Filipinas e Isla Reunion, se observo y demostré que el progreso espacial de las
epidemias del HLB se produce en agregados de arboles enfermos y con una marcada
direccionalidad (Gottwald et al., 1989; Gottwald et al., 1990).

El efecto de borde es una caracteristica de la distribucion espacial parcelaria de esta
enfermedad y se reporta especialmente en huertos con gran superficie (Bassanezit et al.,
2005; Gottwald et al., 2014). En plantaciones pequefias p.e. menores a 5 ha el efecto de
bordo e interno se presenta concurrentemente (Esquivel-Chavez, 2011; Marquez et al.,
2011). Esta dispersion se asocia a un proceso de dispersion primaria, donde el contagio
ocurre con vectores infectivos provenientes de huertos infectados. Adicionalmente, se
reporta un gradiente de distribucion de los arboles sintomaticos entre los primeros 30 a 40
m desde el borde de las plantaciones (Gottwald et al., 2014a), el cual se asocia a la
dispersion local que ocurre dentro del huerto o en agregados de arboles enfermos,
favorecido por indculo secundario que es dispersado por la movilidad en saltos que realiza
Diaphorina citri (Bassanezit et al., 2005; Gottwald et al., 2014a).

Por otro lado, se observo que las infecciones de CLas tienden a acumularse, con mayor
incidencia, en las areas abiertas de las grandes plantaciones como: carreteras, canales,
estanques, contenedores, casas y almacenes para equipos de campo (Gottwald et al.,
2014a), posiblemente por ser areas de exposicion a los vientos.

Se demostré cierta evidencia de agrupacion entre arboles enfermos adyacentes, sin
embargo, ésta no fue particularmente fuerte. Se encontraron grupos definidos de &rboles
infectados con CLas asociados con grupos secundarios, a una distancia entre 25y 50 m, lo
que sugiere que a nivel parcelario, el movimiento del vector, parece ocurrir tanto de en
arboles vecinos, asi como hasta una distancia de 25 a 50 m, este ultimo indica nuevos focos
de infeccion en la parcela, producto del in6culo secundario generado en las plantas
infectadas inicialmente (Gottwald et al., 1989; Gottwald et al., 1990; Bassanezi et al.,
2005; Irey et al., 2006).

Lopes et al. (2007) menciond que en Sao Paulo, Brasil las causas del progreso espacial
irregular del HLB pueden deberse a otros factores como variaciones climatologicas (en
particular la temperatura) favoreciendo de forma diferenciada tanto a la multiplicacion del

insecto vector como la multiplicacién del patdgeno en tejidos de plantas hospederas.
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2.9. Epidemiologia del HLB con enfoque regional

2.9.1. Comportamiento temporal

Los modelos temporales, aunque son racionalmente intuitivos para realizar estimaciones a
n-escenarios de tiempo, (p.e. afios después del ingreso de una plaga), su empleo a una
escala regional en el caso del HLB es reciente. Este tipo de modelos se han aplicado para
estimar los efectos del HLB a nivel parcelario, incorporando con ello la “gradualidad” de la
infeccion. A partir de estos modelos se han inferido estimaciones regionales (Lopez and
Durborow, 2014; Neves 2013; Miranda et al., 2012). Sin embargo, este enfoque parcelario
no incluye procesos de dispersion a nivel regional y no pueden extrapolarse. Una tase
epidémica parcelaria no es representativa o extrapolable a una tasa regional, debido a que el
fendmeno de contagio en poblaciones extensivas y con cierto grado de discontinuidad
espacial opera a una menor velocidad.

Por lo anterior, Mora-Aguilera et al. (2013) propusieron un modelo integrativo del
comportamiento temporal de esta enfermedad a tres niveles espaciales: parcela (proporcion
de plantas enfermas), subregion (hectareas enfermas del total del municipio) y region
(municipios con HLB del total del estado) (Figura 2.6), bajo la premisa de que la dispersion
y el incremento de la incidencia del HLB es gradual, no lineal, y con una tasa (positiva o
negativa) dependiente de factores climéticos, varietales, manejo productivo y bioldgicos

(asociados al vector y a la bacteria).
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Figura 2.6. Epidemias del HLB ajustadas a modelos temporales a tres niveles espaciales: A)
regional o estatal, B) subregional o municipal y C) parcelario. Con datos de SENASICA, 2016,
Robles-Gonzélez et al., 2013; Esquivel-Chéavez, 2011; Marquez et al., 2011; Loeza-Kuk et al.,
2010.
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Este modelo integrativo fue posible por el uso del model Weibull, el cual tiene como
caracteristica que es flexible, es decir, permite el ajuste de una familia de curvas como las
observadas en HLB (Figura 2.6). Su aplicacion y validacion se realizo para estimaciones de
pérdidas a nivel nacional en escenarios de 1, 3 y 5 afios (Salcedo et al., 2010). En otros
estudios de impactos de Clas se han asumido modelos parcelarios (Miranda et al., 2012) o
se han asumido arbitrariamente por niveles de incidencia (Petri y Nicol&s, 2015).

2.9.2. Comportamiento espacial

La espacialidad es un componente epidemiolédgico obligado para estimaciones de riesgos
regionales, debido a la “gradualidad” del fenémeno de contagio fuertemente influenciado
por la heterogeneidad de las tecnologias productivas, en adicion a factores abidticos (Mora-
Aguilera et al., 2013a; 2013b; 2013c).

En Florida, empleando los datos de Irey (2009) e integrandolos en un enfoque
metodoldgico de gradientes, sugieren que la distancia de dispersion del HLB, a partir de
focos iniciales, fue de 150 a 280 km en 28 meses. En S&o Paulo, Brasil, la distancia
méaxima de dispersion varié entre 180 y 210 km en 72 meses (Bassanezi et al., 2005). En
ambos casos, solo se reporta la distancia final de dispersién con base en detecciones
oficiales por las dependencias gubernamentales de sanidad vegetal de ambos paises.
Gottwald et al. (2010) reportaron una amplia gama de distancias de dispersion espacial
hasta de 3.5 km, con una distancia promedio de 1.5 km; sin embargo, esta informacién se
obtuvo a partir de un estudio llevado a cabo en una superficie de 729 ha, es decir una
superficie amplia pero restrictivo para un enfoque regional. Tampoco se empled un enfoque
de gradientes.

En México, un estudio epidemioldgico disefiado para estimar los gradientes de dispersion
de CLas se realizo en la Peninsula de Yucatan a partir de focos de infeccion iniciales de
ClLas se determind que las distancias de dispersion dependieron del factor viento, ya que en
direccion a favor de los vientos dominantes, la distancia maxima de dispersion del HLB fue
de 80 km, mientras que en contra del viento la distancia fue a 25 km (Figura 2.7) (Flores-
Sanchez et al., 2011).

Adicionalmente, en Colima se reportd un escenario de alta intensidad epidémica similar a

Brasil, debido a que la dispersion del HLB alcanzé el limite territorial de 90 km en solo
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cinco meses, posterior a su deteccién (Robles-Gonzélez et al., 2013). Debido a que un
gradiente es funcidn de los componentes del sistema epidemioldgico, este tipo de estudios
son necesarios a nivel de cada escenario regional a partir de los primeros focos o deteccién
de la infeccidn primaria, Su utilidad fundamental es en el establecimiento de criterios de

muestreo con fines de exclusion y erradicacion (Mora-Aguilera et al., 2014b, 2014c).
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Figura 2.7. Gradientes de dispersion de CLas a partir de focos iniciales en Yucatan y Quintana
Roo, con distancias entre 25 y 80 km, en contra y a favor de los vientos, respectivamente. Fuente:
Flores-Sanchez et al., 2011.
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CAPITULO Il

EPIDEMIOLOGIA COMPARATIVA DE LA INTENSIDAD EPIDEMICA DEL
HUANGLONGBING EN DOS ESCENARIOS REGIONALES DE MEXICO

RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo analizar comparativamente los procesos epidémicos
entre las regiones del Pacifico (PCO) y Peninsula de Yucatan (PEN) con el propdsito de
operar acciones preventivas y protectivas mas racionales y eficientes que permitan la
rentabilidad productiva. Se evaluaron 15 variables asociadas al sistema epidemiol6gico. El
HLB se encontro presente en 176/197 huertos, en Colima 35, con cronicidad promedio del
66% (+16.7); en Michoacan 131, con cronicidad promedio del 33.8% (+30.7); en Yucatan
6, con cronicidad promedio del 6.5% (+18.4); en Campeche 3, con cronicidad promedio del
1% (£2.3); y en Q. Roo 2, con cronicidad promedio del 25% (£10.6). A nivel unifactorial,
la region del PCO fue significativamente mayor que la PEN, en cuanto a cronicidad
(49.9%, +31.8), especie citricola (165.1, moda= 111.0), vigor de arboles (119.1, moda=
151.8), numero de brotes (20.4, +6.4), numero de plagas (126.9, moda= 91.3),
concentracion de CLas en planta (7.7, £6.9) y vector (7.7, £7.6), nUmero de generaciones
potenciales (NGP) (16.4, £3.4), indice de abundancia citricola (IAC) (0.34, £0.18) e indice
de traspatio (IT) (0.21, £0.10) (P<0.05). A nivel multifactorial, se generé un indice
multivariado (IM) con las variables que explicaron el 90% de la varianza: edad de plantas,
nivel de manejo agronémico de los huertos, concentracion de CLas en planta, NGP vy
namero de brotes, con distinto peso segln el componente. ElI IM fue significativamente
mayor en la region PCO, en Colima fue IM=0.01 y en Michoacan 1IM=0.005, en
comparacion con PEN, en la cual Campeche y Yucatan tuvieron el menor con IM=0.0004 y
Q. Roo IM=0.0007 (P<0.0001). Adicionalmente, el progreso temporal del HLB fue de
menor velocidad e intensidad en la regién PEN (1/b=0.02) que en la region PCO (b=0.07),
lo cual permite sustentar que la baja carga de inéculo de CLas en planta y vector y la
reducida disponibilidad de tejido, y en consecuencia menor NGP, mantienen una condicion
de baja prevalencia del HLB, en comparacion con la region del PCO en donde existe una
condicion endémica y créonica de esta enfermedad.
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1. INTRODUCCION

El concepto de regionalidad en estudios fitosanitarios es un desafio y una oportunidad de
desarrollo que provee una visién de sustentabilidad productiva. Adicionalmente, si el
cultivo y su productividad es el eje central de integracion fitosanitaria y tecnoldgica, es
posible desarrollar modelos racionales productivos y sustentables (Mora-Aguilera et al.,
2013, 20144, 2014b). Un ejemplo de la importancia de una vision regional es el estudio del
cambio climético en la sanidad de cultivos, el cual es imposible entender y explicar con
estudios en una dimension espacial local o parcelaria (Mora-Aguilera et al., 2013, 2014b;
Parnell et al., 2012).

En el control de plagas insectiles, Hendrichs et al., (2007) acufiaron el concepto de manejo
integrado de plagas en areas amplias (enfoque regional) e indicaron que este enfoque es
mejor que el manejo integrado de plagas a nivel parcelario, debido principalmente, a que
reduce las poblaciones de insectos plagas durante mayor tiempo, reduce el uso de
insecticidas por lo que tiene un menor efecto ambiental y también reduce los costos de
aplicacion. Hendrichs et al. (2007) sefialaron que el enfoque parcelario es altamente
reactivo y se basa en el control de la plaga cuando los niveles de la misma tienen
implicacion econdmica, mientras que el enfoque regional o de areas amplias es preventivo
y sustentable al cubrir una mayor area y tener un efecto duradero en la reduccion de las
poblaciones de la plaga.

Esta visidn reactiva también se utiliza en areas como la Epidemiologia, ya que el enfoque
clasico de esta disciplina se basa en el principio de infeccion, el cual tiene como
consecuencia el estudio de la poblacion de plantas enfermas (Vanderplank, 1963; Zadoks
and Schein, 1979), es decir, la epidemiologia se estudia a partir de focos de infeccion y bajo
un escenario del principio de proteccion. Sin embargo, tal como el control de plagas lo
sefiala esta vision reactiva es restrictiva, insustentable y requiere la aplicacion de una
estrategia preventiva, la cual explique holisticamente los factores regionales involucrados
en una epidemia. Por lo tanto, un estudio epidemioldgico con enfoque regional requiere la
integracion de los subsistemas del sistema epidemioldgico, mediante la evaluacion de
variables del hospedante, patdgeno, vector, clima, manejo, y suelo (Cabrera-Hidalgo et al.,
2014; Mora-Aguilera et al., 2013, 2014a; Flores-Sanchez et al., 2012).
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Aunque el concepto regional es intuitivo (Hendrichs et al., 2007; Bove, 2012) se requiere
un planteamiento conceptual a diferentes niveles de integracion bioldgica, espacial,
metodologica y operacional. Un modelo de estas caracteristicas fue propuesto por Mora-
Aguilera (Mora-Aguilera, 2003. Notas de curso de Epidemiologia Agricola) y empleado
como base racional para estudios epidemioldgicos regionales en cocotero (Géngora et al.,
2004), citricos (Dominguez-Monge, 2011), nopal (Alonso-Barrera et al., 2014), fresa (Ceja-
Torrez et al., 2014) y recientemente en café (Mora-Aguilera et al., 2014e, 2014f, 2014g;
Coria-Contreras et al., 2014a, 2014b) y agave (LANREF, 2016. Comunicacion personal).
La regionalidad en epidemiologia es por lo tanto reciente y su analisis e incorporacion a
esta disciplina esté en desarrollo (Mora-Aguilera et al., 2013, 2014b).

Por lo anterior, la epidemiologia regional se refiere al estudio de procesos epidemioldgicos
en un area constituida por un conjunto de unidades de produccidn que mantienen relaciones
productivas, econdémicas y ambientales (Cuadro 2.4) (Mora-Aguilera et al., 2013, 2014a,
2014b).

La vision reactiva de la epidemiologia se ha aplicado con el Huanglongbing de los citricos
(HLB), enfermedad ampliamente distribuida en la citricultura mundial (Bové, 2006; Da
Graca, 1991; Gottwald, 2010). Los estudios epidemioldgicos se han basado en modelos
descriptivos del comportamiento del HLB, a nivel parcelario (Gottwald et al., 2006; 1989;
2014b; Aubert et al., 1984; Bassanezi et al., 2006). No obstante, en este patosistema,
existen algunos estudios que muestran que el enfoque regional de control es mas efectivo
que el parcelario (Gottwald et al., 2014a; Bassanezi et al., 2013a; Bové, 2012; Rogers et
al., 2011). Bassanezi et al. (2013a) demostraron que el control regional de Diaphorina citri
(DC), vector de Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) y C. L. americanus, bacterias
asociada al HLB en San Pablo, Brasil, permite reducir la incidencia de esta enfermedad
hasta el 75%, requiere programas menos intensivos de control local del vector, y reduce los
costos de manejo del HLB, porque las aplicaciones son menos intensivas y mas eficientes.
Sin embargo, en estos trabajos no se ha realizado un esfuero por entender el progreso
epidémico a nivel regional que permita la planificacion de control o estimar los potenciales
impactos productivos (Mora-Aguilera et al., 2014c)

En México, CLas se detectd por primera vez en Julio de 2009 en Tizimin, Yucatan y

actualmente se encuentra presente en 19 de los 24 estados citricolas del pais (SENASICA,
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2015). El comportamiento epidémico de esta enfermedad permitio definir dos escenarios
epidémicos contrastantes (Mora-Aguilera et al., 2014a): 1) Regién del Pacifico, con mayor
intensidad epidémica y con prevalencia en huertos comerciales; esta region se integra por
los estados de Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan, Guerrero y Oaxaca, con una superficie
citricola de 100,932 ha, de las cuales el 90% es limon mexicano (Citrus aurantifolia
Swingle Christm.) y limon persa (Citrus latifolia Tanaka) (SIAP, 2015), y 2) Peninsula de
Yucatan, con menor intensidad epidémica y con prevalencia en traspatios; esta region se
integra por los estados de Quintana Roo, Campeche, y Yucatan, con una superficie citricola
de 27,698 ha, de las cuales el 95% es naranja dulce (Citrus sinensis L. Osbeck) (SIAP,
2015). Sin embargo, esta caracterizacion se basa principalmente en los reportes de plantas e
insectos con CLas por parte del sector oficial de Sanidad Vegetal de México (SENASICA,
2015) y en algunos estudios parcelarios de diagnostico epidemiolégico y analisis de
gradientes (Esquivel-Chavez, 2011; Méarquez et al., 2011; Flores-Sanchez et al., 2011).

Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue realizar un analisis comparativo
regional que permitiera parametrizar los procesos epidémicos entre las regiones del
Pacifico y Peninsula de Yucatan con el proposito de operar acciones preventivas y

protectivas mas racionales y eficientes que permitan la rentabilidad productiva.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Seleccion de sitios de estudio

En un estudio epidemioldgico regional la representatividad de la heterogeneidad es
fundamental (Mora-Aguilera et al., 2014a , 2013). La seleccion de sitios de muestreo a
nivel regional se realizd con base en la estimacion de un factor de riesgo por unidad
espacial (municipio), el cual se calculé con un método ponderativo de variables del sistema
epidemioldgico: hospedante, patdgeno, vector, clima, manejo, y suelo. Esta metodologia se
ha empleado en diversos estudios para definir riesgos regionales y para establecer sistemas
de vigilancia epidemioldgica, en otros pato-sistemas (Cabrera-Hidalgo et al., 2014; Mora-
Aguilera et al., 2014c; Mora-Aguilera et al., 2013; Flores-Sanchez et al., 2012). Las
regiones de estudio fueron el Pacifico (PCO) con los estados de Colima (Tecomén y
Armeria) y Michoacéan (Tepalcatepec, Buenavista, Apatzingan, Paracuaro, Mugica, Gabriel
Zamora y La Huacana) y Peninsula de Yucatan (PEN) con los estados de Quintana Roo (O.

P. Blanco), Campeche (Campeche y Escarcega), y Yucatan (Tizimin, Dzan, Oxksutzcab,
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Ticul y Kinchil) (SIAP, 2015). EI numero de sitios de muestreo se estimd con las siguientes

ecuaciones:

Nue = (Sup — i"Fact —i /Y Fact—i)*N [E.1]

Donde: Nue= Numero de unidades espaciales; Sup-i= Superficie citricola por unidad
espacial-i; Fact-i= Factor de ponderacién por unidad espacial-i; N= nimero de unidades

espaciales factibles de evaluar.

Fact —i = (Sup - i) * (IndSuscep—i) * (Car.gaCLas—i) * (IndDC—i) * (IndTrasp—i) [E-Z]

Donde: Fact-i = Nivel de riesgo por unidad espacial-i; Sup-i= Superficie sembrada (ha) de
especies citricolas por estado, distribuida en cuartiles, en relacion al total de la superficie
citricola del estado. A mayor superficie mayor valor de ponderacion; Indpc= Indice de D.
citri (DC) obtenido con el modelo de dindmica poblacional de D. citri generado por Torres-

Pacheco et al., 2013 a nivel nacional.

Indicesyseep = [Z:;l(Sup — i * PondSuscep;)] / Subtota [E.3]

Donde: Indicegyscep= indice de susceptibilidad relativa de especies citricolas a Candidatus
Liberibacter asiaticus; Sup-i= Superficie sembrada de n especies de citricos: limon
mexicano=LM, limon persa=LP, limén italiano y toronjo=LI,T, mandarina=M y naranja
dulce=ND, por unidad espacial; PondSuscepi= Valor ponderado de la susceptibilidad de
especies citricolas a Candidatus Liberibacter asiaticus, LM=5, LP=4, LI, T=3, M=2 y
ND=1 (Esquivel-Chavez et al., 2012); SupCitriy= Total de superficie citricola sembrada

en cada region.

Cargacrqas = (Region) + (Cercaniafoco) + (PositivosVeg) + (Positivospg;;) [E.4]

Donde: Cargac.,s = Indicador del nivel de incidencia en planta y vector; Region=
Vertientes con categorias epidémicas por sun nivel de intensidad (Peninsula=1,

Pacifico=2); Cercaniasc,= Indicador (1-4) del riesgo por cercania de regiones con HLB:
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Region con presencia=4, Region Contigua a una con presencia de HLB=3, Region
Intermedia a una con presencia de HLB=2 y Regién Distante a una con presencia de
HLB=1; Positivos.g: Incidencia de numero de muestras vegetales positivas a HLB por
municipio, con datos del SENASICA; Positivospsi: Incidencia de nimero de muestras de

vector positivas a HLB por municipio, con base de datos del SENASICA.

IndTrasp = [(Indasentrum) + (IndSup—i) + (IndAgri)]/?’ [E.5]

Donde: IndTrasp=indice de traspatio; Indsseniyum= Indice generado a partir de la
superficie (ha) del territorio municipal entre la superficie (ha) de asentamientos humanos.

Indg,,_; = Indice generado con la superficie citricola (ha) del municipio entre la superficie
(ha) territorial del municipio; Indygy; = indice generado con la superficie agricola (ha) del

municipio entre la superficie (ha) territorial del municipio.

Los huertos se seleccionaron por criterios de riesgo de presencia y dispersién de CLas, tales
como rutas de movilidad, preferencia a especies acidas por mayor vulnerabilidad y

atraccién de DC.
2.2. Método de muestreo

El segundo nivel de muestreo en un estudio regional es el parcelario. El muestreo parcelario
se realiz6 con el método “T, el cual se nombre asi por la forma de seleccion de plantas a
evaluar. Es un método sistemético y de gran practicidad por ser de patrén de muestreo
continuo. Consiste en seleccionar 20 plantas por huerto, intercaladas 1 cada 3, se
seleccionan 10 plantas del bordo del huerto y 10 hacia el interior del huerto, en doble
transecto sobre la planta 5 y 6. Esta propuesta se basa en el efecto bordo de distribucion
inicial del HLB, por infestacién de vectores provenientes de fuente de indculo externo que
inducen infecciones en los arboles periféricos de los huertos citricolas, en un gradiente de
dispersion de 30 a 40 m hacia el interior del huerto (Gottwald et al., 2014b; Robles-
Gonzélez et al., 2013; Bassanezi et al., 2006). También se baso en estudios preliminares en
México de la infestacion de DC en huertos de tamafio medio (< 10ha), antes del ingreso de
CLas, los cuales demostraron la colonizacién de bordo e interior del huerto dependiendo de

la infestacion del huerto (DGSV, 2008. Comunicacion Personal).
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2.3. Variables evaluadas

Se evaluaron 15 variables por huerto, las cuales se seleccionaron con base en los
subsistemas del sistema epidemioldgico: planta-patdgeno-vector-manejo. A nivel de huerto
se evalud: tipo de especie citricola (valor ponderado por vulnerabilidad de especie citricola,
LM=3, LP=2 y ND=1), superficie sembrada (ha), tipo de riego (rodado o microaspersion),
nivel de manejo agrondmico (BT=baja tecnificacion y AT=alta tecnificacion), indice de
abundancia citricola, indice de traspatio [E.5], cronicidad del HLB (promedio de severidad
de 20 plantas evaluadas por huerto), concentracion de CLas en planta y vector y numero de
generaciones potenciales (NGP). A nivel de planta se evalud: edad, vigor de arboles,
brotacion, nimero de plagas y enfermedades y severidad del HLB; para la evaluacion de

variables a nivel de planta se empled una escala nominal (Cuadro 1).

Cuadro 1. Escala nominal empleada para la evaluacion de cinco variables a nivel de planta, en 191
huertos de 17 municipios de los estados de Colima, Michoacan, Yucatan, Q. Roo y Campeche

durante marzo a mayo de 2015.

Clases Edad Vigor No. plagas y Brotacion® Severidad
(afios) enfermedades (%)°

0 2-4 Muerto 0 NUmero de brotes 0

vegetativos
1 4-8 Malo 1-3 25
presentes en un

2 8-10 Bueno 4-8 cubo de 50 cm®, en 50

3 >10 Muy Bueno >8 cuatro puntos 75

4 NC Excelente NC cardinales del dosel 100

de los arboles

®NC: Clase no considerada; "NUmero de brotes vegetativos por punto cardinal evaluados con un
cubo de 50x50x50 cm, del reciente periodo de brotacion; “Porcentaje de copa con sintomas de HLB
(Flores-Sanchez et al., 2015).

El nivel de manejo agrondmico se obtuvo mediante una encuesta a los productores, en la
que se evaluaron las siguientes categorias: aspectos generales de los huertos como
superficie. especie, propiedad del huerto (AG), nivel general de nutricion (N), vigor de

arboles (V) (, control de maleza (CM), control general de plagas y enfermedades (CPE), y
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tipo y frecuencia de riego (R); a partir de estos datos se estimd un factor de ponderacion por
inductividad al HLB (FP1), el cual fue la suma de los valores parciales por categoria:

FPI = ¥(AG,N,V,CM, CPE,R) [E.6]

El nivel de tecnificacion por huerto se obtuvo con la regla de decision:

NT = si(FPI <—=,"BT","AT") [E.7]

Donde: NT= Nivel de tecnificacion de los huertos; FPI= Factor de ponderacion por
inductividad al HLB; BT= Baja tecnificacion y AT= Alta tecnificacion.

El indice de abundancia citricola, un estimador de la abundancia relativa del hospedante a
nivel de unidad espacial agricola, en este caso se estimd por municipio asociado de los

huertos evaluados. Se uso la siguiente ecuacion:

IAC = Supcitri/SupAgri [E.8]

Donde: IAC= indice de abundancia citricola; Supcitri= Superficie citricola sembrada del
municipio; SupAgri= Superficie del municipio destinada a la produccion de cultivos

agricolas.

Con el propdsito de obtener un indicador de la poblacion de D. citri y determinar su efecto en
el estatus epidémico del HLB en las regiones evaluadas, se realizo la estimacion del grados
dias desarrollo (GDD) mediante el método del seno simple (Allen, 1976). EI numero de
generaciones potenciales (NGP) se calcul6 dividiendo los GDD/ 211, el cual es una
constante de los GDD necesarios para que D. citri complete una generacion (Nava et al.,
2007). Los datos del promedio diario de temperatura se obtuvieron de la red de estaciones
climaticas de la Comisién Nacional del Agua (CONAGUA, 2015) distribuidas en México,
durante el periodo 2005 al 2010; y se corrigieron por periodos de brotacion por region
citricola y especie producida. Para corregir por periodos de brotacion, se usaron los datos
generados por esta investigacion o se infirieron de Torres-Pacheco et al. (2013);

Veldzquez-Monreal et al. (2012); Lozano-Contreras y Jasso-Argumedo, (2012). Esta
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correccion se sustenta en estudios que sugieren que existe fenologia apta para la
colonizacién de DC, la cual no es constante durante todo el afio (Tsai et al., 2002; Liu and
Tsai, 2000). Esto permite estimar con mayor precision la poblacion de DC mediante el
NGP.

2.4. Cuantificaciéon de CLas en planta y vector

Con el propésito de determinar la presencia y concentracion de CLas en planta y vector. En
cada huerto se colectaron muestras vegetales compuestas de ocho hojas por arbol, de los 20
arboles evaluados con el método “T”; y una muestra compuesta de adultos de DC.

La cuantificacion de CLas en planta y vector se obtuvo mediante la técnica PCR tiempo
real. Inicialmente se realizé el aislamiento del ADN de tejido vegetal, con el método CTAB
2% (Doyle y Doyle, 1987) con buffer salino, para 100 mg de tejido vegetal. Para insectos,
el ADN se extrajo con el kit DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Valencia, CA). La
deteccion y cuantificacion se realizd en un termociclador StepOne™ (Applied Biosystems
®), con los primers HLBas (5"-TCG AGC GCG TAT GCA ATA CG-3"), HLBr (5-GCG
TTA TCC CGT AGA AAA AGG TAG-3), y sonda (5"- AGA CGG GTG AGT AAC
GCG-3") (Li et al., 2006). La reaccién consistié en un programa de termociclaje de 95 °C
por 3min, 40 ciclos de 95°C por 5 s; 59 °C por 40s y 59 °C por 35s.

Para la cuantificacion del numero de copias gendmicas de CLas en las muestras, se generd
una curva de calibracion externa. Se utilizo el fragmento del gen 16S rDNA clonado en un
plasmido (PGEM-T ® Promega®). El cual se purifico y cuantifico por uv-
espectrofotometria (Nanodrop 1000) y se realizaron diluciones seriales; éstas se sometieron
a amplificacion con tres repeticiones por concentracion y se utiliz6 una regresion
logaritmica base e=2.3132 para estimar la concentracion de CLas (y) donde y = 41.95 (-
3.373) * LN(Ct) +, la cual se expresa en numero de copias del gen 16S ADNr. Con el
propdsito de evitar variabilidad por la cantidad de ADN entre muestras, y para que estas

fueran comparables, se realiz6 una dilucién a 20 ng/pL.
2.5. Analisis de datos

Se generd una matriz primaria de los valores promedio de cada variable por huerto. Con el

proposito de determinar a nivel exploratorio, la comparacion entre entidades federativas
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con respecto a las variables de campo, se realiz6 un ANOVA vy prueba de comparacion de
medias de dichas variables, por estado y municipio (Tukey, P<0.05). Las variables
nominales se convirtieron a rangos mediante analisis no paramétrico con el procedimiento
PROC RANK de SAS. Se generaron modelos de regresion maltiple por municipio citricola
para examinar la influencia de las variables del sistema epidemioldgico en la cronicidad del
HLB como indicador de la intensidad epidémica de esta enfermedad (Mora-Aguiera et al.,
1993; Freud and Littell, 2000).
Adicionalmente con la matriz primaria se realizé un analisis de componentes principales
(ACP), de acuerdo con la metodologia propuesta por Mora-Aguilera y Campbell (1997).
Con esta metodologia se busca reducir el nimero de variables a las més pertinentes, sin
perder la capacidad explicatoria del conjunto de datos originales. Se eliminan variables con
un peso relativamente alto de correlacion (Hawkins y Fatti, 1984; Jolliffe, 2002).
Inicialmente, se analiz6 la matriz de correlacion del conjunto original de datos y la
estructura de componentes principales (CPs), estimada con el procedimiento PROC
PRINCOMP, para detectar el grado de colinearidad entre las variables. Mediante el ACP se
determiné el nimero de CPs a seleccionar con el criterio de varianzas parciales altas (A >
0.7, A = eigenvalue) (Jolliffe, 2002) y el porcentaje acumulado de varianza total explicada
por los CPs (70-90%). La seleccion preliminar de las variables asociadas a los CPs que se
eligieron se hizo mediante el criterio de CPs mayores (A > 0.7) y menores (A < 0.7)
analizando los eigenvectors de la matriz de correlacion (Hawkins y Fatti, 1984). Las
variables asociadas a CPs menores se eliminaron por correlacionarse con otras variables o
por ser irrelevantes en la caracterizacion de la estructura de los datos. Posteriormente, se
hizo la rotacion de CPs mediante el procedimiento PROC FACTOR seleccionando las
variables con pesos absolutos altos asociadas a los factores (Mora-Aguilera y Campbell,
1997). Todos los analisis se realizaron en SAS® 9.0 (SAS Institute, 1900).
Con el propésito de determinar el efecto de los factores integrados en la intensidad
epidémica del HLB, por region citricola, se generd un indice Multivariado (IM) con los
valores del anélisis de factores obtenidos mediante el procedimiento PROC FACTOR de
las variables que se seleccionaron a partir del analisis de CPs (Mora-Aguilera et al., 2013),
el cual se estimd con la siguientes ecuaciones:

IM = Ncp [(Factorl )(VpCpl) + -+ + (Factor — n)(VpCp — n)] [E.9]
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IndRel = 1/IndMulti [E.10]
Donde: IM: indice multivariado; NCPs: Nimero de componentes principales; VpCp: Varianza
proporcional del componente principal /,...n.; Factor 1, Factor 2, Factor n: es el vector asociado al
Factor-i. IndRel: indice multivariado relativo a las regiones evaluadas.
El IndRel se utiliz6 para realizar un ANOVA vy prueba de comparacién de medias, con Tukey
(P<0.05), por estado y municipio evaluado. El IndRel se empled también para generar mapas
interpolados por entidad federativa, mediante el software ArcGis® 9.2 (ESRI, 2003) por el método
de proyeccion geoestadistica inverso de la distancia (IDW). Para ello se emplearon puntos de
referencia con fines de ajustar la proyeccion al total del area muestreada.
Finalmente, con el propdsito de determinar el efecto del comportamiento temporal del HLB
en la intensidad epidémica actual de esta enfermedad, se ajustaron datos de incidencia
(porcentaje de municipios con presencia de la enfermedad por estado evaluado) y tiempos
de deteccion (meses), mediante el modelo temporal Weibull (y = 1-[""P) el cual se utilizé
con el método no derivativo DUD de PROC NLIN de SAS 9.0; donde y representa la
incidencia del HLB, t es el tiempo, b es un estimador del pardmetro de tasa en su forma
inversa y ¢ es el pardmetro de forma de la curva (Pennypacker et al., 1980; Mora-Aguilera
et al., 1996). El estimador de los parametros b, ¢ y R? se utilizaron para determinar el ajuste
de los modelos. Adicionalmente, se estimé el Area Bajo la Curva del Progreso de la
Enfermedad (ABCPE) con la expresion: ABCPE = [X (yi+yi+1)/2dti ]/n, donde yi e yi+1
son los valores de incidencia del HLB y dti son los tiempos de deteccion (Shaner y Finney,
1977).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Con el proposito de determinar los factores determinantes en la inductivdad de la intensidad
epidémica del HLB entre egiones citricolas del Pacifico (PCO), la cual se representé con
los estados de Colima y Michoacan; y Peninsula de Yucatan (PEN), con los estados de
Yucatén, Q. Roo y Campeche, se evaluaron 3940 arboles en 197 huertos comerciales de los
cuales el 84% fue limon mexicano, el 9% limon persa y el 7% naranja dulce, en 23
municipios citricolas de dichas regiones.

El HLB se encontro presente en 176 huertos del total evaluado, en Colima 35/35, con
cronicidad promedio del 66% (+16.7); en Michoacan 131/132, con cronicidad promedio del
33.8% (£30.7); en Yucatan 6/15, con cronicidad promedio del 6.5% (+18.4); en Campeche
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3/9, con cronicidad promedio del 1% (+2.3); y en Q. Roo 2/2, con cronicidad promedio del
25% (+10.6); y (Cuadro 2).

3.1. Efectos unifactorial del sistema epidemioldgico sobre la intensidad epidémica del
HLB
A nivel univariado, la region del Pacifico fue significativamente mayor que la Peninsula de
Yucatan, en cuanto a cronicidad (49.9%, +31.8), especie citricola (165.1, moda= 111.0),
vigor de arboles (119.1, moda= 151.8), nimero de brotes (20.4, +6.4), nimero de plagas
(126.9, moda= 91.3), concentracion de CLas en planta (7.7, £6.9) y vector (7.7, £7.6),
nimero de generaciones potenciales (NGP) (16.4, £3.4), indice de abundancia citricola
(IAC) (0.34, £0.18) e indice de traspatio (IT) (0.21, £0.10) (P<0.05) (Cuadro 2). En las
variables superficie, edad de plantacion, tipo de riego y manejo agronémico no se
encontraron diferencias significativas entre regiones. Los valores mas altos en todas las
variables se encontraron en Colima y Michoacan. Los valores mas bajos corresponden a

Campeche (Cuadro 2).

Cuadro 2. Promedio de valores por variable evaluada en 191 huertos de 17 municipios de mayor
importancia citricola de los estados de Colima, Michoacén, Yucatan, Q. Roo y Campeche durante
febrero a abril de 2015. Valores con al menos una letra diferente indican diferencias significativas
(Tukey, P<0.05).

Variables Pacifico Peninsula de Yucatan
Colima Michoacan  Yucatan Q. Roo Campeche

Especie 111.0a 109.6 a 13.4b 13.0b 15.3b
Superficie 10.8 a 114 a 49a 25a 2.8a
®Edad 1145a 84.6a 135.3a  150.0a 122.8a
®Manejo 1146a 1134 a 83.4a 70.5a 93.2a
®Riego 1204 a 85.2a 146.1a 62.5a 105.4 a
Cronicidad 66.02 a 33.9ab 7.8Db 25Db 0.29b
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4Vigor
Brotes
®Plaga

ClLas planta
ClLas vector
NGP

IACI

IT

148.2 a
23.8a
176.0 a
10.6 a
10.5a
19.6 a
0.34 a
0.35a

89.8 ab
19.5ab
77.7Db
7.0ab
6.9 ab
155b
0.33a
0.17b

73.8b

12.4 bc

759b
0.88b
0.56b
109¢c

0.24 ab

0.13c

420D
74c
108.3 b
1.10b
040D
12.0 bc
0.005 b
0.08 ¢

(Continuacion...)

54.1b
58¢

105.7 b

0.07b
0.01b
114c
0.03b
0.09c

®ariables nominales convertidas a rangos con analisis no paramétrico mediante
procedimiento PROC RANK de SAS V9.0.

el

Cuadro 3. Coeficientes de correlacion y niveles de significancia de 15 variables descriptivas

estimadas en 191 huertos de 17 municipios de los estados de Colima, Michoacéan, Yucatan, Q. Roo

y Campeche durante febrero a abril de 2015.

. . . . Cron- CLas- ClLas-

Variables Sup Edad Riego Manejo Vigor Plaga Brotes HLB Planta Vector NGP IAC IT ICC
Especie 02 -02 0.1 0.3 0.1 0.6** 0.4 0.3 0.3 05** 04 0.3 0.4
Sup -0.1 0.3 0.1 0.0 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1 -0.1 0.2 0.1
Edad -0.1 -0.3 0.2 -0.2 -0.2 -0.2 -0.2 -0.1 0.0 0.1 -0.1
Riego 0.7%* 0.1 0.1 0.1 0.1 0.0 0.0 0.1 -0.1 0.2 0.0
Manejo 0.2 0.1 0.2 0.2 0.1 0.1 0.2 -0.1 0.2 0.0
Vigor 0.4 0.4 0.3 0.2 0.1 03 0.1 03 02
Plaga 0.2 0.4 0.3 0.2 0.3 -0.1 0.4 0.0
Brotes 0.4 0.3 0.3 0.4 0.3 0.4 0.4
Cron-

HLB 0.9** 0.8** 0.2 0.0 0.5** 0.1
ClLas-

Planta 0.9** 0.1 0.0 0.3 0.1
ClLas-

Vector 0.1 0.0 0.3 0.1
NGP 0.2 04 03
IAC 0.4 0.5%*
IT 0.3

Coeficientes de correlacion de Pearson de 191 huertos: 0.7< r < 1.0 representa correlacion alta y

0.5< r < 0.7 correlacion media entre las variables evaluadas. Nivel de significancia de la matriz de

correlacion de Pearson: *=p < 0.05 y **=p <0.001.
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En los huertos de estudio la cronicidad del HLB se correlacion6 con la concentracion de
CLas en planta y vector y con el IT (Cuadro 3). La concentracion de CLas en planta se
correlaciond con CLas en el vector. La especie citricola se correlacion6 con el numero de
brotes y NGP. El nivel de manejo agronémico se correlacion6 con el tipo de riego. EI IAC
se correlaciond con el ICC. Todas las correlaciones tuvieron un efecto positivo entre
variables (Cuadro 3).

Adicionalmente, los modelos de regresion multiple de la cronicidad del HLB como variable
dependiente, indicaron que las variables del sistema epidemioldgico que mejor predicen
son: concentracion de CLas en planta y vector, vigor, edad y brotacion. Los modelos se
generaron por municipio para reducir la variabilidad interregional dependiente del
municipio (Cuadro 4). En el caso de PEN, los municipios con presencia de la enfermedad

se ajustaron unicamente a la concentracion de CLas (Cuadro 4).

Cuadro 4. Modelos de regresion maltiple de la cronicidad del HLB con las variables significativas
del sistema epidemiolégico, en 191 huertos de 17 municipios de los estados de Colima, Michoacan,

Yucatan, Q. Roo y Campeche durante febrero a abril de 2015.

Estado/ Modelo R° OPr>sF VIF  ‘Cp
Municipio
Regidn Pacifico
Colima
Tecoman y=41.2 + 2.5¢Laspianta + 0.1vigor 094 001 13 12.8
Armerlla. y: 72.1 + 1.4 C|_35P|ama+ 0.80L33Vect0r —0.1Edad 0.96 0.02 3.3 3.8
Michoacan
1. 1grotes
BuenaVISta y: 2-6 + 2.5C|_a5P|anta + 1.5C|_a5Vect0r + 0.1Vigor 0.97 <0.05 11.4 1.1
Aguililla y= 6.3 + 5.6¢Lasplanta 0.89 0.01 1.0 12.8
Paracuaro y=1.8 + 4.3cLasplanta 096 <0.001 11 2.8
G. Zamora y=-0.7 + 4.06¢Lasplanta 0.97 0.0002 1.0 1.1
ApatZingén y: '2-8 + 3.4C|_asP|anta + O.lvigor+ 1.3C|_a5Vect0r 0.88 <0.05 3.1 1.3
Mugica y=17.6 + 3.1cLasplanta —0.1Edad 0.89 <0.001 1.14 8.3
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(Continuacion...)

Regién Peninsula de Yucatan

Yucatan

Tizimin y=-1.73 + 9.16¢Lasplanta 096 005 10 4.3
Q. Roo

O. P. Blanco y= 3.1 + 0.03¢Lasplanta 0.99 <0.000 15 1.2
Campeche '

Campeche y=0.05 + 25¢| asvector 0.86 0.002 3.7 1.3

%% Coeficiente de determinacion. "Pr>F: Significancia del modelo. °VIF: Factor de inflaciéon de la

varianza. “Cp: Cp de Mallow.

La cronicidad del HLB esta relacionada positivamente con la concentracion de CLas en
planta, lo cual previamente se sugiri6 a partir de un estudio parcelario (Flores-Sanchez et
al., 2015), con ClLas en vector, brotacion y vigor; adicionalmente, se correlaciond
negativamente con la edad (Cuadro 4). Estas variables del hospedante indican que la
cronicidad del HLB depende de la disponibilidad de tejido; sin embargo, varian por region
citricola. Esto sugiere que la visién parcelaria y unifactorial dificulta explicar el proceso
epidémico del HLB en su forma integral, por lo que se requiere complementar con un

enfoque regional multivariado (Mora-Aguilera et al., 2013, 2014a).

3.2. Andlisis temporal del comportamiento del HLB

En cuanto al comportamiento temporal del HLB, considerando el municipio como la
unidad espacial de incidencia regional, se encontr6 que en PCO, el HLB tuvo una
dispersion maés rapida y con mayor intensidad debido a que los parametros de tasa de
infeccion aparente (1/b=0.07), forma de la curva (c=1.26), incidencia final (Yf=100) y Area
Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad (ABCPE=31.05) fueron mayores a los
encontrados en la region PEN (1/b=0.02; c=1.45; Yf=52.3; ABCPE=14.4) (Cuadro 5,
Figura 1). Previamente, se demostrd la aplicabilidad del modelo Weibull, por su
flexibilidad para describir una epidemia temporal integrada a nivel regional (Mora-Aguilera
et al., 2014a). Adicionalmente, estos resultados corroboran la factibilidad de estimar un
modelo temporal cuando el proceso de contagio y dispersion tiene fuerte influencia de
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indculo primario, condicion véalida para un patdgeno en fase de incursion y establecimiento

regional.

Cuadro 5. Pardmetros del comportamiento temporal de la incidencia del HLB (porcentaje de
municipios con HLB por estado evaluado) y tiempos de evaluacion (meses) durante el periodo de
2010 a 2015, ajustados con el modelo Weibull (1- Exp™(t / b) ©). Anélisis con datos de SENASICA,
2015.

Regidn/ Parametros temporales
Estado 1/b c r’ Pr>F Yo Ys  ABCPE
Regidn Pacifico
Colima 0.09 141 099 <0.0001 10 100 35.3
Michoacén 0.05 111 092 <0.0001 20 100 26.8
Promedio 0.07 126 095 <0.0001 15 100 31.05
Peninsula de Yucatan
Yucatén 0.02 135 094 <0.0001 35 48.8 115
Q. Roo 0.02 020 0.84 <0.0001 375 62.5 24.6
Campeche 0.02 280 0.88 <0.0001 9.1 455 7.2
Promedio 0.02 145 0.88 <0.0001 16.6 52.3 14.4

1/b: Parametro de tasa de infeccion aparente en forma inversa; c: Parametro de forma de la curva;
r?: Coeficiente de determinacién; Pr>F: Significancia del modelo; Yy Yy Incidencia inicial y final
de municipios con HLB por estado; ABCPE: Parametro de Area Bajo la Curva del Progreso de la

Enfermedad.

Previamente, se mostrd también que la forma epidémica a nivel regional (estatal) es de tipo
monomolecular (Mora-Aguilera et al., 2014a). Las curvas epidémicas del HLB en México,
confirman esta tendencia en particular en donde la epidemia progresa principalmente a
nivel parcelario en comparacion con traspatios, en los cuales se observan asintotas,
posiblemente por contagio limitado por la ocurrencia de citricos mezclados con otras

especies fruticolas y arboreas como fue el caso de Yucatan, Campeche y Quintana Roo.
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Figura 1. Gréficos temporales de la incidencia del HLB (porcentaje de municipios con HLB) en A)

Colima, B) Michoacén, C) Yucatén, D) Q. Roo y E) Campeche, durante el periodo de 2010 a 2015.
Las lineas y modelos representan el ajuste del modelo Weibull (1- Exp” (t / b) ©), donde b y ¢ son
parametros. Analisis con datos de SENASICA, 2015.
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3.3. Efecto multifactorial del sistema epidemioldgico sobre la intensidad epidémica
del HLB

A partir del andlisis de componentes principales se seleccionaron cuatro componentes que
explican el 90% de la varianza acumulada (36, 20, 17 y 16 %). Las variables asociadas a
estos componentes fueron: edad de plantas, nivel de manejo agronémico de los huertos,
concentracion de CLas en planta, NGP y nimero de brotes, con distinto peso segun el
componente.

El indice multivariado (IM) se generd a partir de tres factores, los cuales explicaron el 90%
de la varianza total. El IM fue significativamente mayor en la regién PCO, en Colima fue
IM=0.01 y en Michoacan IM=0.005, en comparacion con PEN, en la cual Campeche y
Yucatan tuvieron el menor con IM=0.0004 y Q. Roo IM=0.0007 (P<0.0001) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Indice multivariado obtenido a partir de tres factores principales asociados a cinco
variables del hospedante, patdgeno, vector y manejo evaluadas en 191 huertos de los 17 municipios
de mayor importancia citricola de los estados de Colima, Michoacan, Yucatan, Q. Roo y Campeche
durante febrero a abril de 2015. Valores con al menos una letra diferente indican diferencias
significativas (Tukey, P<0.05).

Estado Municipio Huertos® Arboles® IndMulti®

Colima Tecoman 17 340 0.0la

Armeria 18 360 0.009 ab

Michoacéan Aguililla 5 100 0.012 a
Tepalcatepec 20 400 0.005b

Buenavista 27 540 0.004 b

Apatzingan 30 600 0.01a

Paracuaro 13 260 0.003 bc

Mugica 19 380 0.003 bc

G. Zamora 6 120 0.001c

La Huacana 12 240 0.005 b

Yucatan Tizimin 3 60 0.0003 d

Dzan 3 60 0.0003d

Oxkutzcab 3 60 0.0008 e
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(Continuacion...)

Ticul 3 60 0.0002d
Kinchil 3 60 0.0003d
Q. Roo O. P. Blanco 2 40 0.0007 e
Campeche Campeche 7 140 0.0004 d
Escarcega 2 40 0.0004 d

Total 18 193 3860 1.14

*®Huertos-Arboles= Numero de huertos y arboles evaluados por municipio citricola; ‘Indice
Multivariado promedio por municipio, obtenido a partir de tres factores principales asociados a
cinco variables. Los municipios faltantes no se consideraron en este analisis por tener un solo huerto

evaluado.

A nivel de municipio, se clasificaron tres grupos con base en la intensidad epidémica
representada por el IM (Cuadro 6): 1) Tecoman y Armeria, Colima; Aguililla,
Tepalcatepec, Buenavista y Apatzingan, Michoacan (IM promedio=0.008) (Figura 2 y 3);
2) Paracuaro, Mugica y Gabriel Zamora, Michoacén; Tizimin, Dzan y Oxkutzcab, Yucatan
(IM promedio=0.001) (Figura 3 y 4); 3) O. P. Blanco, Q. Roo; La Huacana, Michoacan;
Campeche, Carmen, Candelaria y Escarcega, Campeche; Espita, Muna, Ticul y Kinchil,
Yucatan (IM promedio=0.0004) (P<0.05) (Figura 3y 4).
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Figura 2. Regionalizacion de la intensidad epidémica del HLB con base en un indice multivariado
obtenido a partir de tres factores principales asociados a cinco variables del hospedante, patogeno,
vector y manejo, evaluada en 35 huertos de Tecoman y Armeria, durante febrero a abril de 2015. La
escala denota el indice multivariado. El color rojo intenso indica mayor nivel de inductividad e

intensidad epidémica.
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Figura 3. Regionalizacion de la intensidad epidémica del HLB con base en un indice multivariado
obtenido a partir de tres factores principales asociados a cinco variables del hospedante, patdgeno,
vector y manejo, evaluada en 133 huertos de los municipios de mayor importancia citricola del
estado de Michoacan, durante febrero a abril de 2015. La escala denota el indice multivariado. El

color rojo intenso indica mayor nivel de inductividad e intensidad epidémica.
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Figura 4. Regionalizacién de la intensidad epidémica del HLB con base en un indice multivariado
obtenido a partir de tres factores principales asociados a cinco variables del hospedante, patdgeno,
vector y manejo, evaluada en 30 huertos de los municipios de mayor importancia citricola de la
Peninsula de Yucatén, durante febrero a abril de 2015. La escala denota el indice multivariado. El

color rojo intenso indica mayor nivel de inductividad e intensidad epidémica.

El enfoque regional consiste en maximizar la variabilidad de los subsistemas del sistema
epidemioldgico con el propdsito de entender la inductividad epidémica bajo la premisa que
existe una heterogeneidad inductiva a nivel regional que puede ser entendida a traves del
andlisis del sistema epidemiolégico. En el entendimiento de la intensidad regional del HLB
se incluyd: especies citricolas, edad promedio de plantas, nivel de tecnificacion de los
huertos, densidad de plantacién, entre otros; mientras que el enfoque parcelario mantiene
los factores controlados, y solo permite que se exprese la variable de interés con el
proposito de evidenciar su efecto de manera individual. Este ultimo enfoque es restrictivo y
a menudo los autores sefialan que los resultados solo se aplican bajo las condiciones de
estudio (Mora-Aguilera et al., 2014a).
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En el control de plagas insectiles, Hendrichs et al. (2007) acufiaron el concepto de manejo
integrado de plagas en areas amplias (enfoque regional) e indicaron que este enfoque es
mejor que el manejo integrado de plagas a nivel parcelario, debido a que reduce las
poblaciones de insectos plagas durante mayor tiempo, reduce el uso de insecticidas por lo
que tiene un menor efecto ambiental y también reduce los costos de aplicacion.

En el caso del HLB, existen algunos estudios como el desarrollado por Bassanezi et al.
(2013a) quienes demostraron que el control regional de Diaphorina citri (DC), permite
reducir la incidencia de esta enfermedad hasta el 75%, requiere programas menos
intensivos de control local del vector, y reduce los costos de manejo del HLB, porque las
aplicaciones son menos intensivas y mas eficientes.

Ambos planteamientos tienen como objetivo el insecto como plaga y vector, y se basan en
que a mayor area bajo control mayor sera el efecto de reduccidn en la poblacion de insectos
(Hendrichs et al., 2007; Bassanezi et al., 2013a; Rogers et al., 2011); en estudios
epidemiolégicos como el HLB, donde el objetivo debe ser la poblacion de plantas, se
requiere considerar otros factores asociados al hospedante, patogeno, insecto-vector y
manejo agrondémico para definir riesgos con una vision preventiva e integral (Mora-
Aguilera et al., 2013, 2014a, 2014b).

Un estudio regional epidemiologico se puede implementar en areas de ausencia o baja
prevalencia de un patdégeno como una estrategia preventiva. Esto implica un nuevo
paradigma en el estudio de los problemas fitosanitarios, con base en la prevencion, y
sustentable a diferencia del enfoque reactivo y de proteccién que se plante6 durante
décadas en la vision epidemioldgica clasica (Vanderplank, 1963; Zadoks and Schein,
1979). Sin embargo, un enfoque regional puede ser aplicable para plagas ya establecidas y
cuyo manejo racional sugiere que debe operar a una escala espacial amplia. Un ejemplo es
la roya del cafeto en México (Mora-Aguilera et al., 2014c).

Este enfoque multivariado permitid establecer que las diferencias entre la region del PCO y
PEN se asocian principalmente al subsistema hospedante con las variables: especie
citricola, edad de plantas e IAC; al subsistema manejo con: tipo de riego y manejo
agronomico; y al subsistema patégeno con: cronicidad del HLB, concentracién de CLas en
planta y vector. Las variables del hospedante tienen en comun la disponibilidad de tejido

para la colonizacion de DC y para potencializar la infeccidn y dispersion de CLas. Estudios
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previos han mostrado la importancia del efecto del hospedante (Hall et al., 2013; Ortega-
Arenas et al., 2013; Liu and Tsai, 2000; Pluke et al., 2008). En este estudio se encontro que
la disponibilidad de tejido y el NGP fue mayor en la region PCO (Cuadro 2), lo que
coincide con lo reportado previamente en estudios del potencial de distribucién de DC en
México (Diaz-Padilla et al., 2014; Torres-Pacheco et al., 2013).

Diversos autores sefialan que la brotacion es el factor mas importante para la abundancia de
este vector con preferencia a frecuencia y calidad del brote (brotes pequefios u hojas tiernas
recién expandidas) (Ortega-Arenas et al., 2013; Liu and Tsai, 2000; Pluke et al., 2008;
Medina et al., 2007). En la region PCO el IAC fue mayor al de PEN, con presencia de las
especies citricolas limén mexicano y limén persa; las cuales, ademas por sus caracteristicas
fenoldgicas presentan brotes vegetativos durante todo el afio, lo que garantiza la
disponibilidad de alimento y sitios de oviposicion de DC. La combinacién de un indice de
abundancia citricola y fenologia apta para la colonizacion puede explicar las mayores
poblaciones de DC (Tsai et al., 2002; Liu and Tsai, 2000) y por lo tanto de NGP mas altos.
Por lo que las poblaciones son mayores (Robles-Gonzélez et al., 2014; Miranda-Salcedo y
Lopez-Arrollo, 2011; Velazquez-Monreal et al., 2012). En la regién PEN la especie de
mayor abundancia es naranja dulce, la cual tiene dos ventanas de brotacién vegetativa de
enero a marzo y julio a octubre (Torres-Pacheco et al., 2013; Lozano-Contreras y Jasso-
Argumedo, 2012; Dominguez-Monge, 2011; Flores-Sanchez, 2011), por lo que la
disponibilidad de tejido para DC es menor. Adicionalmente, el IAC es en promedio 50%
menor en PEN, lo cual reduce procesos de colonizacion.

Otros factores que tienen efecto sobre la densidad poblacional de DC, se relacionan con el
manejo de la poda y edad de las plantaciones; la poda promueve la brotacion (Robles-
Gonzélez et al., 2014; Stuchi and Girardi, 2010; Davis and Albrigo, 1994) y favorece la
abundancia del vector (Hall et al., 2013; Ortega-Arenas et al., 2013; Torres-Pacheco et al.,
2013; Lozano-Contreras y Jasso-Argumedo, 2012; Miranda-Salcedo y Lopez-Arrollo,
2011; Velazquez-Monreal et al., 2012). Estos factores se consideraron en esta investigacion
mediante las variables del subsistema manejo, al considerar que el nivel de manejo
agronémico alto y riego por microaspersion inducen mayor crecimiento y brotacion

vegetativa en las plantas.
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En cuanto al subsistema patdgeno las variables relacionadas fueron cronicidad del HLB y
concentracion de CLas en planta y vector, las cuales fueron mayores en la region PCO y en
las especies acidas limén mexicano y limén persa en comparacion con naranja dulce. Esta
informacién coincide con el reporte que sefiala que CLas induce sintomas foliares e
histol6gicos de mayor intensidad en las especies &cidas (Esquivel-Chavez et al., 2012).
Aparentemente, la baja carga de indculo de CLas en la region PEN podria asociarse a la
reducciéon de inoculo primario o erradicacion de plantas enfermas, principalmente en
huertos de traspatio (SENASICA, 2010) y a la amplia distancia entre las zonas citricolas
(SIAP, 2015), que en combinacion con un IAC bajo puede afectar los procesos de
reinfeccion y el potencial de dispersion de DC en comparacion con la region PCO. En esta
region la erradicacion de plantas no fue posible debido a que el umbral econémico se
superd rapidamente (Belasque et al., 2009; Robles-Gonzalez et al., 2013). Lo anterior se
comprobd mediante el anlisis del comportamiento temporal de esta enfermedad entre las
regiones de estudio, en el cual se encontré6 que en PEN, CLas se dispers6 con menor
velocidad e intensidad, con una incidencia promedio actual de estados con presencia de
CLas del 52%, en comparacion con PCO, en donde esta enfermedad se dispersé con mayor
velocidad e intensidad y en donde la incidencia promedio actual de estados es del 100%
(Cuadro 5).

Bassanezi et al. (2013b) reportaron que para las condiciones de San Pablo, Brasil, la
erradicacion de plantas con HLB fue ineficiente en el progreso de la enfermedad a nivel
parcelario, y explicaron que infecciones primarias tienen mayor impacto que infecciones
secundarias, en parcelas experimentales con tamafio pequeiio (0.8 a 2.9 ha) y forma
estrecha, por la alta capacidad de dispersidn del vector entre huertos; y a fuertes programas
de control del vector en las parcelas.

Sin embargo, bajo las condiciones de la region PEN, en donde prevalece un proceso
epidémico del HLB con menor intensidad debido a la baja carga de in6culo de CLas en
planta y vector; a la baja disponibilidad de tejidos de colonizacién principalmente en
naranja dulce, y menor NGP (Cuadro 2), es necesario mantener la eliminacion de plantas
enfermas por debajo de un umbral de endemicidad (Mora-Aguilera et al., 2014a). El
gobierno de Meéxico, inici0 desde 2009 un Protocolo de Actuacion operdo por los

organismos auxiliares de sanidad vegetal (Salcedo-Baca et al., 2012). Las acciones de
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erradicacion contintan al presente asi como la liberacion del parasitoide Tamarixia radiata.
Adicionalmente, se ha demostrado la presencia natural de entomopatégenos (Cortez-
Madrigal et al., 2014). Todo esto puede explicar que a pesar de ser el punto de ingreso de
CLas a México, la regidn no ha sido vulnerada productivamente. Mientras que en la region
del PCO, la condicion de endemicidad y cronicidad actual y con base en los estudios
complementarios a este, se considera que la erradicacion es una opcién inviable, y que con
acciones de manejo integrado del cultivo existe la posibilidad de mantener la
sustentabilidad y rentabilidad de la actividad citricola. Actualmente, la opcion de manejo
son las Areas Regionales de Control de DC (ARCOs), la cual es una estrategia del gobierno
Mexicano que se basa en que el control regional de DC con base en los estudios de manejo
regional vs control local de San Pablo, Brasil (Bassanezi et al., 2013) y en las CHMAs de
Florida (Rogers et al., 2011). Las ARCOs en México se desarrollaron bajo fundamentos
epidemiolégicos de riesgo y potencial de disepersion (Mora-Aguilera et al., 2014b) y
consisten en el manejo del HLB mediante el control regional de DC mediante ingredientes

quimicos y agentes de control biolégico (SENASICA, 2012).
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4. CONCLUSIONES

La presente investigacion constituye el primer reporte sobre la aplicacion del enfoque
regional para determinar los factores involucrados en la caracterizacion de la intensidad
epidémica del HLB, enfermedad inducida por CLas. El presente estudio compard y
parametrizo las dos regiones citricolas donde el HLB muestra una condicién epidémica
activa. Considerando que CLas es de reciente ingreso al pais (2009) y se encuentra en fase
de establecimineto, esta enfermedad no podria entenderse y explicarse con estudios
parcelarios debido a que se requeriria una condicion endémica, lo cual no permitiria
establecer acciones preventivas.

El HLB se encontr6 presente en 176 huertos del total evaluado, en Colima 35, con
cronicidad promedio del 66% (£16.7); en Michoacan 131, con cronicidad promedio del
33.8% (+30.7); en Yucatan 6, con cronicidad promedio del 6.5% (+18.4); en Campeche 3,
con cronicidad promedio del 1% (+2.3); y en Q. Roo 2, con cronicidad promedio del 25%
(£10.6). Lo cual demuestra que la region del Pacifico (PCO) es la més vulnerable.

La cronicidad de infeccion de CLas se relaciond con la concentracion de CLas en planta y
vector, especie citricola, brotacién, vigor, edad, superficie de huertos, los cuales varian por
region citricola. La integracién multivariada permitié una mejor caracterizacion regional
que el enfoque univariado.

La mayor intensidad epidémica estimada con un indice multivariado (IM) se observé en la
region PCO, siendo mayor en Colima con IM=0.01. En comparacion con PEN, Campeche
y Yucatan tuvieron un IM=0.0004 y Q. Roo IM=0.0007. La inductividad en PCO se asocio
principalmente, a citricos agrios mas susceptibles a CLas, mayor IAC, y a la mayor
concentracion de CLas en planta y vector.

La menor carga de in6culo de CLas en la region PEN se asoci6 a la erradicacion de plantas
enfermas como parte del programa oficial (SENASICA-Protocolo de actuacion), a la
estrategia ARCOs y accién natural de agentes de control bioldgico, asi como a la amplia
distancia entre las zonas citricolas. Estos aspectos pudieron reducir los procesos de
reinfeccién y el potencial de dispersion de DC en comparacién con la region PCO. Lo
anterior se comprobd mediante el analisis del comportamiento temporal de esta enfermedad
entre las regiones de estudio, en el cual se encontré que en PEN, el HLB se dispersé con

menor velocidad e intensidad, con una incidencia regional promedio actual del 52%, en
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comparacion con PCO, en donde esta enfermedad se dispersé con mayor velocidad e
intensidad y en donde la incidencia promedio actual es del 100%.
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CAPITULO I
IMPLICACION DEL MANEJO Y CRONICIDAD DE INFECCION EN EL
IMPACTO PRODUCTIVO DE Candidatus Liberibacter asiaticus EN LIMON
MEXICANO

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar la importancia del manejo agronémico y
cronicidad de infeccion en el impacto productivo de Candidatus Liberibacter asiaticus
(CLas), en limdn mexicano (Citrus aurantifolia Swingle Christm.), con el fin de identificar
practicas tecnoldgicas de mitigacion que propicien la sustentabilidad de la produccién, en la
zona citricola del Pacifico en México, gravemente afectada por CLas, patégeno asociado al
Huanglongbing (HLB). En 2014 y 2015 se seleccionaron 28 huertos con alta tecnificacion
(AT) y 28 con baja tecnificacion (BT), en Colima y Michoacan. En cada huerto se
determind la cronicidad de infeccion de CLas, con base en el promedio de severidad del
HLB en 100 arboles; de los cuales se seleccionaron 15, tres por clase de severidad (0=0,
1=25, 2=50, 3=75y 4=100%), para determinar la relacion de esta enfermedad en el impacto
productivo. En cada arbol se pesé y contd el numero de frutos con madurez de cosecha. En
una muestra aleatoria de 20 frutos se midieron variables morfoldgicas y organolépticas. El
impacto productivo inducido por CLas fue significativamente mayor en Colima que en
Michoacan (8 vs 6.3 t/ha). En huertos con AT se obtuvo una diferencia de hasta 4 t/ha de
fruta con respecto a BT (Tukey, P<0.05). Para ambas entidades, el nivel de tecnificacion de
los huertos aporté el 66% de la pérdida productiva mientras que la cronicidad de infeccion
el 16%, Perd=39.4 + (0.57)x; — (1.15)x,, r’=0.82. El porcentaje de reduccién de las
variables morfologicas y organolépticas fue en el rango de 7 a 55% y también mayor en
Colima (Tukey, P<0.05). Esta investigacion demuestra que el impacto productivo de CLas
esta relacionado principalmente con el nivel de tecnificacion de los huertos, por lo que con
acciones de manejo integrado del cultivo existe la posibilidad de mantener la

sustentabilidad y rentabilidad de la actividad citricola.
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1. INTRODUCCION

El concepto de cronicidad de infeccion se usa frecuentemente en humanos y se refiere al
estudio de enfermedades sistémicas con un establecimiento permanente, a las cuales se les
da seguimiento temporal para evaluar el comportamiento patogénico del agente infeccioso
y control de la misma, con el fin de mantener la calidad de vida de los pacientes. En este
grupo de enfermedades se encuentran la hepatitis, diabetes, cancer y problemas
cardiovasculares (Ali et al., 2010; Osougwu et al., 2013; Kwon et al., 2014). En el caso de
enfermedades de plantas el concepto de cronicidad no se ha empleado probablemente
porque la fenologia de los cultivos, biologia de los agentes infecciosos y practicas
agrondmicas condicionan y limitan el seguimiento temporal por varios afios de algunos de
estos problemas fitopatoldgicos.

En este sentido, se puede definir que cronicidad es la asociacion permanente y sistémica de
un agente infeccioso con el hospedante causando una degeneracién de la esperanza de vida
del huésped en funcion de medidas de mitigacion adoptadas. Por su naturaleza se aplicaria
a cultivos perenes como los frutales y arboles forestales. En el caso de los citricos es
fundamental la aplicacién de este concepto dado que la condicion sistémica de varios
agentes infecciosos como virus, viroides y fitoplasmas ha propiciado mecanismos de
adaptacion entre los cuales se pude citar la proteccion cruzada (Souza et al., 2002; Van
Vuuren et al., 1993), efectos de supresion inter-especifica (Van Vuuren et al., 2000) o la
seleccion natural de cepas moderadas (Rivas-Valencia et al., 2010).

En el contexto de Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), agente causal del
Huanglongbing (HLB) de los citricos, con mayor distribucion en el mundo, debido a su
naturaleza sistémica y a la ausencia de germoplasma resistente, es de esperarse un proceso
adaptativo infeccioso al hospedante que debe estudiarse desde una perspectiva
epidemioldgica con fines de manejo de la enfermedad. Entender el efecto de CLas en los
niveles de pérdidas permitiria estimar tiempos de vida Gtil de las plantas, p.e. umbral de
rentabilidad; asi como la comprension de los efectos fisiol6gicos permitiria generar
esquemas de mitigacion integrales que incluyan el uso de altas densidades de plantacion

para compensar impacto productivo, manejo nutrimental y manejo hidrico.
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En el caso de México, el HLB esta presente desde 2009 y en el Pacifico Mexicano desde
2010 en estados como Nayarit, Jalisco, Colima y Michoacan (SENASICA, 2015); esta
enfermedad se asocia a la bacteria de origen sistémico Candidatus Liberibacter asiaticus
(CLas), se transmite por Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae) (DC) (Alanis-
Martinez et al., 2015; Hall et al., 2013) y presenta mayor severidad de sintomas fisiol6gicos
e histolégicos en limén mexicano (Citrus aurantifolia Swingle Christm.) y limén persa
(Citrus latifolia Tanaka), en comparacién con naranja dulce (Citrus sinensis L. Osbeck)
(Esquivel-Chavez et al., 2012), lo cual representa un escenario diferente al reportado en
Brasil, Florida, California y otras partes del mundo (Bové, 2006; Bassanezi et al., 2009,
2011).

A nivel regional, el progreso epidémico del HLB en Meéxico, presenta dos escenarios
contrastantes: 1 Region del Pacifico, con mayor intensidad epidémica y con prevalencia en
huertos comerciales de limén mexicano y limon persa, y 2) Peninsula de Yucatan, con
menor intensidad epidémica y con baja a moderada prevalencia en traspatios y con naranja
dulce (Capitulo Il; Mora-Aguilera et al., 2014). En México, el 95% de la superficie
sembrada con limén mexicano se encuentra en el Pacifico, en las entidades de Michoacén
(55%), Colima (24%), Guerrero (8.2) y Oaxaca (7.8%) (SIAP, 2015), lo que constituye un
alto riesgo econdmico-productivo.

El hecho que CLas no tenga métodos de control directo y que afecte a todas las especies de
citricos reduce las posibilidades de mejoramiento de variedades resistentes (Xu et al.,
2013). A pesar de esto, existen estudios, sobre materiales que presentan tolerancia o que
prolongan la vida productiva de huertas citricolas (Stuchi et al., 2013; Nguyen et al., 2013)
y sobre agentes inductores de resistencia sistémica adquirida que reducen la dispersion y
contagio entre plantas (Bagio et al., 2014). Estudios sobre el efecto de la nutricion también
sugieren que pueden favorecer la produccion a pesar de la infeccion cronica (Hernandez-
Chan et al., 2014; Bassanezi et al., 2014; Gottwald et al., 2012; Spann et al., 2011; Xia et
al., 2011; Ahmad et al., 2011).

Las experiencias en Brasil, EUA, China, Africa y México, indican que el enfoque de
control regional de DC representa la estrategia de mayor eficiencia en el manejo del HLB,
ya que reduce la dispersion del in6culo secundario y minimiza los costos de aplicacion, en

complemento a la erradicacion de fuentes de indculo primario y al uso de material vegetal

88



certificado (Bassanezi et al., 2013; Bové, 2006); sin embargo, la eliminacion de arboles
enfermos es una opcidn inviable en regiones citricolas con un escenario endémico del HLB
(Belasque et al., 2009; Fritz, 2011), es decir regiones con una distribucion homogénea y
cronica de la enfermedad.

Por lo anterior, se requiere una estrategia de manejo integrado del cultivo, la cual se base en
la nutricion (Hernandez-Chan et al., 2014; Bassanezi et al., 2014; Gottwald et al., 2012;
Spann et al., 2011; Xia et al., 2011; Ahmad et al., 2011), manejo hidrico y del suelo
(Campos-Herrera et al., 2014; Xu et al., 2013), altas densidades de plantacién (Stuchi y
Girardi, 2010; Skaria y Hanagriff, 2008; Medina-Urrutia et al., 2004), programas de
renovacion frecuente de plantaciones y de ciclo corto (Manzanilla-Ramirez et al., 2012), y
el control regional de DC mediante productos quimicos y bioldgicos (Ordufio-Cruz et al.,
2015a, 2015b; Cortez-Madrigal et al., 2014; Stansly et al., 2014; Bassanezi et al., 2013;
Sandoval-Reyes et al., 2013; Lopez-Arroyo et al., 2012; Rogers et al., 2011).

La importancia de CLas se demostro con estudios epidemiologicos de impactos productivos
encontrandose pérdidas en rendimiento del 40 al 100% para naranja dulce (Bassanezi et al.,
2009, 2011), del 17% en limon persa (Flores-Sanchez et al., 2015), y del 62% en limén
mexicano (Robles-Gonzéles et al., 2013). Sin embargo, esos estudios no incluyeron al
manejo agrondémico, cronicidad de infeccion y regionalidad, o no fueron conducidos con
metodologias epidemioldgicas que permitieran manejar el efecto de la variabilidad de la
severidad, por lo que la informacién que generaron se considera es restrictiva en un
enfoque integral del problema. Otras investigaciones consideraron indicadores de costo-
beneficio del manejo del HLB y concluyeron que la ganancia neta seria igual que la
obtenida bajo un escenario de cero manejo de esta enfermedad, por el costo de insumos y
su aplicacion (Lopez and Durborow, 2014; Miranda et al., 2012); no obstante su analisis
carecio de un enfoque de campo con la evaluacion de précticas agronémicas empleadas
para el manejo del HLB.

Estudios sobre el impacto potencial de CLas en México y otras paises se realizaron con
criterios principalmente socio-econdmicos (Singerman and Useche, 2015; Lopez and
Durborow, 2014; Miranda et al., 2012) y eventualmente con criterios epidemiol6gicos
(Salcedo et al., 2010) permitiendo determinar, en este caso, mediante modelos de

simulacion los impactos a distintos escenarios de tiempo segun la region y tipo de criterio.
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Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue determinar las implicaciones del manejo
agronémico y la cronicidad de infeccion en el impacto productivo de CLas, en limén
mexicano del Pacifico Mexicano, con el fin de identificar practicas tecnoldgicas de

mitigacion que propicien la sustentabilidad de la produccion citricola.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Seleccidn de los sitios de estudio

Este estudio se realizo6 en los Valles de Tecoman, Colima durante los meses de abril y mayo
de 2014, y en Apatzingan, Michoacan, en 2015. Estos meses representan la época de
cosecha mas importante en limon mexicano (Robles-Gonzalez et al., 2014). En el caso de
Michoacan se conto con el apoyo del Comité Estatal de Sanidad Vegetal tanto en recurso
humano, el cual fue entrenado para este trabajo, como medios de transporte. La seleccion
de los huertos fue a partir de un muestreo regional ponderativo (Reg-N; Capitulo I1) de 166
huertos; 134 huertos de Michoacan y 32 huertos de Colima, el cual considero los factores
epidemioldgicos de repetitividad, por medio de seleccion de huertos especificos, tales
como: nivel de cronicidad regional de infeccion de CLas, superficie (ha), edad de 6 a 10
afios y nivel de tecnificacion.
Con el fin de determinar la implicacion del manejo agronémico en el impacto productivo de
CLas se aplico, a los productores, una encuesta cuantitativa por huerto, en la que se
evaluaron las siguientes categorias: aspectos generales de los huertos (AG), nivel general
de nutricién (N), vigor de arboles (V), control de maleza (CM), control general de plagas y
enfermedades (CPE), y tipo y frecuencia de riego (R); a partir de estos datos se estimé un
factor de ponderacion por inductividad al HLB (FPI), el cual fue la suma de los valores
parciales por categoria:

FPI = Y(AG,N,V,CM, CPE,R) [1]

El nivel de tecnificacion por huerto se obtuvo con la regla de decision:
NT = si(FPI <—=,"BT","AT") [2]
Donde: NT= Nivel de tecnificacion de los huertos; FPI= Factor de ponderacién por

inductividad al HLB; BT= Baja tecnificacion y AT= Alta tecnificacion.
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2.2. Evaluacion de variables y cronicidad

Para estimar la cronicidad de infeccién de CLas, a partir del area de ingreso (mayor
actividad humana y maquinaria) de cada huerto se seleccionaron 100 arboles, en un bloque
de 10x10. Se midié la severidad con base en el porcentaje de copa con sintomas de HLB,
mediante una escala nominal con clases 0=0, 1=25, 2=50, 3=75 y 4=100% (Flores-Sanchez
et al., 2015). La cronicidad por huerto se estim6 con el promedio de severidad de los 100
arboles. La premisa es que una infeccion sistémica sostenida por mas tiempo se refleja en
una mayor severidad de sintomas en dosel, concentracion bacteriana y dafios histoldgicos
(Flores-Sanchez et al., 2015, 2014; Esquivel-Chavez et al., 2012).
Para estimar la produccién total, en el bloque de 10x10 de cada huerto se seleccionaron 15
arboles, tres por clase de severidad. En cada arbol se cosecho, se conto y peso el nimero de
frutos totales con madurez de cosecha. Esto se realizo con personal experto contratado para
homogeneizar criterios de cosecha. Adicionalmente, en una muestra aleatoria de 20 frutos
por arbol se midieron las variables morfoldgicas: didmetro ecuatorial, didmetro polar,
grosor de cascara y volumen de jugo; adicionalmente, se midieron, las variables
organolépticas: pH y grados brix (Bassanezi et al., 2009; Flores-Sanchez et al., 2015). El
porcentaje de pérdida por variable se calcul6 con base en la siguiente ecuacion:
Perd(%)i = 100 — (Pe * 100) /Pt [3]

Donde: Perd(%)i: es el porcentaje de pérdida por variable-i; Pe: es la cuantificacion de la
produccidn-P estimada-e de cada variable en arboles enfermos; y Pt: es la cuantificacion de
P de arboles sanos, para cada variable morfoldgica y organoléptica.
Finalmente, con el proposito de tener una estimacion por unidad de produccidon se
transformd la pérdida en produccion a toneladas por hectarea (t/ha), con base en la
siguiente ecuacion:

Perd (t/ha) = (Ptotal * N)/1000) * (Perd(%)j)/100) [4]
Donde: Perd (t/ha): es la pérdida en toneladas por hectarea; Ptotal: es la produccién de
arboles sanos en kilogramos; N: es la poblacion de plantas en una hectéarea (ha) de acuerdo
con una densidad de 400 plantas/ha; 1000: constante para convertir kilogramos (kg) a
toneladas (t); Perd(%)j: es el porcentaje de pérdida por huerto; 100: constante. Debido a
que en limon mexicano existe n cosechas al afio la estimacion es relativa y no representaria

la estimacion anual.
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2.3. Diagnostico y Cuantificacion de CLas

Para cuantificar la concentracion de CLas y determinar su relacion con la cronicidad de
infeccion y pérdida productiva, en cada arbol se colectdé una muestra compuesta de ocho
hojas, dos por punto cardinal del dosel. El analisis molecular consistio en el aislamiento de
ADN con el método CTAB 2% (Doyle y Doyle, 1987) con buffer salino, para 100 mg de
tejido vegetal. Posteriormente, las muestras se cuantificaron mediante un nanodrop
espectrofotdmetro y se estandarizé a 20 ng/uL con agua estéril libre de nucleasas. La
deteccidn y cuantificacion se realizd por gPCR en un termociclador StepOne™ (Applied
Biosystems ®), con los primers HLBas (5-TCG AGC GCG TAT GCA ATA CG-3),
HLBr (5-GCG TTA TCC CGT AGA AAA AGG TAG-3"), y sonda (5"- AGA CGG GTG
AGT AAC GCG-3') (Li et al., 2006). La reaccidn consistié en un programa de termociclaje
de 95 °C por 3min, 40 ciclos de 95°C por 5's; 59 °C por 40s y 59 °C por 35s.

Para la cuantificacion del numero de copias gendmicas de CLas en las muestras, se generd
una curva de calibracion externa. Se utilizo el fragmento del gen 16S rDNA clonado en un
plasmido (PGEM-T ® Promega®). El cual se purific6 y cuantific6 por uv-
espectrofotometria (Nanodrop 1000) y se realizaron diluciones seriales; éstas se sometieron
a amplificacion con tres repeticiones por concentracion y se utiliz6 una regresion
logaritmica para estimar la concentracion de CLas (y) donde y = (-3.373) * LN(Ct) + 41.95,
la cual se expresa en numero de copias del gen 16S ADNr. Con el prop6sito de evitar
variabilidad en la concentracion de ADN de las muestras y para que estas fueran
comparables, se realizd una dilucion a 20 ng/uL. El procedimiento descrito se tiene
estandarizado en el laboratorio de FRUTI-MOL en Colegio de Postgraduados, lugar donde

Se procesaron las muestras.

2.4. Analisis de datos

El andlisis estadistico fue parcelas divididas en donde la parcela grande fue el nivel de
tecnificacion de los huertos y la parcela chica el nivel de cronicidad de infeccion de CLas.
Los datos de cada variable se analizaron con un ANOVA y prueba de comparacion de
medias (Tukey, P<0.05); adicionalmente, los datos de produccidn obtenida, cronicidad de
infeccion, y concentracién de CLas se ajustaron mediante modelos de regresion lineal
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simple y = a + bx, donde y representa la estimacion del valor de produccion, x el valor de
cronicidad y a y b son los parametros de ordenada al origen y tasa de incremento,
respectivamente. La implicacion del manejo y cronicidad se determind mediante un analisis
de regresion multiple y = B, + B1X1 + B2X2 + €5, donde y representa el estimador del
porcentaje de pérdida en el rendimiento, B,= parametro de ordenada al origen, Bj= parametros
que estiman el efecto del manejo y cronicidad, Xi= valores de manejo y cronicidad para cada
huerto evaluado, ej= error; el ajuste de los modelos se realiz6 mediante el método Stepwise
del procedimiento REG. Todos los analisis se realizaron en SAS® 9.0 (SAS Instituto,
2008).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Para determinar la implicacién del manejo y cronicidad de infeccion en el impacto
productivo de CLas en limon mexicano, se cosecharon 900 arboles (126 asintomaticos y
774 con diferentes niveles de severidad del Huanglongbing) en 56 huertos comerciales, 28
con alta tecnificacion (AT) y 28 con baja tecnificacion (BT) de los municipios citricolas de
mayor importancia de Colima y Michoacan (Cuadro 1).

No se observaron frutos con sintomas atribuibles al HLB a diferencia de lo reportado por
Robles-Gonzalez et al. (2013), a pesar de considerar un namero alto de huertos y de frutos
evaluados; esta condicion de frutos asintomaticos también se reportd en limon persa en
Yucatan (Flores-Sanchez et al., 2015), lo cual sugiere que en el caso de citricos agrios el
HLB no induce los sintomas reportados en frutos de citricos dulces (Bassanezi et al., 2009;
Gottwald et al., 2007; Bové, 2006).

3.1. Diagnéstico y Cuantificacion de CLas

En el presente estudio las 126 muestras colectadas de arboles asintométicos resultaron
molecularmente negativas a CLas, mientras que las 774 muestras de arboles con sintomas
de HLB fueron positivas. A nivel regional, se encontré una relacion directamente
proporcional del incremento de la concentracion de CLas (numero de copias del gen 16S
ADNr de CLas x 1°,000,000) en funcion de la cronicidad de infeccion (x), la cual para
Colima fue [CLas] = -0.31 + 0.036 x, r’=0.66 (Figura 1A); y para Michoacén fue [CLas] =
-0.62 + 0.038 x, r*=0.79 (Figura 1B).
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Figura 1. Relacion entre la concentracion de CLas (nimero de copias del gen 16S ADNr de la

bacteria x 1°000,000) y la cronicidad de infeccion de infeccion de CLas (promedio de la severidad
de 100 arboles por huerto) en 56 huertos de limén mexicano (Citrus aurantifolia Swingle Christm.)
con BT de las zonas citricolas de los estados de Colima (A) y Michoacan (B), durante 2014 y 2015.

La linea y modelo representan el ajuste por regresion lineal simple.

La severidad del HLB en planta mostré el mismo comportamiento de incremento de la
concentracion de CLas; para Colima la concentracion en planta fue [CLas]= 0.008 + 0.032
x, r’=0.71; y para Michoacén fue [CLas] = 0.004 + 0.030 x, r*=0.79, donde CLas es la
concentracion de la bacteria y x es la severidad de la enfermedad (Figura 2A). Los
resultados indicaron que la cantidad de CLas es mayor en Colima con 1.67x10° (nimero de
copias del gen 16S ADNr de CLas) en comparacion con Michoacan en donde fue de
1.07x10° (Tukey, P<0.05) (Figura 2B).

En las dos entidades productoras de limén mexicano el incremento de la concentracion de
ClLas esté directamente relacionado con el porcentaje de severidad del HLB en planta y con
la cronicidad de infeccion por huerto, esto significa que arboles con alto porcentaje de
sintomas en el dosel y huertos con elevado promedio de cronicidad, contienen mayor
cantidad de la bacteria (Figura 1A), lo cual coincide con lo que se reportd, a nivel de
plantas, para limén persa en Yucatan en donde se encontré esta misma relacion (r>= 0.91)
(Flores-Sanchez et al., 2015). Debido a lo anterior, se propone el uso de la cronicidad de
infeccion de CLas como indicador de la carga de indculo regional y periodos de infeccidn

(Figura 2) en estudios epidemioldgicos regionales para la definicion de areas de riesgo y
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endemicidad del HLB (Mora-Aguilera et al., 2014), ya que al ser una variable cualitativa
evaluada directamente en campo, reduce los costos de las pruebas moleculares para la

cuantificacion de CLas y disminuye el tiempo para conocer el estatus epidemiolégico in

situ.
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Figura 2. A) Relacion entre la concentracion de CLas (numero de copias del gen 16S ADNr de la
bacteria x 1°000,000) y la severidad del HLB (porcentaje de dosel con sintomas de esta
enfermedad) en 900 &rboles cosechados de limén mexicano (Citrus aurantifolia Swingle Christm.)
y B) Comparacién de medias de la concentracion de CLas en Colima (2014) y Michoacéan (2015).
Las lineas y modelos representan el ajuste por regresion lineal simple. Barras con al menos una
letra diferente son estadisticamente diferentes (Tukey, P<0.05). Las lineas en las barras representan

el error estandar.

3.2. Implicacion del manejo en el impacto productivo de CLas

La estimacion del factor de ponderacién por inductividad al HLB (FPI) permitio categorizar
las condiciones de tecnificacion de los huertos evaluados en: 1) baja tecnificacion (BT),
cuando los productores realizan practicas agronémicas como riego rodado, bajo nivel de
nutricion, ausencia de control de plagas y enfermedades, ausencia de podas de formacién y
saneamiento, y control ineficaz de Diaphorina citri (DC), el FPI vari6 de 7 a 30; y 2) alta
tecnificacion (AT), cuando se realizan practicas agrondémicas como: riego por
microaspersion, alto nivel de nutricion, control de malezas, podas fitosanitarias, control de

plagas y enfermedades, asi como control sistematico de DC, con un FPI de 40 a 62.
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El impacto productivo promedio en relacion a la concentracion de CLas en limon mexicano
fue mayor en huertos con BT= 49.4% (4.9 t/ha) en comparacién con huertos AT=7.8% (0.8
t/ha) (Tukey, P<0.05) (Figura 3A). Adicionalmente, se observo que en huertos con BT, la
pérdida fue directamente proporcional a la cronicidad de infeccion (x) de CLas, la cual para
Colima fue del 62.7% (7 t/ha) con Perd= -3.99 + 0.96 x, r’=0.79; y para Michoacan del
36.7% (3.4 t/ha) con Perd= -0.34 + 0.82 x, r’=0.82; mientras que en huertos con AT no se
observé este efecto en Colima Perd=15.4 - 0.09 x, r*=0.02; y tampoco para Michoacan
Perd=1.43 + 0.11 x, r*=0.08 (Figura 3B), lo cual era de esperarse dado que la pérdida fue
menor al 10% (Cuadro 2).

La integracion del efecto de la cronicidad de infeccion y el nivel tecnol6gico mediante un
analisis de regresion multiple demostré que para ambas entidades, la pérdida productiva
depende en mayor medida del nivel de tecnificacién de los huertos, al explicar el 66% de la
varianza, mientras que la cronicidad de infeccion de CLas explicé solo el 16%. El modelo
que mejor se ajustd fue Perd=39.4 + (0.57)x; — (1.15)x,, r°=0.82 (P<0.05), donde x;

representa al valor de FPI y x; la cronicidad de infeccion de CLas.
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Figura 3. Promedio porcentual de pérdida productiva por: A) nivel de tecnificacién de los 56
huertos y B) cronicidad de infeccion de CLas (promedio de la severidad de 100 arboles por huerto),
en huertos con BT y AT de limén mexicano (Citrus aurantifolia Swingle Christm.) de las zonas
citricolas de Colima y Michoacéan durante 2014 y 2015. Barras con al menos una letra diferente son

estadisticamente diferentes (Tukey, P<0.05). Las lineas en las barras representan el error estandar.
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Simbolos diferentes indican diferentes estados y nivel de tecnificacion de los huertos. Las lineas

representan el ajuste por regresion lineal simple.

A nivel de planta, el impacto productivo promedio en relacion a la severidad (x) del HLB,
también tuvo un comportamiento similar que el descrito para [CLas]. Asi, para Michoacan:
Prod = 15.8 exp >3 x, r*=0.95 (Figura 4A) y para Colima: Prod = 17.3 exp *®*, r’=0.84
(Figura 4B). Esto implica que arboles con 100% de sintomas de HLB en el dosel, la pérdida
en el rendimiento es del 62.8% (6.3 t/ha) y 80% (8 t/ha) para Michoacan y Colima,
respectivamente.
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Figura 4. Relacion entre la produccién (kg) obtenida y la severidad del HLB (porcentaje de dosel

con sintomas de esta enfermedad) en &rboles de huertos con baja tecnificacion (BT) en: Colima (A)
y Michoacén (B), durante 2014 y 2015. Simbolos diferentes indican huertos diferentes. Las lineas y
modelos representan el ajuste por regresion lineal simple por estado. Datos de huertos con AT no se
ajustaron por no mostrar diferencias significativas.

3.3. Efecto de CLas en la calidad de fruta

Las variables morfoldgicas y organolépticas presentaron, solo en huertos con BT, una
relacion detrimental en funcién de la severidad del HLB (r?=0.62 a 0.76). El porcentaje de
reduccion fue mayor en Colima en comparacién con Michoacan con DP= 48% vs 25%, DE=
52% vs 22%, GC= 53% vs 37%, VJ=55% vs 32%, Brix= 33% vs 27% y pH= +20% vs +7%,
para el 100% de severidad (Tukey, P<0.05) (Cuadro 3); en todos los casos el efecto mas alto

se encontrd en arboles con el 100% del dosel con sintomas de la enfermedad. Los frutos de
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estas plantas presentaron menor tamario, cantidad y calidad de jugo al ser méas acidos y con

menor contenido de azucares.

Cuadro 1. Porcentaje de reduccion de variables morfoldgicas y organolépticas de frutos de limén
mexicano (Citrus aurantifolia Swingle Christm.) en relacion a la severidad del HLB (porcentaje de
dosel con sintomas de esta enfermedad) en arboles cosechados de huertos con baja tecnificacion (BT)
de Colima y Michoacan durante 2014 y 2015, respectivamente. Valores con al menos una letra

diferente indican diferencias significativas (Tukey, P<0.05).

Estado/ ®Variables Morfoldgicas Variables Organolépticas
Severidad del —pp DE GC V3 Brix pH
HLB (%)
Colima
0 Oa Oa Oa Oa Oa Oa
25 16 b 21b 23b 18b 13b +6b
50 24 ¢ 27 ¢ 42 c 29 ¢ 20 ¢ +9c¢C
75 37d 37d 48d 40 d 27d +11d
100 48 e S52e S53e S55e 33e +20e
Promedio 25 27 33 28 19 +9
Michoacén
0 Oa Oa Oa Oa Oa O0a
25 9b 8b 10b 14 b 10b +2b
50 16 ¢ 15¢ 24 ¢ 21c 19¢ +2¢C
75 24 d 21d 27c 25¢ 22d +3d
100 25d 22d 37d 32d 27 ¢ +7e
Promedio 15 13 20 18 15 +3

4DP= Diametro polar, DE=Diametro ecuatorial, GC= Grosor de cascara, VJ= Volumen de
jugo, Brix= Grados brix y pH; ° Porcentaje de reduccién por variable evaluada, estimada con
la proporcion de los valores obtenidos por clase de severidad en relacion a plantas sanas
(severidad=0%).

Se comprobd que en limén mexicano existe un efecto de CLas en la calidad de la fruta, lo

cual también se report6 para naranja dulce (Bassanezi et al., 2009) y limén persa (Flores-
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Sanchez et al., 2015). El efecto mas intenso se encontré en frutos de arboles con severidad
del 100%, los cuales presentaron menor peso, tamafio, cantidad y calidad de jugo al ser mas
acidos y reducirse el contenido azucares, en comparacion con frutos de arboles sanos; lo
anterior es producto de la acumulacién de foto-asimilados y almidon en los tejidos
infectados con CLas y por la baja translocacion al fruto (Chin et al., 2014; Folimonova y
Achor, 2010; Kim et al., 2009).

3.4. Efecto de la cronicidad regional de CLas

ClLas tuvo mayor endemicidad y cronicidad en Colima con 68% (+7.8), es decir, con
intensidad epidémica alta y homogeénea, en comparacion con Michoacan, donde fue del
53.7% (£18.8) y con endemicidad restringida a los municipios de Tepalcatepec (67.7%),
Aguililla (65.2%) y Buenavista (57.8%); mientras que en Gabriel Zamora (43%) y La
Huacana (7.5%) la cronicidad fue de baja intensidad y con presencia de focos de infeccion
(Cuadro 1). Esto tuvo un efecto diferencial a nivel de parceala y muncipio en funcién a la
combinacion de cronicidad y nivel tecnolégico (Cuadro 2).

Huertos con BT de algunos municipios de Michoacan como Tepalcatepec con 59.6% (6.6
t/ha) y Buenavista con 45.9% (5.6 t/ha) mostraron pérdidas similares a las de los
municipios de Colima: Armeria con 66.9% (7.4 t/ha) y Tecoman con 58.4% (6.5 t/ha),
Colima; mientras que La Huacana y Gabriel Zamora, Michoacan, mostraron las menores
pérdidas entre 12.6 y 16.7% (0.7 a 0.8 t/ha, respectivamente) (Cuadro 2) , lo cual se asocia
al efecto de la cronicidad regional de CLas.
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Cuadro 2. Cronicidad de CLas y nivel de tecnificacion y su asociacion con las caracteristicas de los

huertos de limén mexicano (Citrus aurantifolia Swingle Christm.) cosechados para medir el

impacto productivo de Candidatus Liberibacter asiaticus en Colima y Michoacan durante 2014 y

2015, respectivamente.

No Estado® Municipio Huerto Sup. Nivel de Edad Tipo de Cronicidad®
(ha) Tecnificacion® (afios) Riego®

1 Mich Aguililla Agl 8 BT 10 Rodado 65.2
2 Ag2 38 AT 6 Micro 65.2
3 Ag3 24 AT 6 Micro 65.2
4 Apatzingdn  Apatl 8 AT 10 Rodado 50
5 Apat2 10 AT 6 Micro 50
6 Apat3 8 AT 6 Rodado 50
7 Apat4 12 AT 6 Micro 50
8 Apat5 10 BT 6 Rodado 17.9
9 Apat6 8 BT 6 Rodado 35
10 Apat7 12 BT 10 Rodado 50.65
11 Apat8 20 BT 8 Rodado 53.75
12 Buenavista ~ Buenl 8 AT 6 Micro 62.5
13 Buen2 7 AT 6 Micro 37.5
14 Buen3 5 AT 10 Micro 44.23
15 Buend 8 AT 6 Micro 70
16 Buen5 10 BT 10 Rodado 45.5
17 Buen6 7 BT 6 Rodado 82.14
18 Buen7 6 BT 8 Rodado 61.25
19 G. Zamora Gz1 6 AT 6 Rodado 62.5
20 GZ2 8 BT 8 Rodado 25
21 La Huacana LH1 5 BT 6 Rodado 10
22 LH2 3 AT 6 Rodado 5
23 Mdjica Mujl 8 BT 6 Rodado 45.8
24 Muj2 14 BT 6 Rodado 64.3
25 Muj3 7 AT 8 Rodado 36.36
26 Muj4 5 AT 6 Rodado 62.65
27 Paracuaro Parl 7 BT 10 Rodado 55.3
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29
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31
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33 Tepalcatepec
34
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39

40
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42

43 Col
44

45

46

47

48

49 Tecoman
50

51

52

53

54

55

56

Total 2 10

Armeria

Par2
Par3
Pard
Par5
Par6
Tepl
Tep2
Tep3
Tepd
Tep5
Tep6
Tep7
Tep8
Tep9
Tepl0
Arml
Arm2
Arm3
Arm4d
Arm5
Arm6
Tecl
Tec2
Tec3
Tec4
Tecd
Tec6
Tec7
Tec8
56

10

12
30
40
30
30

10

15

10

10

613

BT
BT
AT
AT
AT
BT
BT
BT
BT
BT
BT
AT
AT
AT
AT
BT
BT
BT
AT
AT
AT
BT
BT
BT
BT
AT
AT
AT
AT

o OO O 00 OO OO OO O O O O

= e
o o

0 0 0 O O

10

10
10

10
10

7.3

(Continuacion...)

Rodado
Rodado
Rodado
Rodado
Micro
Micro
Micro
Rodado
Micro
Micro
Micro
Rodado
Micro
Micro
Micro
Rodado
Rodado
Micro
Micro
Micro
Micro
Micro
Rodado
Rodado
Micro
Micro
Micro
Micro
Micro
2

60.8
48.6
32.5
62.5
51.78
51.3
42.3
80
91.6
87.5
75
62.5
75
62.5
50
75
87.5
62.5
62.5
62.5
62.5
62.5
62.5
75
62.5
69.1
75
61.84
71.9
57.3
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®Mich: Michoacan; Col: Colima. °Nivel de Tecnificacion: BT: Baja tecnificacion; AT: Alta
tecnificacion. *Micro: riego por microaspersién. “Cronicidad de infeccién de Candidatus
Liberibacter asiaticus, estimada con el promedio de severidad de 100 arboles por huerto.

En la presente investigacion se encontr6 mayor pérdida productiva en Colima que en
Michoacan (Cuadro 2), lo cual se puede explicar por la mayor cronicidad de la infeccion en
el primero, es decir, por el mayor tiempo de exposicion de los arboles a una infeccién
sistémica de CLas en comparacion con Michoacan (Figura 1B). Los datos de plantas
positivas a CLas en abril de 2010 para Colima y diciembre 2010 para Michoacan
(SENASICA, 2015) tuvieron una proporcion de 0.3/ha:0.07/ha. EI muestreo regional de la
cronicidad de infeccion de esta bacteria mostré una cronicidad promedio del 68% y 53.7%
en Colima y Michoacéan, respectivamente (Cuadro 1). Un estudio previo de pérdidas
productivas para C. latifolia en México no considerd la cronicidad regional de CLas debido
a que se realizd en el Gnico huerto con presencia del HLB en Yucatan, con un periodo de
infeccion de 15 meses (Flores-Sanchez et al., 2015), considerado bajo para determinar el
efecto de la cronicidad en comparacion con el tiempo de infeccion de CLas en Colima y
Michoacan, de 4 y 5 afios, respectivamente al momento del presente estudio.

En enfermedades de humanos como la hepatitis, cancer, diabetes el concepto de cronicidad
es ampliamente usado e implica la presencia permanente de una infeccion durante la vida
del individuo (Kwon et al., 2014; Osougwu et al., 2013; Ali et al., 2010; Ben-Shlomo and
Kuh, 2002).

La relacion significativa entre la cronicidad de infeccion de CLas y la produccion de limén
mexicano requirid la depuracion grafica por outliers (2%) para obtener los mejores ajustes
del modelo (r’= 0.7 a 0.84). La dificultad de establecer una relacién cuantitativa entre el
nivel de enfermedad y la produccién en citricos para HLB y CVC se reportd previamente
(Bassanezi et al., 2011; Flores-Sanchez et al., 2015; Goncalves et al., 2012) y se debe
principalmente a la alta variabilidad de la produccion de arboles con el mismo nivel de
enfermedad, lo que significa una variacion temporal en el rendimiento y calidad de fruta a
nivel de arbol (Ye et al., 2008 a, b); por efectos de manejo agronémico y variabilidad
varietal. Este trabajo, y el de Flores-Sanchez et al. (2015) intent6 con éxito disminuir este

tipo de variabilidad al aparear plantas sintomaticas y asintomaticas.
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Cuadro 3. Pérdida productiva inducida por CLas, por municipio citricola y por nivel de
tecnificacion de los huertos de limén mexicano (Citrus aurantifolia Swingle Christm.): baja
tecnificacion (BT) vy alta tecnificacion (AT), en los estados de Colima y Michoacan durante 2014 y
2015, respectivamente. Valores con al menos una letra diferente indican diferencias significativas
(Tukey, P<0.05).

Estado/ Nivel de tecnificacion
Municipio BT? AT
Porcentaje” t/ha’ Porcentaje t/ha
Colima
Armeria 66.9 a 7.4 8.6¢ 1.0
Tecoman 58.4b 6.5 10.1bc 1.1
Promedio 62.7 7.0 9.4 1.0
Michoacén
Tepalcatepec 59.6 b 6.6 11.3b 1.2
Buenavista 459c¢c 5.6 4.3 de 0.5
Paracuaro 42.7 ¢ 4.6 32e 0.3
Aguililla 42.2¢c 3.8 140 a 1.2
Mugica 419c 2.3 5.7d 0.3
Apatzingan 32.2d 2.9 59d 0.5
Gabriel Zamora 16.7 e 0.8 3.3e 0.2
La Huacana 126¢e 0.7 10.8 b 0.6
Promedio 36.7 3.4 7.3 0.6

®BT: Baja tecnificacion, AT: Alta tecnificacion; "Porcentaje de pérdida productiva estimada
con la proporcion de la produccion obtenida en arboles con 100% de cronicidad en relacion
a arboles sanos; “t/ha: Pérdida productiva expresada en toneladas por hectarea estimada con
la diferencia de la produccion obtenida en una hectarea de arboles sanos menos la

produccidn estimada en arboles con 100% de cronicidad.

El manejo agronémico condicionoé el efecto de la cronicidad de infeccion de CLas en las
pérdidas productivas inducidas en limdn mexicano. Las practicas agronomicas realizadas
por los productores en huertos con AT compensan el efecto de CLas sobre la produccién,

sin inhibir su efecto, mientras que en huertos con BT la infeccion sistémica y cronica de
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CLas induce que los efectos fisioldgicos y anatomicos, que se han reportado, sean de mayor
magnitud y tengan mayor impacto en la produccion; tales como la reduccién de la tasa
fotosintética, menor produccion de azlcares y foto-asimilados, acumulacion de almidon,
taponamiento de los tubos cribosos con proteinas PP1 y PP2 y calosa, e hipertrofia e
hiperplasia sobre los tejidos vasculares de los arboles infectados (Flores-Sanchez et al.,
2014; Hernéndez-Chan et al., 2014; Chin et al., 2014; Esquivel-Chavez et al., 2012;
Folimonova y Achor, 2010; Kim et al., 2009).

Esta informacion coincide con otras investigaciones, las cuales indican que el manejo del
HLB tiene un efecto positivo al reducir la pérdida productiva en naranja dulce en San
Pablo, Brasil y California, E.U.A. No obstante, los costos de produccién se incrementarian
en tal medida que la ganancia neta seria igual que la obtenida bajo un escenario de cero
manejo de esta enfermedad (Lopez y Durborow, 2014; Miranda et al., 2012). Sin embargo,
estos estudios se basan en pronosticos a 20 afios del costo-beneficio de estrategias
nacionales de contencién del HLB y carecen de un enfoque epidemiologico de campo y del
analisis puntual de las practicas agrondmicas discutidas en este estudio.

Si bien, de manera individual las estrategias de manejo como la nutricion (Bassanezi et al.,
2014; Gottwald et al., 2012; Spann et al., 2011; Xia et al., 2011; Ahmad et al., 2011), el
manejo hidrico (Campos-Herrera et al., 2014; Xu et al., 2013), el uso de altas densidades de
plantacion (Stuchi y Girardi, 2010; Skaria y Hanagriff, 2008; Medina-Urrutia et al., 2004),
programas de renovacion frecuente de plantaciones y de ciclo corto (Manzanilla-Ramirez et
al., 2012), y el control regional de DC (Bassanezi et al., 2013; Stansly et al., 2014; Rogers
et al., 2011; Sandoval-Reyes et al., 2013; Ldopez-Arroyo et al., 2012), tienen un efecto
reducido en el manejo del HLB, su complementacion mediante el manejo integrado del
cultivo como nuevo sistema productivo, permitiria la convivencia con la enfermedad adin en
condiciones cronicas de infeccion de CLas, tal como se comprobd en el presente estudio.
Sin embargo, son necesarios estudios tecnoldgicos especificos para optimizar la relacion

costo-beneficio.
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4. CONCLUSIONES

El presente estudio constituye la primera investigacion que estima cuantitativamente con un
enfoque epidemioldgico las pérdidas inducidas por CLas en limén mexicano. También es la
primera evidencia de la implicacion del manejo agronémico y la cronicidad de infeccion
regional en el impacto productivo inducido por esta bacteria. Los resultados permiten
postular que las regiones citricolas bajo una condicion crénica y endémica pueden mantener
la sustentabilidad y rentabilidad productiva. Sin embargo, sera necesario establecer el
tiempo de reemplazo de huertos en funcion a la rentabilidad.

En esta investigacion se propone el uso de la cronicidad de infeccion como estimador del
tiempo de infeccion para patdgenos sistémicos que afectan sostenidamente a cultivos
perenes como frutales. El entendimiento de la cronicidad de un patégeno en funcion de la
fisiologia de la planta por efecto de manejo tecnoldgico, genética de la planta,
coinfecciones con otros patdgenos sistémicos es fundamental para coadyuvar al manejo
fitosanitario y realizar estudios epidemioldgicos sobre una base racional bioldgica
comprensible.

La pérdida productiva fue mayor en Colima que en Michoacan, derivado de una mayor
endemicidad y cronicidad. CLas también tuvo un efecto en la calidad de la fruta, lo cual
también se ha reportado para naranja dulce y limon persa. El efecto mas intenso se encontro6
en frutos de &rboles con severidad del 100%.

Sobre el manejo agrondémico se demostrd que éste tiene mayor implicacion en la pérdida
productiva de limén mexicano por efecto de CLas que la cronicidad de infeccién, bajo una
condicion endémica, es decir, con presencia homogénea de la enfermedad en una region;
por lo que las practicas agrondmicas realizadas por los productores en huertos con AT
compensan el efecto de CLas sobre la produccion, sin inhibir su efecto.

Si bien, de manera individual las estrategias de manejo como la nutricion, el manejo
hidrico, el uso de altas densidades de plantacion, programas de renovacion frecuente de
plantaciones y de ciclo corto, y el control regional de DC, tienen un efecto reducido en el
manejo del HLB, su complementacion mediante el manejo integrado del cultivo como
nuevo sistema productivo, permitiria el manejo de esta enfermedad aln en condiciones

cronicas de infeccion de CLas como el Pacifico Mexicano.
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CAPITULO IV
EPIDEMIOLOGIA DEL HUANGLONGBING BAJO UNA CONDICION
ASINTOMATICA EN PUEBLA Y VERACRUZ, MEXICO

RESUMEN

El Huanglongbing (HLB) es la enfermedad de los citricos con mayor importancia y
distribucion en el mundo. En México se asocia a la bacteria Candidatus Liberibacter
asiaticus (CLas) y su deteccién se realizd en Julio de 2009 en el estado de Yucatan. En
junio 2010 se detect6 en Veracruz y en agosto 2011 en Puebla a CLas en el insecto vector
Diaphorina citri (DC). En este ultimo estado, en septiembre 2013 se detectaron cinco
muestras de naranja dulce positivas a CLas. Este fue el primer reporte en el mundo de la
condicion asintomatica del HLB. Por lo anterior, se realizé un estudio epidemiologico para
caracterizar la dispersion parcelaria y regional de CLas asintomatico mediante muestreos a
ambos niveles en Puebla y Veracruz con el fin de definir el riesgo de dispersion con base en
distancias, direccionalidad y carga de indculo. A nivel parcelario la carga de inoculo en
planta fue baja y con mayor concentracion durante el mes de junio. EI HLB asintomatico a
nivel parcelario mantuvo una dispersién activa en focos de 7x8 érboles (2,352 m?). A nivel
regional las distancias de dispersion oscilaron de 1 a 12 km, y con presencia de positivos en
un area de 110 km de diametro (3,927 km?). Los datos indican que la baja dispersién de
ClLas bajo la condicién asintomatica, en esta region, esta asociada a una baja concentracién
de CLas en planta y vector con 8,846 y 285 (copias del gen 16S ADNr de CLas),
respectivamente; en complemento de la baja poblacion de DC (13.2 generaciones
potenciales). Esta informacion tiene gran relevancia en un contexto de prevencion de la
dispersion regional, mediante el desarrollo de métodos de muestreo que permitan identificar y
delimitar focos de dispersion para erradicar arboles asintomaticos y para el control regional
de DC. Sin embargo, no explican holisticamente la problematica en la region de Puebla-
Veracruz, por lo que se sugiere complementarse con estudios de variabilidad genética de la
bacteria, vector y planta, estudios fisiologicos, edafoldgicos, entre otras lineas de

investigacion.
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1. INTRODUCCION

El Huanglongbing (HLB), causado por Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) se detectd
en México, en julio 2009, en el estado de Yucatan. A partir de esa fecha se disperso a la
mayoria de los estados citricolas del pais con dos escenarios epidémicos: 1) en la region
del Pacifico con mayor intensidad y prevalencia en huertos comerciales, y 2) en la
Peninsula de Yucatan con menor intensidad y prevalencia en traspatio (Mora-Aguilera et
al., 2014).

En junio 2010 se detectd en Veracruz y en agosto 2011 en Puebla a CLas en el insecto
vector Diaphorina citri (DC). En este ultimo estado, en septiembre 2013 se detectaron
cinco muestras de naranja dulce positivas a CLas (SENASICA, 2015). Estos arboles no
presentaban los sintomas caracteristicos del HLB para las condiciones de México como
son: aclaramiento de nervaduras, moteado difuso y amarillamiento tenue generalizado
(Esquivel-Chavez et al., 2012). Esta condicidn prevalecia hasta diciembre 2015. Por lo que
este constituye el primer reporte mundial del HLB asintomatico en condiciones de campo.
La condicion asintomética del HLB es normal durante el periodo de incubacion de la
bacteria. Los sintomas putativamente aparecen después de varios meses o afios de la
infeccion inicial (Aubert, 1987). Sin embargo, hojas jovenes pueden ser fuente de indculo
de CLas 10 o 15 dias después de la infeccion por DC (Lee et al., 2015). Bassanezi et al.
(2013a) reportaron una reduccion visual, pero no su enmascaramiento total, de sintomas de
HLB asociado al incremento de la temperatura y posible movilidad de CLas a la zona
radicular.

La dispersidn intra-parcelaria inicialmente con efecto de borde (Aubert, 1987; Gottwald et
al., 2014; Bassanezi et al., 2005; Esquivel-Chavez, 2011; Marquez et al., 2011), tasas
temporales de dispersion parcelaria (Bassanezi et al., 2005; Robles-Gonzalez et al., 2013,
Esquivel-Chavez, 2011; Marquez et al., 2011) y dispersion regional (Mora-Aguilera et al.,
2014; Robles-Gonzalez et al., 2013; Flores-Sanchez et al., 2011) se ha empleado para
desarrollar protocolos oficiales de muestreo, monitoreo, delimitacion y control de brotes, y
en areas regionales de control de DC por parte del Servicio Nacional de Sanidad,
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) a través de la Direccion General de

Sanidad Vegetal (DGSV). Sin embargo, estos instrumentos se han generado bajo la
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asumpsion de una condicion sintomatica visual. De confirmarse que la condicion
asintomatica no es producto de un periodo de incubacion prolongado se requeriran
protocolos adecuados para esta nueva condicion.
Con base en lo anterior, se requiere un estudio epidemiol6gico que permita entender el
comportamiento del HLB asintomético; es decir conocer su distribucion y dispersion
regional y posibles causas, lo cual permita traducirse tanto en insumos operativos de
programas oficiales como en la correcta aplicacion de medidas de control como
erradicacion de fuentes de in6culo primario y control regional de DC mediante datos del
potencial de dispersion. En este contexto este estudio se plante6 con los siguientes
objetivos:

1. Caracterizar la distribucion regional de CLas asintomatico mediante muestreos en los
estados de Puebla y Veracruz para definir distancias, direccionalidad y carga de indculo
con el fin de disefiar estrategias para areas de control de Diaphorina citri y para la
eliminacién de inoculo primario en planta.

2. Andlizar la estructura de focos de infeccion de Clas-asintomatico con base en un
muestreo restrictivo a foco simple y multiple para su aplicacion en estrategias de

muestreo y manejo regional y a nivel de huertos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Caracterizacion regional de CLas asintomatico en planta y vector

2.1.1. Seleccion de los sitios de estudio

En agosto y noviembre 2014 se realizaron muestreos regionales para colectar muestras
vegetales y de adultos de Diaphorina citri en la region de Puebla-Veracruz. La seleccion de
los sitios de estudio considerd el nimero y distribucion de positivos asintomaticos CLas
detectados por el Comité Estatal de Sanidad Vegetal de Puebla (CESAVEP), asi como el
uso de rutas de alta movilidad de fruta y personal requerido para la produccién de citricos
en la region, principalmente limoén persa (Citrus latifolia), naranja (C. sinensis), mandarina
(C. reticulata) y toronjo (C. paradisi). La estimacion del numero de huertos a muestrear se

realiz6 con base en la metodologia transectual Trans-N (LANREF, 2014. No publicado), y a

la direccidn principal de los vientos, por su efecto en la dispersion de D. citri (Figura 1).
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Figura 1. Mapa regional de la zona de muestreo de citricos en Puebla y Veracruz con poligono

citricolas.
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Para determinar el nimero de sitios de estudio por ruta transectual, se empled la siguiente
ecuacion:

No. huertos = Ind_Dist; * N
Donde: N: Tamafio de muestra (sitios) operativamente factible evaluar. Ind_Dist: indice de
distancia relativo para cada huerto; en relacion al total de distancia a recorrer. i= Huertos a
evaluar en transecto j.

El desarroll6 en MS-Excel para la ejecucion de este algoritmo se ilustra en la Figura 2.

v EEEEEEE

 Transecto B Distancia (knB ___Ind Dist Bl _No.Sitios B _ Dist. Inicial (km) &
T1 0.1 13 2.2

10.0 5
T2 32.0 0.3 15 5.8 1.9
T3 12.9 0.1 6 1.2 24
T4 14.0 0.1 6 21 24
T5 17.1 0.2 8 39 1.9
T6 11.5 0.1 5 2.8 2.3
T7 10.6 0.1 5 2.9 2.0

Figura 2. Interface en MS-Excel para determinar nimero de huertos citricolas a muestrear por ruta
transectual en la regién Puebla-Veracruz (Acateno-Papantla, Martinez de la Torre, Tlapacoyan).

Adicionalmente, se empled la herramienta Trans-N modalidad aleatoria para determinar
la distancia entre sitios de estudio y distancia inicial del transecto (Figura 3), la cual emplea

como parametro el nimero de huertos (No. huertos) y distancia por transecto.
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Figura 3. Interface en MS-Excel de la herramienta Trans-N aleatorio. Ejemplo transecto 2. Notar
distancia inicio y distancia entre sitios o parcelas de citricos a muestrear.
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A partir del nimero de sitios, distancia inicial del transecto y distancia entre sitios de
evaluacién, se generaron mapas por transecto para mayor precision en ubicaciéon y

optimizacion logistica (Figura 4 y Anexo 1).
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Figura 4. Plan de muestreo transectual con sitios o huertos de citricos tentativos a muestrear y

georreferencia para ubicacion en campo. Ejemplo del transecto 1.

2.1.2. Sistema de muestreo y colecta de material vegetal e insectos
El método de muestreo a utilizar se denomina “7”, el cual combina efecto de infeccién de

bordo e interna en una plantacion. Los efectos de bordo estdn documentados (Gottwald et
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al., 2014; Bassanezi et al., 2005), asi como efectos internos (Robles-Gonzalez et al., 2013;
Esquivel-Chavez, 2011; Marquez et al., 2011) (Figura 5).

El método consiste en seleccionar 20 plantas intercaladas 1 cada 3, con base en la forma de
muestreo en “T” (Figura 5); este método es sistematico y de gran practicidad por ejecutarse
en un transecto continuo. Se requiere seleccionar 10 plantas del bordo del huerto y en la
planta 5y 6 seleccionar 5 plantas hacia el interior del huerto y 5 plantas en retorno sobre el
surco contiguo. EI muestreo en “T” permite conocer el estatus epidemiologico fuera de la
zona de dispersion activa del HLB asintomatico.

El muestreo en “T" es actualmente empleado para la vigilancia de plagas reglamentadas de
citricos en el Programa Nacional de Vigilancia Epidemiolégica Fitosanitaria (SINAVEF), y

fue propuesto por el LANREF (No publicado).

®2007

Google”

Alt.ojo.__ 715/m

Figura 5. Sistema de muestreo “T” para evaluar efecto de bordo y dispersion interna. Notar que se

seleccionan 20 plantas en total, las cuales se intercalan 1 cada 3, segunr linea de muestreo.

Debido a que las plantas seleccionadas se remuestrearian marcaron con pintura aerosol,
para evitar errores de muestreo y que los resultados fueran comparables entre las dos fechas
de muestreo. En ambas fechas de muestreo, en cada arbol muestreado se colectdé una
muestra compuesta de ocho hojas, dos de cada punto cardinal del dosel de los arboles.
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Las muestras colectadas se depositaron en bolsas de poli-papel, previamente etiquetadas
con los datos de cada sitio de muestreo, y se colocaron en una hielera con gel refrigerante
para mantener la calidad de las muestras (DGSV-SENASICA, 2010).

Adicionalmente, en todos los sitios de evaluacién se realizo la inspeccion visual de brotes
tiernos para determinar la presencia de adultos de DC; y se colectd una muestra compuesta de

10 adultos, por cada sitio de evaluacién (Figura 6) (Flores-Sanchez et al., 2011).

Figura 6. Colecta de adultos de D. citri para cuantificacion de concentracion de CLas.

2.1.3. Estimacion del numero de generaciones potenciales (NGP) de D. citri

Con el propdsito de relacionar la carga de indculo y determinar la implicacion de D. citri en
el estatus epidémico del HLB asintomatico en la region de Puebla y Veracruz se realizd la
estimacion del nimero de generaciones potenciales (NGP).

Para este estudio el calculo del NGP de D. citri se realizd con base en dos ajustes a las
metodologias previamente empleadas para este vector (Diaz-Padilla et al., 2014; Torres-
Pacheco et al., 2013). Para ello se procedi6 de la siguiente manera: 1) Uso del método seno
simple interceptado por dos umbrales, el cual es el més apropiado para utilizarse, ya que
considera que la temperatura minima puede ser menor al umbral inferior y la temperatura
méaxima es mayor al umbral superior (Figura 7) (Allen, 1976); y 2) Uso de datos climaticos
corregidos por periodos de brotacion vegetativa del cultivo, ya que éstos son mas
inductivos para el desarrollo de DC. Para la region de Puebla-Veracruz se consider6 como

especie predominante naranja dulce, por lo que se utilizaron datos de dos periodos de
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brotacion: enero-marzo y julio-octubre (Medina et al., 2007). En el caso de Colima se
considerd a limén mexicano como especie predominante, por lo que se utilizaron datos de
todo el afio (Robles-Gonzélez et al., 2014; Miranda-Salcedo y Lopez-Arrollo, 2011;
Veldzquez-Monreal et al., 2012).

Los datos de temperatura y humedad relativa utilizados se obtuvieron a partir de una
estacion climatica automatizada (WatchDog) instalada junto a una de las plantas confinadas
para este estudio en el huerto El Ocotillo, San José Acateno, Puebla y de la red de estaciones
climaticas de la CONAGUA (CONAGUA, 2015) del periodo 2010 al 2015, para mayor

representatividad.

T2

Tbaseup =—————fmm ————-

Thase — — —

Tmin T1

Figura 7. Diagrama de Esquema de método del seno interceptado por dos umbrales

La estimacion del NGP se realiz6 con la siguiente férmula:

NGP = (%{(Tbar — Thase) * (T2 — T1) + (a[cos(T1) — cos(T2)] + (Thaseup —
Thase)(5 —T2)}) /211 [E. 6]
T1 = sen"'[(Thase — Thar)/a] [E. 7]
T2 = sen™Y[(Thaseup — Thar)/a] [E. 8]
Donde:

NGP= Numero de generaciones potenciales de D. citri.

Thase= 13.5

Thaseup= 32

Thar= (Tmax+Tmin)/2
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o= (Tmax-Tmin)/2
Tmin= Temperatura minima diaria del ambiente.
Tmax= Temperatura maxima diaria del ambiente.

211= Grados dias desarrollo necesarios para formar una generacion potencial de D. citri.

2.1.4. Cuantificacion de la carga de inoculo regional de CLas

El analisis molecular consistié en el aislamiento de ADN. Cuando éste fue a partir de tejido
vegetal se utiliz6 el método CTAB 2% (Doyle y Doyle, 1987) con buffer salino, para 100
mg de muestra. Para insectos se empled el kit DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen,
Valencia, CA). La deteccién y cuantificacion se realiz6 mediante PCR tiempo real, en un
termociclador StepOne™ (Applied Biosystems ®), con los primers HLBp (5"-TCG AGC
GCG TAT GCA ATA CG-3), HLBr (5'-GCG TTA TCC CGT AGA AAA AGG TAG-3"),
y sonda (5- AGA CGG GTG AGT AAC GCG-3") (Li et al., 2006). La reaccién consistio
en un programa de termociclaje de 95 °C por 3 min, 40 ciclos de 95°C por 5 s; 59 °C por
40s y 59 °C por 35s (Anexo 3).

Para la cuantificacion del nimero de copias gendémicas de CLas en las muestras, se generd
una curva de calibracion externa. Se utilizo el fragmento del gen 16S rDNA clonado en un
plasmido (PGEM-T ® Promega®). El plasmido se purifico y cuantifico por uv-
espectrofotometria (Nanodrop 1000) y se realizaron diluciones seriales; éstas se sometieron
a amplificacion con tres repeticiones por concentracion y se utilizd una regresion
logaritmica para estimar la concentracion de CLas (y), donde y = (-3.373) * LN(Ct) +
41.95, la cual se expresa en numero de copias del gen 16S ADNTr. Con el propoésito de
evitar variabilidad en la concentracion de ADN de las muestra y para que estas fueran

comparables, se realizé una dilucion a 20 ng/uL.

2.1.5. Andlisis de datos

Con el propdsito de determinar de manera preliminar las distancias regionales de dispersion
de ClLas-asintomatico, los datos obtenidos de positivos y distancias de sitios de muestreo se
graficaron en Excel, para el mes de agosto; sin embargo, el nimero de sitios por transecto
impidié realizar un analisis estadistico formal mediante la metodologia de gradientes de

dispersion. Adicionalmente, se realiz6 un analisis de varianza y prueba de comparacion de
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medias con Tukey (P<0.05) de la concentracion de CLas en las muestras vegetales y de
insectos colectadas en el presente estudio en comparacion con muestras de Colima

obtenidas en un estudio complementario. Los analisis se llevaron a cabo en SAS Ver. 9.0.

2.2. Caracterizacion de focos de infeccion de CLas asintomatico

2.2.1. Seleccion del sitio de estudio

Complementariamente al estudio regional se realiz6 un andlisis de caracterizacion de seis
focos de infeccion de CLas asintomatico, en los cuales las plantas detectadas inicialmente se
erradicaron por el CESAVEP (una planta por foco) (SENASICA, 2015) en el huerto El
Ocotillo (Figura 8), el cual fue el primer reporte de HLB bajo la condicidn asintomatica.

Con este fin se realizaron seis muestreos sistematicos en torno a las plantas erradicadas de los

6 focos en: abril, junio, agosto, octubre, noviembre y diciembre de 2014.
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Figura 8. Distribucion de focos estudiados en el huerto EI Ocotillo, San José Acateno, Puebla,

primera deteccion de citricos infectados con CLas sin presentar sintomas caracteristicos del HLB.
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2.2.2. Sistema de muestreo y colecta de material vegetal e insectos

Para el sistema de muestreo entorno a focos fue empleado inicialmente en el patosistema
CTV-Citricos (Dominguez-Monge, 2011), y consiste en usar el sitio de ubicacién de la planta
erradicada como centroide, a partir de la cual se seleccionaron ocho plantas vecinas en el
sentido de las manecillas del reloj. Adicionalmente, se incrementd el tamafio de focoa 2 0 3
veces el radio de plantas de muestreo en funcién del nimero de positivos por fecha de

muestreo, convirtiéndose en muestreo de foco multiple (Figura 9).

POOOHOHHNS
POOHOOOOOGS

Arbol erradicado

9?99? QQ?CWM
9999 9999%%
coosssnss

SOOOHSOONS

XXX IXX Y
XXX XY

Figura 9. Sistema de muestreo a partir del centroide de foco o planta erradicada, en etapas en
funcion de arboles positivos. En la etapa inicial el foco se constituye de 8 plantas vecinas
seleccionadas en el sentido de las manecillas del reloj. En las siguientes etapas se incrementa 2 0 3
veces, segun positivos.

En cada etapa de muestreo, cada arbol seleccionado se marco con listones y pintura aerosol
para su identificacion en muestreos subsecuentes. En cada arbol se colect6 una muestra
compuesta de una hoja por punto cardinal del dosel. Las muestras se conservaron en bolsas
de polipapel, previamente etiquetadas, en hielera con geles congelados. Adicionalmente, se

inspecciond la presencia de adultos de DC para llevar a cabo el analisis molecular

124



correspondiente y determinar la concentracion de CLas asintomatico en focos.

2.2.3. Diagnostico molecular de CLas en tejido vegetal

Para este objetivo Gnicamente se efectud la deteccion y no cuantifiacion de CLas, es decir,
el fin fue determinar si las muestras tenian presencia de la bacteria. Por lo anterior, el
analisis molecular consistié en el aislamiento de ADN con el método CTAB 2% (Doyle y
Doyle, 1987) con buffer salino, para 100 mg de tejido vegetal. La deteccion se realizé con
el método de presencia o ausencia en PCR tiempo real mediante un termociclador
StepOne™ (Applied Biosystems ®), con los primers OlI1 (5"-GCG CGT ATG CAA TAC
GAG CGG CA-3) y (5-GCC TCG CGA CTT CGC AAC CCA T-3") (Li et al., 2006). La
reaccion consistio en un programa de termociclaje de 95 °C por 3 min, 40 ciclos de 95°C
por 5s; 59 °C por 40s y 59 °C por 35s (Anexo 3).

2.2.4. Andlisis de datos
El comportamiento de la dispersion espacial de CLas asintomaticos, fue analizado con mapas
geoestadisticos del nimero de positivos por area de muestreo focal y para las seis fechas de
muestreo.
Para determinar la tasa temporal de dispersion del HLB, en focos de dispersion, los datos
de fechas de evaluacion (seis) y un indice de Positividad (IndPos), el cual es mayor en
muestras con mayor condicion de positividad, lo que se hipotéticamente seria mayor
concentracion de CLas. El IndPos por planta se calcul6 con la siguiente ecuacion:

IndPos = CTumbral — CTn
Donde: CTumbral: Es el umbral maximo de Ct para determinar una muestra positiva (36 Ct);
CTn: Valor del Ct de la muestra compuesta por arbol.
El IndPos A nivel de foco el IndPos se estimd con la siguiente ecuacion:

X(IndPos)
n

IndPosF =

Donde: IndPosF= indice de positividad por foco; IndPos= indice de positividad por planta
del foco; n= Ndmero de plantas por foco.

el IndPosF, se analizaron mediante el modelo temporal Weibull (y = 1-["Y%) con el método
no derivativo DUD de PROC NLIN de SAS 9.0; donde y representa el valor de IndPosF, t

es un tiempo a definir, b es el pardmetro de tasa en su forma inversa y c es el parametro de
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forma de la curva (Pennypacker, 1978; Mora-Aguilera et al., 1996). El estimador de los
pardmetros b, ¢ y r? se utilizaron para determinar el ajuste del modelo.
3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Caracterizacion regional de CLas-asintomatico en planta y vector

En agosto y noviembre de 2014, se muestrearon 36 huertos citricolas, en 7 rutas
transectuales con distancias entre 10-32 km, lo cual implicé un didmetro de 110 km. Esta
region incluyé los municipios citricolas de San José Acateno y Tenanpulco, Puebla y

Martinez de la Torre, Tlapacoyan y Papantla, Veracruz (Figura 10).
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Figura 10. Region en la cual se desarroll6 el estudio regional del estatus epidémico de CLas-
asintomatico. Incluye los municipios citricolas de San José Acateno y Tenanpulco, Puebla y

Martinez de la Torre, Tlapacoyan y Papantla, Veracruz.
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3.1.1. Anadlisis en planta

A partir de los muestreos regionales de material vegetal de especies citricas como naranja,
limoén persa, mandarina y toronjo, se encontrd una baja concentracion de CLas en condicion
asintomatica en la region de Puebla y Veracruz, ya que del total de 732 muestras vegetales
asintomaticas colectadas en ambos muestreos, unicamente el 1.7% resultaron positivas: 84
muestras en agosto (1.2%) y 30 muestras en noviembre (0.5%), con un intervalo de
concentracion de CLas de 226 a 8,846 copias de ADN (X=2,500) (Figura 11).
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Figura 11. A) Namero de arboles positivos y B) Concentracion de CLas (Logaritmo del nimero de
copias del gen 16S ADNr X 1°000,000), por fecha de muestreo, en la region citricola de Puebla-

Veracruz. Lineas en las barras indican el error estandar.

En la Figura 11 se observa que en agosto se presentaron mayor nimero de arboles positivos
y mayor concentracion de CLas en comparacion a noviembre, lo cual es diferente a lo
reportado por Bassanezi et al. (2013a) quienes indican que la aparicion de plantas
sintomaticas en San Pablo, Brasil se reduce durante el verano. Complementariamente, en la
region de Parand, Brasil reportaron que en el Otofio existe mayor concentracion de CLas y
recomiendan ésta época para realizar la deteccién de plantas enfermas con la bacteria
causante del HLB (Sauer et al., 2015). En las condiciones de Colima, México Feliz-Portillo
et al. (2011) reportaron que durante los meses de diciembre a marzo se observd un
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incremento de adultos de DC portadores de la bacteria y que los meses de julio a
septiembre los de menor infectividad.

En el caso de México, bajo el escenario de arboles asintomaticos a CLas, la informacion
generada en este estudio es importante debido a que puede usarse en la definicion de épocas
de muestreo de esta bacteria a nivel regional.

Con la informacién de positivos a CLas por fecha de muestreo se gener6 un mapa
interpolado para visualizar la distribucién de la carga de in6culo por municipio citricola. En
la Figura 12A se observa que para el mes de agosto la mayor concentracion de positivos fue
en la region de Papantla, Veracruz, la cual colinda con la region de San José Acateno,
Puebla. Esta condicion sugiere mayor presion de inoculo en direccion de Veracruz hacia
Puebla, por lo que las acciones de manejo deberian realizarse para ambas entidades, con las
estrategias de erradicacion, uso de material vegetal certificado y control regional del vector
(SENASICA, 2012; Mora-Aguilera et al., 2014; Bassanezi et al., 2013b), lo cual permitiria
reducir el inoculo de CLas y las poblaciones de DC en toda la regién, con lo que se espera

reducir el potencial de dispersion de CLas bajo esta condicion asintomatica.
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Figura 12. Mapas interpolados del numero de arboles asintomaticos positivos a CLas, por fecha de
muestreo A) agosto y B) noviembre.
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Figura 13. Gréficos del nimero de positivos y distancias entre sitios de muestreo para cada
transecto: T1 a T7, a partir de huertos positivos considerados como focos iniciales por mayor
concentracion de CLas, en la region de Puebla y Veracruz.
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Con el nimero de positivos y distancias entre sitios de muestreo, para el mes de agosto, se
pudo inferir que las distancias regionales de dispersién del HLB asintomatico oscilaron
entre 1-12 km a partir de huertos positivos considerados como focos iniciales por mayor
concentracion de CLas, en cada ruta transectual (Figura 13). Sin embargo, esta tendencia
requiere validarse ya que el reducido nimero de huertos por transecto impidié analizar los
datos con modelos matematicos de gradientes de dispersion.

No obstante la deteccidn de esta bacteria en 84 sitios de estudio representa un didmetro de
110 km o un érea de 3,927 km?, por lo que ésta podria ser el area recomendada para el
manejo del HLB mediante la estrategia de Areas Regionales de Control de DC (ARCOs), la
cual parte del supuesto que a mayor area de control mayor sera el efecto en la reduccion de
la poblacion de DC y por consecuencia una menor dispersion de la enfermedad (Robles,
2012; Mora-Aguilera et al., 2014; Bassanezi et al., 2013b).

En un estudio con enfoque similar, en Yucatan y Quintana Roo, se encontraron distancias
de dispersion entre 25 a 80 km, a un afio de la primera deteccion de arboles con sintomas
del HLB (Flores-Sanchez et al., 2011). Complementariamente, en Colima, a 8 meses de la
primera deteccién del HLB sintomatico, las distancias variaron de 50-90 km, cubriendo la
totalidad del territorio estatal en este tiempo (Robles-Gonzélez et al., 2013). Estos
escenarios sugieren que para la regién de Puebla y Veracruz, a dos afios de la primera

deteccidn de plantas asintomaticas positivas a CLas, el proceso de dispersion es bajo.
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3.1.2. Andlisis en vector

En el caso de muestras del vector, de las 24 muestras colectadas en cada muestreo, cinco
fueron positivas en agosto y ocho en noviembre con un rango de concentracion de CLas de
35 a 285.4 copias de ADN de ClLas (X=98.3) (Figura 14). La cantidad de muestras
positivas de DC fue inversa a las fechas observadas en planta. Sin embargo, no se puede
asociar claramente el efecto de fecha en la concentracién de CLas debido a la posibilidad
de insectos migrantes, es decir, la cantidad de bacteria en el vector no es estrictamente
atribuible a la region y periodo de evaluacion, por lo que para este fin se sugiere un estudio

donde se cuantifique la concentracion de CLas en ninfas.
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Figura 14. Concentracién de CLas en muestras de insectos de la region citricola de Puebla-
Veracruz. A) Numero de muestras positivas y B) Concentracion maxima de CLas, por fecha de
muestreo. Lineas en las barras indican el error estandar.

La concentracion de CLas tanto en planta como en vector se considera baja para la region
de Puebla-Veracruz en comparacion con otras regiones citricolas como Colima, donde el
HLB presenta una condicidn sintomatica y endémica desde 2010 y donde la disponibilidad
de tejido por abundancia de la especie citricola limén mexicano, la cual tiene brotacion
vegetativa durante todo el afio (Robles-Gonzélez et al., 2014) es mayor que en Puebla y
Veracruz. En esta ultima region abunda la especie naranja dulce, la cual tiene dos ventanas
de brotacién vegetativa de enero a marzo y julio a octubre (Ortega-Arenas et al., 2013), por
lo que la disponibilidad de tejido para DC es menor. Diversos autores sefialan que la
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brotacion es el factor mas importante para la abundancia de este vector con preferencia en
brotes pequefios u hojas tiernas recién expandidas (Ortega-Arenas et al., 2013; Liu and
Tsai, 2000; Pluke et al., 2008; Medina et al., 2007).

En muestras vegetales colectadas en Colima en un estudio comparativo, la concentracion de
ClLas vario de 108,283 a 1°055,977 copias de ADN. En el insecto la concentracion fue
similarmente alta y varié de 10,738 a 1°328,874 copias de ADN de CLas (Figura 15). Para
esta region de Colima, las concentraciones de CLas en muestras vegetales e insectos son
similares, lo que indica que el vector es altamente eficiente en la dispersién de CLas-
sintomaético, contrario a lo que se observa en Puebla.

Estos datos muestran que la baja concentracion de CLas en el vector (285 copias de ADN
de CLas) en Puebla con respecto a muestras vegetales (8,846 copias de ADN de CLas), lo
cual podria explicar la prevalencia asintomatica del HLB por falta de reinfecciones exitosas

y por bajas concentraciones de indculo en el vector y en la planta, limitando la adquisicién

exitosa.
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Figura 15. Comparacion de carga de indculo representado por el logaritmo de la cantidad de CLas
presentes en muestras: A). Vegetales y B) Vector, en las regiones de Puebla y Colima. Barras con
letras diferentes indican diferencias significativas por Tukey (P<0.05). Lineas en las barras indican el
error estandar.
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3.1.3. Generaciones Potenciales de D. citri

La estimacién del nimero de generaciones potenciales (NGP) anuales de DC, permitié
validar la hipotesis que en la region de Puebla y Veracruz existen menores condiciones de
temperaturas entre 13.5 y 35°C y brotacion vegetativa para el desarrollo del vector, en
comparacion con otras regiones citricolas de México como el Pacifico, ya que el NGP de DC
para Puebla y Veracruz fue de 13.2 por afio, considerando datos climéticos de dos periodos
de brotacion al afio (Medina et al., 2007), mientras que para Colima y Michoacan fue de 16
por afio, considerando datos climéticos durante todo el afio, por brotacion constante (Robles-
Gonzélez et al., 2014). Estos datos son coincidentes, en cuanto a la inductividad de la region,
a los reportados por Diaz-Padilla et al. (2014) (Figura 16), es decir que la region del Pacifico
tiene mayor inductividad al desarrollo de D. citri, ya que con su metodologia obtuvieron 28
GP para el Pacifico, mientras que para la regién de Puebla y Veracruz obtuvieron 9 GP de
este vector (Diaz-Padilla et al., 2014). Sin embargo, la diferencias pueden deberse al uso del
método del seno y correccidn por fenologia, lo cual se propone en este estudio para tener una
estimacion del NGP con mayor explicacion bioldgica, dependiente de la disponibilidad de
tejido y no Unicamente de las condiciones ambientales (Tsai et al., 2002; Liu and Tsali,
2000).
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Figura 16. Numero de Generaciones Potenciales (NGP) de D. citri al afio, estimadas en el presente
estudio para la region de Puebla y Veracruz con datos climaticos de dos periodos de brotacion, y la

region de Colima y Michoacan con datos climaticos de todo el afio por brotacion constante.
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En un estudio de la abundancia estacional de DC en Veracruz se reportd que para naranja
dulce, los meses con mayor abundancia de este insecto son de enero a abril con una
densidad promedio de ocho adultos por trampa (Ortega-Arenas et al., 2013). La presencia
de brotes vegetativos tuvo influencia directa en la abundancia de D. citri debido a que la
oviposicion se realiza en brotes tiernos y el desarrollo de las ninfas transcurre en brotes
jévenes (Liu & Tsai 2000, Pluke et al. 2008). Mientras que en Colima y Michoacan las
mayores poblaciones de DC se reportaron en los meses de noviembre a mayo con una
densidad promedio de 100 adultos por trampa (Veldzquez-Monreal et al., 2012) o de 21 a
33 generaciones por afio (Miranda-Salcedo y Lopez-Arroyo, 2011).

Esto sugiere que los procesos de dispersion y reinfeccion por inéculo secundario son de
menor intensidad en la region de Puebla y Veracruz en comparacion con Colima vy

Michoacan, lo que resulta en epidemias de baja intensidad o de bajo riesgo.

3.2.Caracterizacién de focos de infeccidon de CLas asintomatico

La caracterizacion de los focos de CLas-asintomatico se realizo en seis fechas, en las cuales
se amplio el radio de muestreo en funcién de la ocurrencia de nuevos positivos. En el Cuadro
2 se muestra el nimero de arboles positivos y plantas muestreadas por foco y fecha de

muestreo.

Cuadro 1. Numero de arboles positivos a CLas-asintomatico y nimero de plantas muestreadas por

fecha de evaluacién.

Foco Fechas de muestreo
Abril Junio Agosto Octubre Noviembre Diciembre
Pos °n  Pos N Pos n Pos n Pos n Pos n
1 3 8 9 24 0 48 0 48 0 48 0 48
2 0 8 6 24 6 48 1 48 1 48 1 48
3 0 8 0 8 0 8 0 8 0 8 1 8
4 0 8 9 24 0 24 0 24 0 24 2 24
5 0 8 7 24 0 24 0 24 0 24 1 24
6 0 8 17 24 4 48 8 48 0 48 0 48

Pos= Numero de arboles positivos a CLas-asintomético; "n=Ndmero de &rboles muestreados por fecha.
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3.2.1. Analisis temporal

El seguimiento temporal de los focos de infeccion intraparcelarios indico que junio fue el mes
con mayor numero de arboles positivos a CLas asintomatico (48) y noviembre el menor (1),
esta condicion es la misma que se encontrd en el estudio regional y difiere de los reportes de
Brasil, en los cuales la aparicion de plantas sintomaticas se redujo durante el verano, debido a
las altas temperaturas (Bassanezi et al., 2013a) y que la concentracion de la bacteria es mayor
durante el otofio (Sauer et al., 2015).

Se encontrd que el foco con mayor presencia de positivos fue el nimero seis (Figura 17), el
cual tuvo ocurrencia de arboles positivos en junio, agosto y octubre. La ubicacion de este
foco se localizd en los limites del huerto por lo que la presencia del mayor nimero de
positivos puede deberse a una presion de indculo de huertos colindantes y al efecto de borde,
el cual se ha reportado en diferentes regiones citricolas como San Pablo, Brasil y Florida, E.
U. A. (Gottwald et al., 2014; Bassanezi et al., 2005).

Los resultados evidencian que a pesar de la erradicacion de los centroides de foco, existen
plantas en proceso de infeccién complementando su periodo de latencia. Por lo tanto, CLas-

asintomatico tiene capacidad de dispersién por DC.
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Figura 17. Namero de arboles positivos a CLas por foco (A) y por fecha (B) en el huerto EI Ocaotillo,
San José Acateno, Puebla, primera deteccion de asintomaticos en la region.

Numero de arboles positivos a CLas asintomatico

El indice de positividad por foco (IndPosF) por mes de evaluacion, se ajustaron con el
modelo temporal Weibull para determinar la velocidad con la que los arboles colindantes
podrian enfermarse, es decir, la tasa de dispersion de CLas asintomatico a nivel parcelario. Se
logré el ajuste de los focos 2, 5y 6 con r’= 0.92, 0.89 y 0.92, respectivamente (Figura 18).
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Figura 18. Graficos temporales del nimero de positivos ajustados con el modelo Weibull para los
focos A) 1,B) 2,C) 3,D) 4, E) 5y F) 6. Las lineas y modelos para los focos 2, 5 y 6 representan el
ajuste con el modelo Weibull.

Las tasas temporales obtenidas en el presente estudio fueron de b= 0.0007, 0.0040, y 0.0013,
para los focos 2, 5y 6, respectivamente, las cuales se consideran bajas en comparacion con la

dispersion parcelaria del HLB sintomatico que se reportaron para otras regiones citricolas del
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pais, como en dos huertos de limon mexicano de Colima, en los cuales las tasas de infeccion
fueron de b=0.17 y 0.002 esto durante 7 y 10 meses de evaluacion (Figura 19) (Robles-
Gonzélez et al., 2013).
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Figura 19. Comportamiento temporal del HLB en dos huertos de Tecoman, Colima y su ajuste con

el modelo de Weibull. Analisis con datos de Robles-Gonzalez et al., 2013.

Los estudios en México que indican que el progreso temporal del HLB sintomatico es

mayor que el observado en el presente estudio, los cuales se describen a continuacion en el

Cuadro 2.

Cuadro 2. Caracteristicas y parametros de comportamiento temporal de CLas-sintomatico en
huertos de limén mexicano (Citrus aurantifolia) en Colima y limén persa (Citrus latifolia) en
Nayarit y Yucatan, México.

Estado Municipio Huerto Especie N Tiempo 1/b* C° r* Yf Cita

(ha) (meses) (%)

Colima  Tecoman Coll L.mex 40 10 017 236 097 46  °Robles-

Colima  Tecomn Col2 L.mex 10 7 0002 066 078 3 COnzalez
etal.,,
2013

Nayarit Xalisco Nayl L.persa 0.1 6 013 14 091 44 Marquez

Nayarit Xalisco Nay2 L.persa 0.1 6 019 162 099 65 etal,
2011

Nayarit Xalisco Nay3 L.persa 0.1 6 032 217 094 70
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(Continuacién...)
Nayarit Ahuacatlan  Alto  L.persa 0.3 6 0.02 0.83 088 18 °Esquivel-
Chéavez,
2011

Nayarit ~Ahuacatlan Mod  L.persa 0.3 6 001 436 099 85

Nayarit Ahuacatlan Bajo L.persa 0.3 6 0.001 053 091 34

Yucatdn  Tizimin Moct L.persa 0.3 8 0.04 22 09 44  °Loeza-
Kuk et
al., 2010

Yucatan  Tizimin SRosa L.persa 0.1 8 002 13 091 19

%Parametro de tasa en su forma inversa, ésto es 1/b; °Parametro de forma de la curva; Coeficiente de

determinacion del modelo. “Fuente de datos para anélisis propio.

En estos estudios las menores tasas se observaron en los huertos de Ahuacatlan, Nayarit y los
dos de Yucatan, las cuales oscilaron entre 0.001 a 0.04 (Esquivel-Chavez, 2011; Loeza-Kuk
et al., 2010). En el resto de huertos de Nayarit las tasas oscilaron entre 0.13 a 0.32 (Méarquez
et al., 2011), ambos estados para limén persa. Las diferencias entre los huertos de Nayarit
podrian deberse al efecto de la poblacion, ya que en los huertos de Ahuacatlan la superficie
fue de 0.3 ha mientras que en Xalisco de 0.1. En el caso de limén mexicano de Colima el
huerto Col1, en el cual se realizo la primera deteccion del HLB en dicho estado, present6 una
tasa de 0.17 en 40 ha, lo cual coindice con el estatus actual de mayor intensidad epidémica de
ClLas en esta entidad (SENASICA, 2015; Capitulo 11 y Capitulo I11). En el caso de Col2 tuvo
una tasa de 0.002; sin embargo, se trata de un huerto dentro de las instalaciones del INIFAP,
por lo que posiblemente las condiciones de manejo agronémico, control del vector influyeron
en menor dispersion de CLas. Lo anterior sugiere que la dispersién del HLB sintomatico es
mayor a la del HLB asintomatico en Puebla-Veracruz en naranja dulce.

Las causas de este comportamiento podrian ser la baja carga de indculo en planta y vector, la
baja poblacion por disponibilidad de tejido (Ortega-Arenas et al., 2013; Velazquez-Monreal
et al., 2012; Miranda-Salcedo y Lépez-Arroyo, 2011) y falta de reinfecciones exitosas, lo
que tiene como consecuencia una baja dispersion regional y parcelaria de ClLas
asintomatico.

Adicionalmente, existen otros factores de lineas de investigacion complementarias que
requieren considerarse para determinar el porqué de la condicion asintomatica como
estudios de variabilidad genética de la bacteria, relacion injerto-portainjerto y variabilidad
estacional copa-raiz de la concentracion de CLas.
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3.2.2. Analisis espacial

Los resultados del andlisis de focos intraparcelarios muestran que el comportamiento de
ClLas-asintomatico es similar al reportado para CLas-sintomatico, ya que se distribuye
inicialmente en focos a partir del centroide y que posteriormente a plantas contiguas, las
cuales se encuentran en proceso de infeccion completando su periodo de latencia (Figura 21y
22) (Esquivel-Chavez, 2011; Marquez et al., 2011; Gottwald et al., 2014; Bassanezi et al.,
2005). Los focos que presentaron mayor presencia de positivos fueronel 1 y el 6 con 17 y 16
arboles positivos, respectivamente (Figura 21); en términos de dispersion espacial, estos
focos representan la condicion de mayor distancia de dispersién de CLas-asintomatico, la
cual fue en un didmetro de 7 x 8 arboles, lo que implica un area de 2,352 m® (Figura 21).
Adicionalmente, se observé que la distribucion de positivos es mas consistente en direccion
norte del centro de foco, probablemente por el factor viento el cual dispersa al vector DC
(Figura 21) (Anexo 2).

En estudios realizados para el Virus de la tristeza de los citricos (VTC) detectaron que la
mayor dispersion del virus ocurrié en direccion de hileras dentro del huerto por (Ruiz-
Garcia et al., 2009), comportamiento similar al que se reporta para otros patdgenos de
citricos con presencia de un vector como el caso de Clorosis Variegada de los Citricos
(CVC) (Laranjeira et al., 2004).

Con estos datos parcelarios de la distribucion espacio-temporal de CLas-asintomatico se
puede concluir que existe dispersion activa de CLas bajo esta condicion (segin tasas
temporales), en adicién a una baja concentracién de esta bacteria en la mayoria de las
muestras positivas (29.2-35.9 Ct).

Finalmente, tanto el estudio de dispersion regional como el estudio parcelario sugieren que la
dispersion del HLB asintomatico es baja, en consideracion al nimero de arboles positivos y
concentracion de CLas.

Esta informacion podria ser empleada para definir tamafios de focos en un contexto de
muestreo a nivel de huertos, lo cual permita definir el estatus del HLB bajo la condicion
asintomatica y para efectuar acciones de mitigacion de esta enfermedad como erradicacion de

plantas y control local y regional del vector.
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Figura 20. Mapas geoestadisticos del indice de positivos (IndPos) (Umbral de Ct para determinar una
muestra positiva (36 Ct) menos el valor del Ct de cada muestra) en el mes de junio (mayor presencia

de positivos) por foco del huerto EI Ocotillo, San José Acateno, Puebla.
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4. CONCLUSIONES

Las evidencias del analisis de dispersion de CLas-asintomatico a nivel regional y parcelario
muestran que bajo esta condicion en la region de Puebla-Veracruz esta asociada a una baja
concentracion de la bacteria en planta y vector en comparacion con otras regiones citricolas
como Colima. La baja carga de indculo en el vector (285 copias de ADN de CLas) con
respecto a muestras vegetales (8,846 copias de ADN de CLas), en complemento a la baja
poblacion de D. citri podria explicar la baja dispersion parcelaria y regional del HLB
asintomatico.

Las distancias de dispersion activa del HLB asintomatico en la regién oscilan entre 1y 12
km. Sin embargo, debido a que la presion de indculo ocurre en direccion de Veracruz hacia
Puebla, y a que se encontraron 114 muestras con presencia de la bacteria, se sugiere realizar
acciones de erradicacion y control local y regional de DC bajo la estrategia ARCOs, en
ambas entidades en un &rea de 3,927 km®.

A nivel parcelario, el comportamiento espacio-temporal del HLB asintomatico present6 una
tasa de infeccion promedio de 1/b= 205 a 1355 y en focos con un area de dispersion activa de
7 x 8 arboles (2,352 m?).

Se recomienda emplear los datos de distancias parcelarias y regionales de dispersion en un
contexto de estrategia regional y nacional de muestreo y delimitacion de focos de dispersion
activa para efectuar acciones de erradicacion de arboles asintomaticos (inéculo primario) y
control del vector (indculo secundario).

Adicionalmente, la informacion generada en este estudio no explica holisticamente la
presencia de plantas asintomaticas, por lo que se requiere complementar con otras lineas de
investigacion como estudios de variabilidad genética de la bacteria y relacion injerto-

portainjerto.
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CAPITULO V
ANALISIS EPIDEMIOLOGICO REGIONAL DEL HUANGLONGBING EN
PARAGUAY

RESUMEN

El Huanglongbing de los citricos (HLB) se detect6 en Paraguay en enero de 2013 asociado
a la bacteria Candidatus Liberibacter spp. en planta y vector (Diaphorina citri) y desde esa
fecha esta presente en los departamentos de Itapua, Caazapa, Alto Parana, Cordillera y San
Pedro. Las acciones de mitigacion de esta enfermedad por parte del Servicio Nacional de
Calidad y Sanidad Vegetal y Semillas (SENAVE) se basan en la erradicacion de plantas y
control de D. citri; sin embargo no existen estudios formales sobre el comportamiento
epidémico del HLB para coadyuvar a su manejo, por lo anterior y en vinculacion con el
SENAVE se plante6: determinar el estatus epidémico del HLB a nivel regional y
determinar el efecto de la erradicacion en el proceso epidémico parcelario y el tipo de
patron espacial con fines de manejo del HLB en las regiones citricolas de Paraguay.
Mediante un método ponderativo del sistema epidemioldgico se seleccionaron 22 huertos
en los cinco principales departamentos citricolas del Pais. A nivel parcelario se emplearon
tres metodos de muestreo para determinar la intensidad e inductividad epidémica del HLB,
mediante variables de la planta, enfermedad, vector y manejo. Con los datos se gener6 un
indice multivariado (IM) y un andlisis del patron espacial. EI IM indic6 que el estatus
epidémico del HLB en Paraguay es de baja intensidad con un gradiente de la region de
Itapla y Caazapa (IM=0.00031 y 0.00021, respectivamente), hacia la region de Boquerdn
(IM=0.0002), lo cual sugiere un mayor riesgo de establecimiento y dispersion del HLB en
Itaplia y Caazapa. En siete de 22 huertos se encontr6 presencia del HLB. A nivel parcelario
se comprobé que la erradicacion tiene un efecto en la reduccién de la dispersion del HLB al
mantener una incidencia y severidad promedio del 29.2% (+19.9) y 12% (£7.9); y que el
patron espacial es agregado y con efecto de borde en la fase inicial de la epidemia, por lo
que se recomienda mantener las acciones de erradicacién con como base del manejo del
HLB y control regional del vector para optimizar recursos humanos y econémicos en un

contexto de emergencia nacional para evitar la dispersion del HLB en Paraguay.
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1. INTRODUCCION
El Huanglongbing de los citricos (HLB) es la enfermedad de mayor distribucion mundial
(Bové, 2006). En Paraguay los estudios de prospeccion y monitoreo, con énfasis en la
deteccidn de Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) y su vector Diaphorina citri (DC)
iniciaron desde 2006; sin embargo fue hasta enero de 2013 que se detectd al HLB en este
pais, y desde esa fecha ha mantenido un proceso de dispersion con detecciones en planta y
vector en los departamentos de Itapua, Caazapa, Cordillera, Amambay, Alto Parand, San
Pedro y Concepcidon (SENAVE, 2013a). Aparentemente, el indculo proveniente de Brasil,
que colinda con Paraguay en la region de Parana influye en el riesgo y dispersion y
establecimiento de CLas en Paraguay.
Estudios epidemioldgicos regionales han permitido categorizar las zonas citricolas por
inductividad epidémica y niveles de riesgo como base para el manejo del HLB (Mora-
Aguilera et al., 2013; Flores-Sanchez et al., 2013). Una novel propuesta es el uso del indice
multivariado (IM), el cual se justifica al estudiar integralmente la inductividad y riesgo
epidemiolégico mediante el empleo de variables de los subsistemas del sistema
epidemiolégico: planta, enfermedad, vector, manejo y clima (Mora-Aguilera et al., 2014c;
2013b). Complementariamente, Gottwald et al. (2014) también mencionan que la
prediccion de areas de riesgo debe incluir factores de riesgo como: susceptibilidad del
cultivar, superficie del huerto, edad de plantas, cercania de foco (distancia con plantas y
vectores positivos). Sin embargo, en su estudio el método de estimacion es restrictivo dado
que carece del uso de un IM, el cual ademés de tener un sustento estadistico integra de
manera racional el sistema epidemioldgico magnificando variabilidad regional para la
estimacion de riesgos epidémicos e impactos productivos.
En México, existen algunos estudios de la aplicacion del IM y otros enfoques multivariados
para la definicion de areas de riesgo de los patosistemas: Naccobus aberrans-Tomate
(Cabrera-Hidalgo et al., 2014), hongos causantes de marchitez-Fresa (Ceja et al., 2014),
riesgo fitosanitario-Papa (Mora-Aguilera et al., 2014a), Hemileia vastatix-Café, HLB-
Citricos (Mora-Aguilera et al., 2014a; 2013b; Flores-Sanchez et al., 2013) y VTC-Citricos
(Mora-Aguilera et al., 2014a; 2013; Dominguez-Monge, 2011; Gongora, 2004).
Clasicamente, en paises como Brasil, EUA y México se inicio el manejo del HLB con tres

estrategias complementarias: 1) Erradicaciéon de plantas enfermas; 2) Control regional de
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Diaphorina citri (DC), vector de Candidatus Liberibacter asiaticus, agente causal del HLB
en México; y 3) Uso de plantas certificadas (Bassanezi et al., 2013b; Mora-Aguilera et al.,
2014c; Rogers et al., 2010). La evidencia del éxito de estas acciones es Brasil, ya que a la
fecha la regién de San Pablo se mantiene con una incidencia menor al 10% (Bassanezi et
al., 2013b). Sin embargo, en regiones citricolas donde el escenario epidémico del HLB ya
es endémico, la erradicacion es una opcidn inviable (Belasque et al., 2009) y se requiere
enfatizar el control regional del vector y el uso de plantas certificadas, p.e. region Pacifico
de México, Florida, EUA. Por otra parte la experiencia de México, sugiere la integracion de
un cuarto elemento, el manejo agrondmico (Manzanilla-Ramirez et al., 2012; 2015; Flores-
Sanchez et al., 2014; Hernandez-Chan et al., 2014). Actualmente, el sector oficial utiliza a
nivel nacional la estrategia de Areas Regionales de Control de DC (ARCOs) (SENASICA,
2012), la cual tiene un fuerte sustento epidemioldgico regional para establecer las areas de
control.

En Paraguay, el Servicio Nacional de Calidad y Sanidad Vegetal y Semillas (SENAVE) ha
implementado medidas de mitigacion, las cuales se basan principalmente en la erradicacion
de plantas con HLB y control del DC (SENAVE, 2013a). Sin embargo, no existen estudios
con enfoque epidemioldgico que determinen si la estrategia de erradicacion es una opcion
viable o el umbral de establecimiento de CLas ya super0 esta condicion. Mora-Aguilera et
al. (2014c) mencionan que la erradicacion debe realizarse en la fase inicial de la epidemia
hasta un 20% de incidencia del HLB. Por debajo de este valor o umbral de endemicidad
aun predomina indculo primario mientras que por arriba de él opera principalmente indculo
secundario. Este valor sin embargo es denso-depiendiente y puede variar en funcién de la
poblacién de plantas, compactacion de zona citricola e indice de abundancia citricola
(Capitulo 11).

Por lo anterior, se propuso al SENAVE un proyecto colaborativo, en el cual se estudiara
con enfoque epidemioldgico regional, la inductividad del HLB para definir riesgos
regionales de dispersion y establecimiento de CLas y con enfoque parcelario para
determinar el comportamiento espacio-temporal con fines de manejo y de justificacion
bioldgica para el muestreo y monitoreo como estrategia preventiva de la dispersién de esta
enfermedad en las regiones citricolas de Paraguay. Los objetivos del presente estudio

fueron:
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1. Determinar el estatus epidémico del HLB a nivel regional y parcelario en las zonas
citricolas de Paraguay para coadyuvar a la deteccién oportuna y control regional de
Diaphorina citri.

2. Determinar el efecto de la erradicacion en el proceso epidémico parcelario y el tipo
de patron espacial con fines de manejo del HLB en las regiones citricolas de

Paraguay.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Fase de gabinete

Esta etapa consistio en el analisis de datos oficiales de registro del HLB en las regiones
citricolas de Paraguay durante el periodo de febrero 2013, primera deteccién del HLB en
Paraguay, a septiembre de 2013 (SENAVE, 2013a), para obtener insumos que se aplicaran
en la seleccion de sitios para muestreo y evaluacion de variables. El anélisis exploratorio
inicial se bas6 en los enfoques epidemioldgicos 1) temporal, con el cual se intentd
determinar tasas regionales de dispersion; 2) Espacial, el cual permitid6 conocer
preliminarmente la distribucion y direccionalidad de la dispersion del HLB en este pais, con

el propdsito de entender el comportamiento de esta enfermedad bajo estas condiciones.

2.2. Fase de campo

Para la fase de campo se contd con el equipo del SENAVE, Ing. Ana Vera e Ing. David Batte. El
financiamiento de esta fase fue por el SENAVE, en campo y por CONACYT para la estancia
académica. Esta etapa consistio en el uso de metodologias desarrolladas en México para
determinar el estatus epidémico del HLB, a partir de la seleccion regional de huertos con
base en criterios de riesgo para la ocurrencia de la enfermedad. El proposito fue realizar un
diagndstico epidemioldgico en apoyo a las actividades del SENAVE y por otra parte,
validar la aplicabilidad de la metodologia previamente aplicada para las condiciones de

México. Dicha metodologia se describe a continuacion:

2.2.1. Muestreo regional

El nimero de sitios de muestreo a nivel regional se determind con base en la metodologia
Reg-N (LANREF, No Publicado), la cual se fundamenta en la estimacion de un factor de
riesgo integrado por unidad espacial (departamento/estado, distrito/municipio) a partir de
un método ponderativo independiente aplicado a n-variables del sistema epidemioldgico;
esta metodologia se empled en diversos estudios para definir riesgos regionales en otros
pato-sistemas (Cabrera-Hidalgo et al., 2014; Mora-Aguilera et al., 2013; Dominguez-
Monge, 2011; Gongora, 2004) y se describe ampliamente en esta tesis (ver Cap. VI. 2.3.1.).

El cual se describe a continuacion:

FaCtriesgo—i = (SupCitri—i) * (IndSuscep—i) * (CargaClas—i) * (IndDC—i) * (IndTrasp—i) [El]
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En este estudio el factor de riesgo se complementd con las variables: generaciones
potenciales (GP) y dias favorables (DF) para el desarrollo de Diaphorina citri (DC), por lo

que se modifico de la siguiente manera:
Factyiesgo—i = (Indciri-i) * (IndSuscep—i) * (Cargacpqs—i) * (Indpc_;) * (Indpg) [E.2]
Donde: Indcitri-i, INdsuscep-i, Cargacias-i= Se describe en Capitulo V1 [E.8-10];

Indpe = ((Tmed — 13.5)/211)/MAX(GP) [E.3]

Donde: Tmed= temperatura promedio diaria; 13.5=temperatura base para el desarrollo de
DC (Nava et al., 2007); 211=n0mero de grados dias desarrollo (GDD) que se requieren
para obtener una generacion potencial (GP) de DC (Nava et al., 2007); MAX(GP)= valor
méaximo de GP obtenido en un periodo de tiempo en n-unidades espaciales de interés. GP
son las generaciones potenciales de DC que un ambiente dado puede sustentar

exclusivamente por consideraciones térmicas.
Indpr = (DF/MAX (DF)) [E.4]

Donde: DF= dias con temperaturas entre 15 a 32°C y con humedad relativa entre 43 y 85%;
MAX(DF)= valor méximo de DF obtenido en un periodo de tiempo. DF estima dias que
permiten la actividad del vector favoreciendo procesos de adquisicion y transmision de la

bacteria.

La estimacion del nimero de sitios para cada departamento citricola de Paraguay se realizo

con la siguiente ecuacion (Figura 1):
Sitios —i = (Factn-esgo_i * ZFactriesgo_i) * N [E.5]

Donde: Sitios-i= unidad espacial de interés p.e. Departamento-x i=1-n Departamento de
estudio; Factyiesgo-i = ES el producto de las variables de inductividad epidémica del HLB;

N= namero de sitios que operativamente son factibles de muestrear o inspeccionar.

154



Ind_
Superficie
Citricola

Suscep-
tibilidad

indice GP

Numero de
Siti
itios

Fact,,esgo_, (Ind Citri * Ind Suscep * Ind_Indculo * Ind_DF * Ind GP)
oegatanento | Giios_Toal | nd Gt Cercani Focol Pos-Ved | Ind Posveg | Pt il Pond nelo - Suscep DiasFas | n. O IGenPoenal ng GP et Resgol . Sios

ALTO PARANA 1829 12 0 0943 0 4341 1 5 43 27690 0. 997 10.75 0. 687 0 950

CANINDEYU 1082.7 0.0558 4 37 0.0992 1 5.10 1 7 24528  0.883 11.29 0.721 0.314 1
AVAMBAY 197.85 0.0102 4 2 0.0054 1 5.01 20 24562 0.884 1377 0.880 0.077 0
CORDILLERA 1035.03 0.0533 4 o) 0.0134 2 6.01 24 25475 0917 1353 0.865 0.622 2
ITAPUA 6554.68 0.3378 4 129 0.3458 1 5.35 28 27783 1.000 11.03 0.705 3.625 )
CAAZAPA 1632.97 0.0841 4 113 0.3029 2 6.30 29 277.36  0.998 10.89 0.696 1071 3
PARAGUARI 304.52 0.0157 3 0 0.0000 1 4.00 29 25833 0.930 13.19 0.843 0.144 0
MISIONES 286.38 0.0148 3 0 0.0000 1 4,00 28 24800 0.893 10.99 0.702 0.103 0
SAN PEDRO 5021.63 0.2588 4 0 0.0000 2 6.00 11 23200 0.835 11.90 0.760 1116 3
CAAGUAZU 838.48 0.0432 4 26 0.0697 1 5.07 17 23916  0.861 11.22 0.717 0.236 1
CENTRAL 63.08 0.0033 3 0 0.0000 1 4.00 30 27750 0.999 15.17 0.969 0.038 0
GUARA 108.92 0.0056 4 5 0.0134 1 5.01 28 156.00  0.561 5.62 0.359 0.016 0
NEEMBUCU 2225 0.0115 1 0 0.0000 1 2.00 2.9 262.75  0.946 13.08 0.836 0.053 0
CONCEPCION 22811 0.0118 3 0 0.0000 1 4.00 21 25925 0.933 15.65 1.000 0.120 0

Figura 1. Interfase MS-Excel para el calculo del nimero de sitios de muestreo por Departamento
con citricos cultivados en Paraguay, estimados con base en la metodologia Reg-N, la cual se basa en

un método ponderativo para estimar un factor de riesgo por cada unidad espacial.

2.2.2. Muestreo parcelario

Con base en los datos de positivos oficiales (SENAVE, 2013a) y acciones de erradicacion
de plantas se emplearon tres metodologias parcelarias para determinar 1) el efecto de la
erradicacion en la dispersion del HLB, 2) el tipo de patron de distribucion espacial y 3) la
inductividad epidémica del HLB en las regiones citricolas de Paraguay. Estas metodologias

se describen a continuacion:
2.2.2.1. Método restrictivo a foco simple

Este método se utilizd6 en huertos con reportes de erradicacion de plantas enfermas con
HLB en foco simple (una planta infectada por foco) se aplicd para determinar el efecto de
erradicacion en el proceso de dispersion activa de esta enfermedad y se aplic en los focos

con las siguientes caracteristicas (Figura 2):
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a. Se identifico el arbol enfermo o erradicado por parte del SENAVE vy se considero
como centro de foco.

b. Se seleccionaron 8 arboles entorno al centro de foco en sentido de las manecillas del
reloj.

c. Se evalud visualmente la presencia de sintomas caracteristicos del HLB en todos los
arboles entorno al foco.

Foco Inicial

de di.ote oL

Figura 2. Evaluacion de la putativa zona de dispersion activa mediante un censo restrictivo en foco

simple. Fuente: Dominguez-Monge, 2011.

2.2.3. Método en censo

Este método se aplicé en dos huertos con antecedentes de inspeccién mediante censo
(evaluacion de todas las plantas del huerto) por parte del SENAVE y en los cuales se llevd
a cabo erradicacion de las plantas enfermas con HLB. Este método se basa en el supuesto
de un proceso epidémico de mayor intensidad (méas de una planta infectada o foco mdltiple)
y tiene como propdsito determinar el efecto de erradicacion y el tipo de patrén de
distribucion de esta enfermedad a nivel parcelario.

En el caso del muestreo en censo se realizd un andlisis espacial para determinar la
distribucion y el tipo de patrén con el método estadistico de Morisita y Lloyd, con base en
el tamafio Optimo de cuadrante estimado por el método de Greig-Smith a través del
programa de Excel MorLloyd ver. 1.0 (Rivas-Valencia, et al., 2010), previamente aplicado
para estudios de efectos de la erradicacion de plantas enfermas con el virus tristeza de los

citricos (CTV) en citricos (Géngora, 2011) o en Amarillamiento Letal del Cocotero (ALC)
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para determinar areas de erradicacion (Pérez-Hernandez et al., 2014; Mora-Aguilera y

Escamilla-Bencomo, 1991).
2.2.4. Método “T”

Este método parte del supuesto diferencial de ausencia del HLB y se emple6 en 22 huertos
seleccionados en los distintos departamentos para determinar el riesgo de dispersion y
establecimiento del HLB en las regiones citricolas de Paraguay. EI método se basa en el
efecto bordo que se reportd ampliamente en la literatura, p.e. en Brasil, Florida (Gottwald et
al., 2008; Bassanezi et al., 2005), y en México en Colima (Robles-Gonzélez et al., 2013) y
Nayarit (Esquivel-Chavez, 2011; Marquez et al., 2011), pero también en efectos aleatorios
dentro de parcaela segun se mostré previamente (SENASICA, 2008. Datos no publicados)
(Figura 3); el cual tiene como justificacion la infestacion de vectores provenientes de fuente
de in6culo externo que podrian inducir infecciones en estos arboles periféricos de los
huertos citricolas. Este muestreo consiste en seleccionar 20 plantas intercaladas 1 cada 3
(puede ampliarse segun extensiones de huertos), mediante un recorrido transectual en “T”
(Figura 3). Este es un método sistematico y de gran practicidad ampliamente usado en la
Vigilancia Fitosanitaria. Se requiere seleccionar 10 plantas del bordo del huerto y en la
planta 5 y 6 seleccionar 5 plantas hacia el interior del huerto y retornar sobre el surco
inmediato para seleccionar otras 5 plantas. EI muestreo en “T”, tuvo como fin conocer el
estatus epidemioldgico fuera de la zona de dispersion activa del HLB asintomatico.

El muestreo en “T” se aplico en todos los huertos con la evaluacion de variables de la
planta (portainjerto, edad, vigor, brotacion y productividad), de la enfermedad (incidencia y
severidad), y del manejo (tipo de riego, nimero de plagas y nivel de tecnificacion de los
huertos). Los valores promedio por huerto se emplearon para generar la matriz multivariada

que daria origen al indice multivariado previamente descrito.
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Google”

Figura 3. Sistema de muestreo “T"” para evaluar efecto de bordo. Notar que se seleccionan 20

plantas en total, las cuales se intercalan 1 cada 3, seguir linea de muestreo.

2.3. Variables evaluadas

Las variables de evaluacion se seleccionaron con el fin de determinar el estatus e
inductividad epidémica del HLB a nivel parcelario y regional en Paraguay. Estas variables
se evaluaron a nivel de planta con el propoésito de estimar de manera indirecta el nivel de
tecnificacion de los huertos (nutricion, riego, manejo de plagas y enfermedades, etc) con
base en una escala de 0 a 4, segun la variable, excepto brotacion y severidad que tuvieron
su propio sistema de medicion (Cuadro 1).

Cuadro 1. Escala nominal para la evaluacidn de las variables del sistema epidemioldgico en los 22
huertos de estudio en las regiones citricolas de Paraguay durante noviembre, 2013.

Clases | Vigor Edad | Productividad | No. | Brotacion® | Incidencia | Severidad
(afios) Plagas (%)?
0 Muerto 2-4 Sin Sin NUmero SinHLB | SinHLB
Produccion | plagas | de brotes
del
reciente
1 Malo 4-8 Bajo 1-3 | periodode | Con HLB 25
brotacion
2 Bueno 8-10 Medio 4-8 50
3 Muy >10 Alto >8 75
Bueno
4 Excelente 100

“Porcentaje de copa con sintomas de HLB (Flores-Sanchez et al., 2015). ¥ "Variables que tuvieron su propio

sistema de medicion directa.
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2.4. Andlisis de datos
2.4.1. Fase preliminar
El enfoque temporal, consistio en el analisis de la incidencia del HLB y tiempos de
deteccidn por Departamento con produccion de citricos, estos datos se ajustaron al modelo

flexible Weibull con base en la siguiente ecuacion de dos parametros:

y=1—EXP (%)C [E.6]

Donde: y= incidencia de plantas positivas a HLB, t= tiempo, b= pardmetro de tasa en su

forma inversa y c=parametro de forma de la curva.

La incidencia del HLB por huerto se calculé con la siguiente ecuacion:
Inc = (n*100)/N [E.7]

Donde: Inc: es el porcentaje de incidencia del HLB a nivel de huerto; n: es el nimero de
plantas con HLB; N: es el nimero total de plantas evaluadas.

En el enfoque espacial se generaron mapas de incidencia del HLB por fecha de muestreo
para todo el pais, con el fin de tener una proyeccion del estatus del HLB con datos del
SENAVE vy para obtener insumos para la seleccion de los huertos de estudio y tener un
escenario comparativo con datos de campo obtenidos mediante el muestreo regional

previamente indicado.

2.4.2. Fase de campo
Consistio en dos enfoques: regional y parcelario. En el enfoque regional se estimd un
indice multivariado (IM) mediante componentes principales (Proc Princomp) y analisis de
factores (Proc Fact), a partir de una matriz multivariada de valores promedio por huerto
(Cuadro 2) (Mora-Aguilera et al., 2014b). EI IM se seleccion6 adecuado cuando la varianza
total y explicada fue mayor o igual al 70%, en dos o tres componentes principales, la
ecuacion empleada fue:

Indiceyy ;i = (MCp) +(P1n)(Var-i) Ai [E.8]
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Donde: n-Cp= NUmero de componentes principales con una varianza acumulada >70%; P;.

n= N-parametros asociados al eigenvector-i; Ai= Eigenvalue asociado al eigenvector-i. Var-

i= Variables selecionadas a la unidad espacial-i.

Cuadro 2. Matriz multivariada de 22 huertos seleccionados considerando variables de los subsistemas del

sistema epidemioldgico evaluadas en 20 plantas por huerto.

DEPTO DISTRIT EDAD ESP | PATR VIG PROD [DPLA |MAGR | MFIT BRO | NPLAG | INC | SEV
Itapta CALopez 2 1 1 2 2 2 3 1 ; 1 0 0
Itapta CALopez 2 1 1 2 2 2 3 1 4 1 15 1
Itaplia MOtafio 2 3 1 1 1 2 3 1 4 1 0 0
Itapta CALopez 2 1 1 2 1 4 3 1 5 1 0 0
Itaplia AVera 2 1 1 2 2 2 3 1 5 1 51 21
Itapta AVera 2 1 1 2 1 4 3 1 4 1 0 0
Itaptia Fram 2 1 1 2 1 3 2 1 6 1 0 0
Itaplia SPParana 2 2 1 2 2 4 3 3 5 1 27 11
Itapta SD 2 3 1 2 2 2 1 1 6 1 0 0
Itapta CBogado 2 1 1 1 1 3 2 1 10 1 0 0
Itaplia CBogado 2 2 1 2 1 3 3 1 5 2 0 0
Itaplia SD 2 1 1 1 0 2 3 1 6 1 0 0
Boqueron Filadelf 1 3 1 2 0 1 3 1 2 1 0 0
Boqueron LPlata 1 2 1 2 1 1 3 1 2 1 0 0
Caazapa Bertoni 2 1 1 2 0 3 1 1 7 2 0 0
Caazapa GMoranigo 2 1 1 2 1 3 3 3 9 2 0 0
Caazapa SD 2 1 1 2 1 2 3 1 13 1 0 0
Caazapa BVista 2 1 1 2 2 3 2 1 8 2 20 10
Caazapa Tavai 2 1 1 2 1 3 2 1 9 1 19 13
A.Parana Mbaracayu 2 1 1 1 0 2 2 1 17 1 10 5
Cordille Caraguat 2 4 1 2 2 1 3 3 14 1 63 23
Cordille Caraguat 2 4 1 2 1 1 3 3 6 1 0 0

Todos las variables represantan el valor promedio por huerto. Edad (afios): 1=16-30, 2=1-15; Esp: Especie,
1= naranja, 2=toronja, 3=mandarina, 4=limon; Patr: patrn, 1=limén rugoso; Vig: vigor, 1=malo, 2=bueno;
Prod: productividad, 1=baja, 2=moderada; Dplan: densidad de plantacién (m?) 1=50-64, 2=36-49, 3=32-48,
4=9-31; Magr: manejo agronénimo, 1= tecnificado, 2= moderado, 3= tradicional; Mfit: manejo fitosanitario,

1= quimico, 2= bioldgico, 3= ninguno; Nbrot: nimero de brotes tiernos; Nplag: ndmero de plagas, 1=1-3,

2=4-8; Inc: incidencia=(n*100)/N; Donde: n: es el nimero de plantas con HLB; N: es el nimero total de

plantas evaluadas (20 plantas); Sev: severidad; SD: Sin datos.
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A partir del IM por Departamento se generd un mapa interpolado de Paraguay mediante la
herramienta ARCGIS® V10.0, el cual determind el riesgo de dispersion y condicion
epidémica del HLB en este pais.

El enfoque parcelario tuvo como fin proporcionar bases para establecer criterios de manejo
y coadyuvar a justificar que las acciones de mitigacion y control regional de D. citri
ejecutadas por organismos oficiales.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Fase de gabinete
3.1.1. Analisis temporal

La incidencia de Departamentos con HLB en Paraguay hasta septiembre 2013 fue del 57%
y con distribucion en ocho de 14 departamentos, de los cuales Itapua, Caazapa y Alto
Parana presentaron las mayores incidencias con 53, 64 y 41%; respectivamente, y con
presencia de nuevos positivos durante el periodo de febrero a septiembre 2013; lo cual
sugiere un proceso de dispersion activa del HLB. Sin embardo, las tasas temporales (b)
obtenidas a nivel pais Dparaguay=0.004 y a nivel departamento: Ditapua=0.004, Dcaazapa=0.005,
Y baparana=0.003, considerando ocurrencia de HLB y nimero de positivos por Departamento
(Figura 4), sugieren que el proceso epidémico en esta region es de menor intensidad en
comparacion con la epidemia del HLB en algunas entidades de México como: Colima,
Nayarit y Yucatan en donde las tasas fueron de b=0.093, 0.067 y 0.018, respectivamente
(ver Cap. VI 2.2.). Las formas de curva en general corresponde con las encontradas en
Meéxico por efecto principal de in6culo primario (Figura 4A y 4B). Adicionalmente, las
curvas muestran el posible efecto de la erradicacion con fases estacionales en la curva,

particularmente en Alto Parana (Figura 4C y 4D).
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Figura 4. Comportamiento temporal del HLB en Paraguay a nivel A): Regional (incidencia del

HLB en Departamentos con produccidon de citricos) y a nivel subregional (incidencia del HLB en
distritos citricolas) en: B) Itapla, C) Caazapd, y D) Alto Parana. Analisis con datos oficiales del
SENAVE, 2013a.

3.1.2. Analisis espacial

La distribucion del HLB en ocho de los 14 departamentos citricolas de Paraguay y en 32 de
63 municipios de los Departamentos con produccién de citricos de mayor importancia:
ItapUa, Caazapa y Alto Parana a septiembre de 2013, sugiere una fase de dispersion activa y

establecimiento de este patdgeno en Paraguay, a partir de su deteccién en febrero 2013.

163



S

Sept. 2013 (42)

Junio 2013 (27) Agosto 2013 (42) 5

Figura 5. Ocurrencia y distribucion del HLB por fecha de deteccion durante el periodo de febrero
(primera deteccion) a septiembre 2013. Analisis con datos del SENAVE, 2013a.

Los datos oficiales muestran una tendencia similar a otros paises en cuanto a la velocidad
de dispersion y ocurrencia a nivel departamento y municipios cuando existen condiciones
ambientales y agronomicas favorables como el caso de San Pablo, Brasil, Florida, E.U.A. y
Colima, México. En estos casos la tasa de dispersion espacial mensual fue 12.5, 34y 12.6,
respectivamente. En Paraguay fue de 10.5. El analisis temporal y espacial indica que el
HLB se encuentra en un proceso epidémico inicial, el cual a pesar de presentar tasas
epidémicas bajas esta presente en ocho departamentos con una incidencia del 57% a nivel
pais. Esta condicion se contrastd con datos de campo mediante el muestreo regional del
estatus epidémico del HLB ya que la estimacion el riesgo de dispersion y establecimiento
de CLas requiere la integracién de modelos espacio-temporales en el contexto del sistema
productivo citricola y un enfoque que considere que la dispersion y el incremento de la
incidencia del HLB de manera gradual, no lineal, y con una tasa dependiente de factores
climaticos, varietales, manejo productivo y bioldgicos (asociados al vector Diaphorina citri
y CLas) (Mora-Aguilera et al., 2014c; Mora-Aguilera et al., 2013; Bassanezi et al., 2013b;
Salcedo et al., 2010).
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3.2. Fase de campo
3.2.1. Anadlisis regional

En total se evaluaron 22 huertos distribuidos en los cinco principales Departamentos con
produccién citricola de Paraguay: Itapua, Caazapa, Alto Parana, Coordillera y Boqueron,
los cuales representan el 57% de la superficie citricola de este pais (SENAVE, 2013a).
Durante el mes de noviembre, periodo que representa en esta latitud el fin de la primavera
y alta brotacion vegetativa. Esto es similar a Brasil donde esta fase fenoldgica se produce a
mediados de primavera y hasta finales del verano (Septiembre-Marzo), con énfasis en
septiembre-Diciembre. En este periodo se aumenta la frecuencia de los monitoreos de D.
citri, especialmente en las huertas y regiones con mayor incidencia de HLB (Beloti et al.,
2013; Yamamoto y Miranda, 2009) (Figura 4).
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Figura 6. Promedio de adultos de D. citri capturados en trampas amarillas en huertas de naranja
Valencia, mandarina "Ponkan” y Tangor “Murcott™ en Taquaritinga, SP, Brasil. Fuente: Beloti et al.
2013.

El muestreo regional permitid identificar que la condicion citricola de Paraguay es de
pequefios productores con huertos en promedio de 5 ha, principalmente de naranja dulce
(Citrus sinensis), el cual representa el 48% de la superficie sembrada en el pais, naranjo
agrio (Citrus aurantium) con 36%, mandarina (Citrus reticulata) 9%, toronjo (Citrus
paradisi) 5% y lima tahiti (Citrus latifolia) 2%. En total Paraguay registra 19,405 ha.
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Complementariamente, este muestreo incluyd algunos huertos de la region de Itapua en
donde existen empresas que industrializan jugo con predios de un tamafio promedio de 50
ha, las cuales concentran la produccion, principalmente de naranja dulce.

Adicionalmente, se muestrearon huertos de naranjo agrio, los cuales aparentemente no
representan un riesgo directo en produccién de fruta por efecto del HLB, debido a que el
6rgano cosechado de este cultivo es el follaje, el cual se usa para extraccion de aceites en
periodos de 6 a 8 meses. Si bien este tiempo cumple con el periodo de incubacién de la
bacteria, para la aparicion de sintomas del HLB, en condiciones de campo y con
transmision por vectores (Aubert, 1987). La fuente de indculo primario se eliminaria
constantemente debido a las cosechas periodicas del tejido foliar; sin embargo, como
medida preventiva se recomienda el monitoreo de Diaphorina citri con énfasis en
poblacién infectiva, para establecer areas de control regional de este vector.

En Meéxico, estudios en condiciones controladas sugieren que el naranjo agrio, como
portainjerto, permite la multiplicacion de la bacteria, no asi la expresion de sintomas en
naranja dulce (Mora-Aguilera et al., 2014. Proyecto Asintomaticos SENASICA-COLPQOS).
El principal factor por el que la produccion se industrializa es debido a que en el pais estan
presentes la mayoria de plagas cuarentenarias de los citricos como lo son: cancro de los
citricos (Xanthomonas citri subsp. citri) (Fugura 2A y 2B), Leprosis de los citricos (Citrus
leprosis virus) (Figura 2C y 2D), pulgon café (Toxoptera citricida) (Figura 2E) y mancha
negra (Guignardia citricarpa) (Figura 2F), por lo que normativamente es imposible
exportar fruta fresca (SENAVE, 2013Db).
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Figura 7. Plagas cuarentenarias de los citricos: A y B) Cancro citrico, C y D) Leprosis de los

citricos, E) Pulgon café y F) Mancha negra, presentes en las regiones citricolas de Paraguay,

evaluadas en el muestreo regional del HLB durante noviembre, 2013.

En cuanto a la presencia de HLB, solo siete de los 22 huertos bajo estudio tuvieron
presencia de esta enfermedad con mayor ocurrencia en Itapla y predominancia en naranja
dulce; esta condicion es congruente con la hipotesis de que el incremento de la incidencia
del HLB presenta fases dependientes de inéculo primario (curvas monomoleculares-
regionales) y de indculo secundario (curvas sigmoidales), por lo que se lleva a cabo de
manera gradual, no lineal o exponencial (Mora-Aguilera et al., 2014c; 2013). A pesar de
que la incidencia a nivel pais fue del 57%, el proceso epidémico a nivel de departamentos y
municipios se encuentra en una fase inicial, es decir la invasividad tiene un efecto
regionalmente amplio pero la reinfeccidn parcelaria requiere n-ciclos de generacion de DC
para constituir la epidemia a nivel parcelario por efecto de vector migrante e indculo
primario. Esto se comprobd con datos de campo de 22 huertos en donde se obtuvo una
incidencia promedio del HLB del 9.3% (£21.1) con una severidad promedio del 3.8%
(£8.4); este resultado se considera robusto y confiable debido a que los huertos de estudio
se distribuyeron en los cinco principales departamentos citricolas y con base en criterios de
riesgo. Complementariamente, la presencia de adultos de D. citri se encontré restrictiva a
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los departamentos de Itapua (5 adultos) y Caazapa (48 adultos) sugiriendo procesos de
reinfeccion potencialmente bajos. Los mapas de detecciones oficiales fueron congruentes
con la historicidad de ocurrencia de plantas enfermas, esto significa que la mayor
incidencia parcelaria se encontré en los departamentos con presencia inicial del HLB en
Paraguay.

Por lo anterior, el comportamiento del HLB en Paraguay se considera de baja intensidad
epidémica, esto en referencia a otras regiones citricolas que presentaron epidemias de esta
enfermedad como Colima, México, donde en el mismo periodo de tiempo (7 meses) se
observo una incidencia regional del 57% y en 25 meses el 100% de la superficie citricola
tuvo presencia del HLB (Robles-Gonzalesz et al., 2013; SENASICA, 2015). En este caso,
sin embargo, la especie predominante es limon mexicano (Citrus aurantifolia), la especie
citricola mas vulnerable hasta el presente para las condiciones de México (Esquivel-Chavez
et al., 2012; Capitulo I11).

El uso de un indice multivariado (IM) en estudios epidemiologicos regionales se justifica
debido a que integra la inductividad y riesgo epidemiologico al emplear variables de los
subsistemas del sistema epidemioldgico: planta, enfermedad, vector, manejo y clima
(Mora-Aguilera et al., 2014c). Complementariamente, Gottwald et al. (2014) también
mencionan que la prediccion de areas de riesgo debe incluir factores de riesgo como:
susceptibilidad del cultivar, superficie del huerto, edad de plantas, cercania de foco
(distancia con plantas y vectores positivos); sin embargo, en su estudio el método de
estimacion es restrictivo en comparacion con un IM, el cual tiene solides estadistica.

En Meéxico, existen algunos estudios de la aplicacion del IM para la definicion de areas de
riesgo como lo son los patosistemas: Naccobus aberrans-Tomate (Cabrera-Hidalgo et al.,
2014), hongos causantes de marchitez-Fresa (Ceja et al., 2014), riesgo fitosanitario-Papa
(Mora-Aguilera et al., 2014a), Hemileia vastatix-Café, HLB-Citricos (Mora-Aguilera et al.,
2014a; 2013; Flores-Sanchez et al., 2013) y VTC-Citricos (Mora-Aguilera et al., 2014a;
2013; Dominguez-Monge, 2011; Géngora, 2004).

En Paraguay, el indice multivariado (IM) mostrd un gradiente de intensidad de la regién de
Itapia y Caazapa (IM=0.00031 y 0.00021, respectivamente), Departamentos donde se
detectaron los primeros positivos de esta enfermedad (SENAVE, 2013a), hacia la region

del Chaco Paraguayo, en el departamento Boqueron (IM=0.0002) (Figura 3), lo cual
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sugiere que el riesgo de establecimiento y dispersion del HLB ser4 mayor en Itapla y
Caazapa. Aunque, Se requieren acciones preventivas en todas las regiones citricolas de este
pais. Estos resultados permiten ponderar acciones operativas oficiales ante eventual

restriccion de recursos financieros y humanos.
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Figura 8. Mapa interpolado del indice multivariado estimado con el analisis de componentes

principales y factores a partir de variables del sistema epidemioldgico.

Por lo tanto, esta informacion tiene gran relevancia y potencial de uso en un esquema de
priorizacién de recursos en Paraguay, el cual tendria que enfatizar la region de Itapua y
Caazapa (4,000 ha) con acciones de erradicacion de plantas con HLB (inéculo primario) y
control de D. citri (DC) (inoculo secundario) (Mora-Aguilera et al., 2014c; SENASICA,
2012; Belasque et al., 2009; Bassanezi et al., 2013a), con el fin de reducir el riesgo de
dispersion y establecimiento en las regiones citricolas colindantes como Cordillera y San

Pedro. Adicionalmente, se puede establecer una zona de monitoreo intensivo en la
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proximidad de Alto Parana y Boqueron. En relacion al concepto de ARCOs (SENASICA,
2012), otra opcion es la definicion de al menos dos ARCOs regionales de maenjo: Itapua-
Caazapa y Alto Parana. Las empresas que concentran la produccién citricola en Itapua y
Caazapa podrian tener un rol importante en impulsar estrategias de manejo regional al
contar con un gran namero de productores agremiados a los que podrian incentivar para el
control de DC, como la que actualmente se emplea o sugiere en Brasil, Florida y México
(Bassanezi et al., 2013b; Gottwald et al., 2014; Rogers et al., 2010; Mora-Aguilera et al.,
2013a; Robles, 2012). De estos paises, México es el Unico que coordina un esfuerzo
nacional articulando ARCOs con comités tecnico-cientificos para la definicion y validacion
de productos, dosis y épocas de aplicacion, produccién y liberacion de organismos de
control biologico, y erradicacion de areas de deteccion de insectos o plantas positivas a
CLas. La entidad que coordina estas acciones es el SENASICA, una similar al SENAVE en
Paraguay (SENASICA, 2010, 2012).

3.2.2. Anadlisis parcelario
Mediante el muestreo parcelario se identificaron siete de 22 huertos con presencia de

plantas con sintomas caracteristicos del HLB (Cuadro 3).

Cuadro 3. Caracteristicas de los siete huertos con presencia del HLB evaluados para determinar el

efecto de la erradicacion y el tipo de patron espacial en Paraguay.

Departa- Distrito Especie | Edad Dens. Tipo de Plantas Incidencia del

Mento Plant. muestreo® | evaluadas HLB (%)

Itapla C. A. Lopez | Naranja 10 6X8 FS 20 15

Itapla Alto Vera Pomelo 7 X7 FS 49 51

y
Naranja
Itapla S. P del Pomelo 8 4X5 Censo 100 27
Parana

Caazapa Buena Vista | Naranja 8 7X5 Censo 100 20

Caazapa Tavai Naranja 15 7X5 FS 15 19
Alto Parana Mbaracayu | Naranja 6 8X6 FS 20 10

Cordillera Caraguatay Limon 8 8X8 FS 35 63

%FS= Foco simple, evaluacion de 8 plantas en torno al foco de infeccion en el sentido de las manecillas del

reloj.
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En todos los huertos se encontraron plantas con HLB adicionales a las reportadas y
erradicadas por el SENAVE; sin embargo se evidencia un efecto positivo de la erradicacion
al reducir la intensidad epidémica del HLB; si bien existe dispersion activa esta es de baja
intensidad, esto con base en la incidencia y severidad obtenida en los siete huertos, los
cuales fueron en promedio de 29.2% (+19.9) y 12% (7.9), respectivamente, en 9 meses del
proceso epidémico. Este porcentaje de incidencia es denso-dependiente, lo que implica que
depende de la superficie de los huertos. En el caso del huerto de Cordillera la
susceptibilidad de la especie (limon tahiti) podria ser un factor que potencializa el proceso
epidémico por brotacion y atractabilidad de D. citri (Esquivel-Chavez et al., 2012; Robles-
Gonzélez et al., 2013; Beloti et al., 2013), por lo que la erradicacion debe mantenerse como
base del manejo del HLB en complemento del control regional del vector. La erradicacion
sin embargo debe detenerse cuando se observe el umbral de endemicidad (Mora-Aguilera et
al., 2014c). Los resultado confirman que la disponibilidad del indculo, actividad del vector
y especie citricola tienen implicacion en el comportamiento temporal (velocidad epidémica)
y espacial (distancia de dispersion) de la epidemia (Figura 2) y determina los umbrales bajo
los cuales se podria actuar sobre el indculo primario, predominantemente través de
erradicacion, y sobre el indculo secundario a través del control del vector (Belasque et al.,
2009; Mora-Aguilera et al., 2014c). Este ultimo aspecto es importante para evitar o retrasar
el contagio y establecimiento del patdgeno al afectar los procesos de enfermedad y
dispersion.

Comparativamente en México, huertos en areas altamente inductivas y con limén mexicano
con HLB mostraron incidencias de 47.2% (£ 22.6) en procesos epidémicos de 6 a 10
meses; sin embargo la poblacién estudiada fue mucho mayor a la de los huertos de
Paraguay con 1 a 10 ha (400-4000 plantas) por lo que no necesariamente es una
comparacion deseable. Por otro lado, existen regiones con presencia de naranja dulce muy
importantes (p.e. Veracruz> 200,000 ha) donde la enfermedad esta a nivel de focos aislados
0 en condicion de baja prevalencia como en la Peninsula de Yucatan, region donde CLas se
detectd en 2009 (Capitulo II). La intensidad epidémica del HLB en Paraguay podria ser
mayor y evidencia el éxito de la erradicacion de plantas, las cuales se demuestran con las
curvas del comportamiento temporal en fases estacionales, particularmente en Alto Parana

(Figura 4C y 4D). La erradicacion es una estrategia de control que funciona en procesos
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epidémicos iniciales hasta el umbral de endemicidad, lo cual también se menciono para las
condiciones de Brasil, donde las incidencias en algunas regiones se mantienen por debajo
del 10%, con base en erradicacion de plantas y control regional de D. citri (Bassanezi et al.,
2013b).

Complementariamente, en dos de los siete huertos de estudio se realiz6 una comparacion
del incremento de la incidencia del HLB, con datos de un censo preliminar realizado por el
SENAVE en junio 2013 y de la evaluacion de la presente investigacion en noviembre 2013
(Cuadro 4); a pesar de no ser un analisis formal por ausencia de datos esta comparacion
sugiere que la tasa de infeccion (b) es baja considerando que ambos huertos tienen una
poblacion de 100 plantas (0.25 ha) y que la incidencia aumentd 13%. Esquivel-Chéavez
(2011) reportd que en Nayarit, México, el incremento de la incidencia, en el mismo periodo
de tiempo (cinco meses) fue de 15 a 34, de 7 a 85 y de 11 a 18 (porcentaje de incidencia),

en huertos con alto, bajo y moderado manejo agronémico.

Cuadro 4. Incidencia temporal restrictiva a un area de 1 ha en dos huertos de San Pedro del Parana

en Itapla y Buena Vista, Caazapa, Paraguay.

Huertos Fecha de evaluacion
Junio 2013 Noviembre 2013
Positivos? Incidencia Positivos Incidencia
HLB" HLB
S. P. Parana, Itapua 14 14 27 27
Buena Vista, Caazapé 7 7 20 20

3Arboles con sintomas de HLB observados durante cada fecha de evaluacién; °Porcentaje de incidencia del
HLB.

El observar una tasa de infeccion, a nivel parcelario, menor a las encontradas a nivel
regional y subregional (b=0.003-0.005) es congruente con lo que se reporta para un proceso
epidémico integral, en el cual la intensidad epidémica del HLB es variable, gradual y no
lineal segun susceptibilidad de especies citricolas prevalentes, compactacion citricola y
principalmente a la carga de indculo en la region (Mora-Aguilera et al., 2014c).

Adicionalmente, el analisis espacial de la distribucién de plantas enfermas con HLB en
estos huertos indicé una condicion agregada en torno al foco de infeccion, con indices de

dispersion de Morisita y Lloyd entre 1.5 a 1.6 (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Patrén espacial del HLB determinado mediante los indices de dispersion de Morisita y
Lloyd de dos huertos con antecedentes de erradicacion en los Departamentos de mayor intensidad
epidémica del HLB: Itapla y Caazapa, Paraguay, con datos de la evaluacién realizada en la presente
investigacion en noviembre, 2013.

Departamento Municipio ®Fecha | " TOC | indices de dispersion | Tipo de patron
Morisita | Lloyd
Itapla S. P. Parana, Itapua 2 4 1.60 1.63 Agregado
Caazapa Buena Vista, 2 4 1.50 1.52 Agregado
Caazapa

*Muestreo realizado en noviembre de 2013. "Tamafio Optimo de Cuadrante.

En apoyo al tipo de patron espacial, se generaron mapas parcelarios para visualizar la
distribucion de las plantas con HLB, con lo cual interesantemente se observé que en
complemento de la agregacion también existe un efecto de borde, el cual se observo con
mayor intensidad en el huerto de Buena Vista en Caazapa, posiblemente por deberse a un
proceso epidémico de menor tiempo que el que ocurrio en el huerto de San Pedro Parana en
ItapUa (Figura 4), segun datos de incidencia (Cuadro 3).

S. P. Parana,
A Itapla

Buena Vista,
Caazapé

W ) Efectode cohtagio interno
Efecto de contagio en Bordo

Figura 9. Mapas geoestadisticos de A) incidencia (presencia/ausencia) y B) severidad del HLB en los huertos
S. P. Parand en Itapla y Buena Vista en Caazap4, Paraguay; evaluado durante noviembre de 2013.
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Este resultado debe enfatizarse ya que la literatura reporta ampliamente efectos de bordo
(Gottwald et al., 2008; Bassanezi et al., 2005). Esto es valido para una citricultura
extensiva con predio de cientos a miles de hectareas, pero en predios pequefios <10 ha
como en Paraguay y México, claramente se ha observado efecto de bordo en adicion a
efectos internos. Por lo anterior, recomendaciones de muestreos de vectores a nivel de
bordo o aplicaciones quimicas dirigidas a la periferia deben ser reconsideradas para una
citricultura no extensiva (Esquivel-Chavez, 2011; Méarquez et al., 2011; SENASICA, 2008.
Datos no publicados)

Con fines de prevencion y deteccion del HLB el muestreo en “7” puede aplicarse en
regiones como San Pedro, Canindeyd, Amambay y Boquerdn, con precision y optimizar
recursos humanos y econdémicos en un contexto de emergencia nacional para evitar la
dispersion del HLB a nivel Paraguay. Por otro lado, de deteccion en vector puede mejorar
la erradicacion (SENASICA, 2012).
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4. CONCLUSIONES

A nueve meses de la deteccion de Candidatus Liberibacter spp. en Paraguay y con base en
el diagnostico de campo conducido en la presente investigacion, en complemento de las
detecciones histdricas del HLB por parte del SENAVE, se considera que el estatus
epidémico del HLB en Paraguay es de baja intensidad con un gradiente de la region de
Itapla y Caazapa (IM=0.00031 y 0.00021, respectivamente), hacia la region de Boquerdn
(IM=0.0002), lo cual sugiere que el riesgo de establecimiento y dispersion del HLB sera
mayor en Itapla y Caazapa. Sin embargo, se requieren acciones preventivas en todas las
regiones citricolas de este pais. En el muestreo regional se detectd la presencia del HLB en
7 de 22 huertos evaluados, lo cual implica una incidencia de huertos promedio del 9.3%
(x21.1) y severidad promedio del 3.8% (+8.4), con una incidencia y severidad del 29.2%
(£19.9) y 12% (%7.9), respectivamente, si se considera tnicamente los huertos con HLB. La
mayor ocurrencia se observo en Itapta con énfasis en naranja dulce con respecto a otros
citricos con superficie significativa como limén Tahiti (Citrus latifolia); sin embargo, la
mayor incidencia y severidad se observo en un huerto del departamento de Coordillera con
63% y 23%, respectivamente, lo cual sugiere que existen condiciones inductivas como
mayor vulnerabilidad de la especie por brotacion y atractabilidad de D. citri. Por otra parte,
existe evidencia que el manejo tecnoldgico influye en la cronicidad de la bacteria y por
tanto en el impacto productivo (Flores-Sanchez et al., 2015; Capitulo 11 y Capitulo I11). Por
lo que es necesario evaluar este componente para las condiciones de Paraguay.

Se comprobd un efecto positivo de la erradicacion de plantas enfermas con HLB en la baja
dispersion a nivel de focos, parcelaria y regional con tasas de (b= 0.003 a 0.005) y con
incidencias menores al 30%, por lo que se recomienda mantener las acciones de
erradicacion como base del manejo del HLB y control regional del vector.

A nivel parcelario, el patrén espacial fue predominantemente agregado dependiente de la
carga de indculo, el cual tiene implicacion en el comportamiento temporal y espacial de la
epidemia y determina los umbrales bajo los cuales se podria actuar sobre el indculo
primario, a través de erradicacion y sobre el in6culo secundario a través del control del
vector. Adicionalmente, se observd que existe un efecto de borde e interno tipico de
citricultura no extensiva, por lo que se recomienda considerarlo dentro de las acciones de

muestreos y monitoreo de D. citri con fines de prevencién y detecciéon del HLB en regiones
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como San Pedro, Canindeyu, Amambay y Boquerdn, para optimizar recursos humanos y
econdémicos en un contexto de emergencia nacional para evitar la dispersion del HLB a

nivel Paraguay.
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CAPITULO VI
AREAS REGIONALES DE CONTROL DE Diaphorina citri (ARCOs) PARA EL
MANEJO DEL HLB EN MEXICO
RESUMEN

El Huanglongbing (HLB) se detect6 en México en julio 2009 y es actualmente la
enfermedad mas importante que a los citricos afecta debido a las multiples implicaciones
econdémicas y sociales. El estado del arte sobre el manejo de esta enfermedad ubica al
control regional de Diaphorina citri (DC) como la mejor estrategia para mantener la
productividad citricola mundial en complemento a practicas agronémicas béasicas como
niveles adecuados de riego y nutricion. En México las acciones de control regional se
realizan mediante la estrategia: Areas Regionales de Control de Diaphorina citri (ARCOs).
Sin embargo, estos planteamientos carecen de criterios epidemioldgicos claros para
determinar el tamafio y localizacion de las &reas regionales y no consideran la direccion y
velocidad de dispersion de CLas. Este estudio tuvo como objetivos: estimar la superficie en
hectareas a ser manejadas en ARCOs mediante: a) enfoque temporal (ET) y b) enfoque
espacial (EE). Con ET se emplearon datos de incidencia y tiempos de evaluacion, a tres
niveles espaciales: regional, subregional y parcelario, los cuales permitieron generar un
modelo integrativo multidimensional para estimar las ARCOs en un horizonte de tiempo.
Con EE se gener6 un modelo integrado por un factor de riesgo con las variables:
susceptibilidad de la especie, superficie citricola, carga de inoculo en planta y vector, indice
de abundancia de DC e indice de traspatio; y tasa de dispersion espacial estimada con datos
de Sao Pablo-Brasil, Florida-EUA, Yucatan y Colima-Meéxico. Con este modelo se genero
la aplicacion @RCOs HLB v 1.0 con simulacién Monte Carlo para fines de estimar las
ARCOs. Ambos enfoques resultaron ser adecuados para la estimacion de las ARCOs por su
justificacion epidemioldgica, donde ET podria ser empleado como un escenario agresivo,
ya que estimo6 337,828 ha y con EE 243,919 ha, lo que representa el 67.5% y 48.7% de la
superficie citricola del pais, respectivamente. Esta propuesta permite priorizar la superficie

de ARCOs para optimizar los recursos econdmicos y humanos disponibles.
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1. INTRODUCCION

En México, se han definido dos escenarios epidémicos del Huanglongbing (HLB): 1)
Regidn del Pacifico, con mayor intensidad y con prevalencia en huertos comerciales y 2)
Peninsula de Yucatan, con menor intensidad y con prevalencia en traspatios a pesar de ser
la region donde se detectd al HLB por primera vez en el 2009 (Mora-Aguilera et al., 2014).
Actualmente, paises como Brasil, EUA y México realizan el manejo del HLB a través de
tres estrategias complementarias: 1) Erradicacion de plantas enfermas; 2) Control regional
de Diaphorina citri (DC), vector de Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), agente
causal del HLB en México; y 3) Uso de plantas certificadas (Bassanezi et al., 2013; Mora-
Aguilera et al., 2014; Rogers et al., 2011). Este altimo es el mas complicado de realizar
debido a la problematica social que implica. Con este fin, la OIRSA desarrolld para sus
paises miembros, los lineamientos de armonizacion normativa regional de certificacion
fitosanitaria de material propagativo de citricos, documento en el cual se establecen los
procedimientos y requisitos fitosanitarios para la regulacién de material de propagacion de
citricos (OIRSA, 2013).

La evidencia del éxito de la aplicacion de estas tres acciones complementarias es Brasil, ya
que a la fecha la region de San Pablo, se mantiene con una incidencia menor al 10%
(Bassanezi et al., 2012). Sin embargo, en regiones citricolas donde el escenario epidémico
del HLB es endémico, la erradicacion de plantas es una opcion inviable (Belasque et al.,
2009) y se requiere enfatizar el control regional del vector y el uso de plantas certificadas,
p.e. region Pacifico de México, o Florida, EUA.

El control del vector se realiza principalmente mediante productos quimicos y en menor
medida con técnicas o enfoques biolégicos mediante parasitoides, depredadores y
entomopatogenos (Ruiz-Cancino et al., 2008; Pacheco et al., 2012). En la actualidad,
existen varias lineas de investigacion de control biolégico con resultados promisorios cuya
aplicacion, en corto plazo, podria dirigirse en areas rurales y urbanas de traspatio y zonas
citricolas especificas con bajo nivel tecnologico (Lépez-Arroyo y Rocha-Pefia, 2012). En
México, el control bioldgico del DC se realiza en algunas regiones mediante la liberacion
de Tamarixia radiata y a la fecha se cuenta con dos laboratorios de reproduccion masiva
que permiten la liberacion coordinada en los diferentes estados citricolas del pais
(Arredondo-Bernal, 2013).
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Con respecto al control quimico, en México, los insecticidas aprobados por el Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) fueron validados
por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP)
mediante una evaluacién de insecticidas convencionales y alternativos recomendados para
el control del DC, en cuanto a efectividad e induccion de resistencia (IRAC, 2012).

El enfoque de control regional del DC fue desarrollado experimentalmente en Fundo de
Defensa da Citricultura (FUNDECITRUS) y aplicado comercialmente por empresas,
principalmente de San Pablo, Brasil (Bassanezi et al., 2013). Sin embargo, la produccion
extensiva de Brasil ha favorecido esta estrategia por rapidez en la toma de decisiones y la
amplia cobertura asociada a pocos productores. Su adecuacion para otras condiciones, ha
implicado la cuidadosa definicion de criterios para el establecimiento de areas de manejo
regional optimizando los recursos humanos y econdmicos para el caso donde se han
disefiado estrategias con apoyo oficial como México. Las razones técnicas para
implementar y mantener areas regionales de control de DC, sobre todo con la presencia de
HLB en una regién, son las siguientes: 1) retrasar el inicio de la epidemia en 299 dias
aproximadamente, 2) reducir la infeccion de manera efectiva al disminuir la poblacién de
psilidos de huertas adyacentes, tiene un gran efecto en reducir la incidencia (90%) y la tasa
de progreso (75%) del HLB; la incidencia inicia mas tarde y es mas lenta, 3) reducir la
poblacién de psilidos locales (de 76 a 97%), aln en huertos abandonados, permite el uso de
un programa menos intensivo de control local del vector, y 4) reduce los costos de manejo
del HLB, porque las aplicaciones son menos intensivas y mas eficientes (Bassanezi et al,
2013).

Bove (2012), sefiala que en el caso de los pequefios productores que se localizan en areas
con baja incidencia de HLB, deben formar &reas compactas de manejo regional de al menos
500 ha, en las cuales se realice el control del vector y la eliminacion de plantas enfermas. Si
bien esta aseveracion carece de un sustento epidemioldgico si puntualiza un problema
central relativo al tamafio del area que debe considerar un control regional.

En Florida, se recomienda la creacion de CHMAS por sus siglas en inglés (Citrus Health
Management Areas) para coordinar las acciones de manejo del HLB, las cuales tengan una
incidencia del HLB relativamente baja y de un tamafio de 4,000 a 20,000 ha (Rogers et al.,

2010). En este caso Gottwald et al. (2014) sefiala que existen factores de riesgo que deben

183



considerarse como: susceptibilidad del cultivar, superficie del huerto, edad de plantas,
cercania de foco (distancia con plantas y vectores positivos), entre otros; para asi realizar
una mejor prediccion de las areas con mayor riesgo que deben ser manejadas con CHMA:s.
Adicionalmente, este autor sefiala que con un namero suficiente de evaluaciones se puede
optimizar el tamafio, localizacion y nimero; complementariamente se puede determinar la
eficacia de esta estrategia con fines de validar su uso. Sin embargo, esta propuesta carece
de otros criterios como la direccion y velocidad de dispersion del HLB.
En Meéxico, el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASICA) mediante la Direccion General de Sanidad Vegetal (DGSV) implement6 un
programa piloto de control de D. citri, en los estados de Colima, Michoacan y Yucatan, en
el cual se realizd la aplicacion de aceites minerales, sales potasicas y productos quimicos en
una superficie estimada de 20,000 ha (Robles, 2012). Adicionalmente, Robles (2012)
menciona que el SENASICA, en colaboracion con el INIFAP, investigadores de otras
instituciones y tecnicos de los Organismos Auxiliares de Sanidad Vegetal (OASV)
elaboraron un protocolo para establecer areas regionales de control del Huanglongbing y el
Psilido Asiatico de los Citricos (ARCOSs).
La aplicacién de enfoques epidemioldgicos para estimar el riesgo de dispersion y
establecimiento de Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) requiere la integracion de
modelos espacio-temporales en el contexto del sistema productivo citricola (Mora-Aguilera
et al., 2013; 2014; Bassanezi et al., 2013; Salcedo et al., 2010); y con excepcién de la
propuesta de Gottwald et al. (2014), los planteamientos para el control regional de DC
carecen de criterios epidemioldgicos claros para la estimacion del riesgo del HLB y todos
desdefian la direccion y velocidad de dispersion de CLas, asi como la gradualidad del
proceso epidémico por lo que este estudio se planted con los objetivos de:

6. Estimar la superficie (hectareas) de operatividad para la estrategia de Control

Regional de Diaphorina citri (ARCOs) mediante un enfoque temporal y espacial para

el manejo del HLB en México.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Regionalizacion del HLB en México

A partir de los reportes oficiales de positivos de CLas en planta y vector hasta octubre de
2015 en México (SENASICA, 2015) se regionalizo el pais en tres escenarios epidémicos
del HLB, los cuales consideraron los siguientes criterios: superficie citricola, nimero y
distribucion de positivos, e intensidad epidémica del HLB con base en analisis regionales.
Esta metodologia se empled en diversos estudios para regionalizacion de areas de estudio y
para definir riesgos regionales con base en variables del sistema epidemioldgico (Cabrera-
Hidalgo et al., 2014; Mora-Aguilera et al., 2013; Dominguez-Monge, 2011; Géngora,
2004). En el presente estudio los escenarios se clasificaron de la siguiente manera (Figura
1):

a) Escenario 1. Condicion epidémica de baja intensidad en la Peninsula de Yucatén,
con prevalencia de positivos a CLas en traspatio.

b) Escenario 2. Condicién de endemicidad en la region del Pacifico (Colima, Nayarit,
Jalisco, Michoacan, Sinaloa y BCS) con mayor intensidad de la enfermedad.

c) Escenario 3. Condicién de focos de infeccion en el Golfo de México.

SAGARPA Estatus fitosanitario en México de las detecciones de Candidatus Liberibacter asiaticus ¥
con base en el monitoreo a nivel municipal acumulado al mes de octubre de 2015.

Escenario3: ,
Golfo

Escenario 2:
Pacifico

| 3

y %‘ Escenario 1:

Ausents i Peninsula de

B Presente en vegetal y psilidos Yucatan
777, Presente sélo en psilidos L.

Figura 1. Distribucion actual del HLB en México y regionalizacion en tres escenarios epidémicos
empleados para el estudio de estimacion de ARCOs. Fuente: Con edicién de imagen SENASICA, 2015.
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Con base en la regionalizacion del HLB en Mexico se realizd la estimacion de las areas en

riesgo que requieren ser controladas mediante la estrategia ARCOs, con el uso de dos

enfoques con justificacion epidemioldgica (Figura 2):

a)

b)
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Enfoque temporal (ET): se basa en el principio de prevencion de la dispersion al
tener para reducir la velocidad epidémica del HLB, con el uso de datos de
epidemias de México, como prototipo representativo del comportamiento de esta
enfermedad en cada region.

Enfoque espacial (EE): considera la estimacion de riesgo por HLB a partir de un
método ponderado de variables del sistema epidemioldgico (planta-patdgeno-
vector-clima-manejo) a nivel municipal para los 24 estados citricolas del pais;
complementariamente se basa en tasas de dispersion del HLB obtenidas a partir de
analisis de distancias (km) y tiempos de deteccion (meses) del HLB en Florida,
E.U.A. (Irey, 2009); San Pablo, Brasil (Bassanezi et al., 2005); Yucatan (Flores-
Sanchez et al., 2011) y Colima (Robles-Gonzalez et al., 2013), México, los cuales
se integran a un modelo general de dispersion, donde Florida, E.U.A., representa el
escenario de mayor intensidad y Yucatan, representa el escenario de menor

intensidad.
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Figura 2. Enfoques epidemioldgicos para la estimacion de Areas Regionales de Control de DC
(ARCOs) con base en el tipo de indculo: A) Enfoque temporal: evalta el efecto de estrategias
preventivas y protectivas a nivel parcela con el fin de reducir la velocidad epidémica y B) Enfoque

espacial: emplea riesgo regional con base en método ponderado variables del sistema
epidemioldgico y tasas de dispersion del HLB. Fuente: Mora-Aguilera et al., 2014.
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2.2 Enfoque temporal (ET)

A partir de la regionalizacién del HLB en México, se obtuvieron datos de incidencia del
HLB y fechas de evaluacién a nivel regional (municipios), municipal (hectareas) y
parcelario (nimero de plantas), los cuales se emplearon como dimensiones espaciales
representativas de cada uno de los escenarios epidémicos del HLB en el pais, para estimar
las ARCOs por asociacion. Por lo anterior, los datos de incidencia y tiempo de epidemias
del HLB en Colima, Yucatan, Campeche, y Nayarit se ajustaron con el modelo Weibull

(Cuadro 1y Figura 6).

Cuadro 1. Modelos epidémicos espacio-temporales por region, especie citricola y escenario
epidémico.

*Regional *Municipal *Parcelario *Tiempo
T ’Especie
Region .
Citricola |Parm_|Parm_|Parm_|Parm_|Parm_|Parm_ e |t i
b C b C b C i 3
LI - i i i - i
LM 10.84 1.41 13.02 1.1
PCO 0.8 3.0 3
LP 1491 | 0.66 | 1666 | 246 4153 g5y 33|69 93
M, T, NA,
NV 10.84 1.41 18.70 1.79
PEN 3975 99
BCSy Todas 56.90 1.21 37.2 0.72 18.70 1.79 N I
CHI
Resto 6 42| 66

IPAC=Pacifico, PEN=Peninsula, BCS=Baja California Sur, CHI=Chiapas y Resto=Todos los estados fuera de
las categorias previas.’LI=Limén italiano, LM=Limén mexicano, LP=Limén persa, M=Mandarina,
T=Toronja, NA=Naranja agria y NV=Naranja Valencia.’Parm_b y Parm_c en los niveles de anélisis espacial
corresponden a parametros b y ¢ de las epidemias ajustadas con el Modelo Weibull.*t=1, 2 y 3 corresponden a
escenarios de proyeccion a 2012, 2015 y 2017, respectivamente.

El escenario de la Peninsula de Yucatan (PEN) consider6 como modelo multidimensional
epidemias documentadas en Yucatdn, y Campeche, a nivel regional y municipal,

respectivamente (DGSV, 2011), asi como epidemias de Yucatan a nivel parcelario (Loeza-
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Kuk et al., 2010) en un huerto de limon persa (Citrus latifolia) del municipio de Tizimin de
enero, 2009 a julio, 2011 (Figura 2). Las consideraciones epidemioldgicas para definicion
de PEN fueron principalmente la primera deteccion oficial en México en julio de 2009
(SENASICA, 2009), detecciones positivas en traspatios, homogeneidad tecnoldgico-
productiva regional, hospedantes disponibles, entre otros. Los estados que se consideran
dentro de este escenario son: Yucatan, Campeche, y Quintana Roo (Figura 6), a un
horizonte de tiempo (promedio para los 3 estados) de 39 meses a partir de la deteccion de
HLB hasta 2012. Los estados de Baja California Sur, y Chiapas, se integran a este escenario
a un horizonte de tiempo de 20 meses con el mismo criterio de tiempo.

El escenario de la region GOLFO vy resto de los estados: Baja California, Guerrero,
Hidalgo, Morelos, Nuevo LeoOn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sonora,
Tabasco, Tamaulipas, Veracruz, y Zacatecas se incluyo a la regién PEN (Figura 6) con un
horizonte de 6 meses, para lo anterior se considerd ausencia de informes oficiales de la
enfermedad durante 2012. Sin embargo, existian condiciones de riesgo debido a la
disponibilidad de hospedante y presion de indculo por otros estados con detecciones

positivas como San Luis Potosi y cercania con Tabasco (SENASICA, 2015).

Modelo Regional Yucatén Modelo Municipal Campeche Modelo Parcelario Yucatén
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Figura 3. Modelos epidémicos seleccionados para el escenario Region Peninsula de Yucatan y

Golfo de México aplicado a todas las especies citricolas.

El escenario del Pacifico (PCO) considera como modelo multidimensional un diversidad de
epidemias reportadas o estudiadas en Colima a nivel regional y municipal, asi como Nayarit
y Yucatan a nivel parcelario (Figura 3-5). La necesidad de contar con variaciones en la

dimension espacial fue importante para caracterizar el incremento temporal de las
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epidemias en diferentes especies citricolas, p.e. para limon mexicano en Colima, se
emplearon epidemias regionales, municipales y parcelarias estudiadas dentro del estado
(SENASICA, 2015; Robles-Gonzélez et al., 2013), a diferencia de limon persa en Nayarit,
donde se determind emplear escenarios regionales y municipales con datos de Colima y
parcelarios de Nayarit (Esquivel-Chavez, 2011; Marquez et al., 2011) para garantizar
resultados méas acordes a las condiciones regionales de la especie. Las consideraciones
epidemioldgicas para definicion de PCO fueron principalmente homogeneidad tecnolégico-
productiva regional, hospedantes susceptibles y alta incidencia del HLB, la cual se refiere a
la distribucion homogénea del HLB en una region. Los estados que se consideran dentro de
este escenario son: Colima, Jalisco, Nayarit, Michoacén y Sinaloa (Figura 6).

Escenario Regional Colima Escenario Municipal Colima Escenario Parcelario Colima
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Figura 4. Modelos epidémicos seleccionados para el escenario Region Pacifico. Caso Limon
mexicano.
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Figura 5. Modelos epidémicos seleccionados para el escenario Regidn Pacifico. Caso Limén persa.
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Figura 6. Modelos epidémicos seleccionados para el escenario Region Pacifico. Caso Citricos

dulces.
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Figura 7. Mapa de seleccidn de estados por escenario epidémico del HLB en México. La figura

muestra las tres zonas en las cuales se regionalizé epidemiolégicamente.
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2.2.1 Andlisis de datos

La incidencia del HLB a nivel regional (municipios), municipal (hectareas) y parcelario
(plantas de citricos) se calcul6 con la siguiente ecuacion:
Inc = (n*100)/N [E.1]

Donde: Inc: es el porcentaje de incidencia de municipios, hectareas (ha) y plantas con HLB,;
n: es el nimero de municipios, ha y plantas con HLB; N: es el nUmero total de municipios,
ha y plantas.

Los datos de incidencia y tiempos de evaluacion se ajustaron mediante el modelo flexible
Weibull (E.2) de dos parametros (b=tasa y c=forma), mediante los procedimientos PROC
MODEL y PROC NLIN (Jests Junior et al., 2005). Este dltimo se empled para la
determinacion de los limites superiores e inferiores de “b” y “c”. EI modelo Weibull se
selecciond por su capacidad flexible para ajustarse a distintas formas e intensidades
epidémicas, evitando el uso de mas de un modelo temporal que pudiera requerir factores de
correccion con fines comparativos.

El modelo Weibull se basé en la siguiente ecuacion de dos parametros:

y =1— EXP (%)C [E.2]

Donde: y = incidencia de plantas positivas a HLB, t= tiempo, b= pardmetro de tasa en su

forma inversa y c=parametro de forma de la curva.

La ecuacion general de estimacion de incidencia multidimensional del HLB se expresa en
E.3, la cual calcula las areas regionales de control o unidades de operatividad (niumero
hectareas) a ser controladas dentro de N-parcelas a nivel regional (en este caso estatal) con
presencia del HLB (Mora-Aguilera et al., 2014; Salcedo et al., 2010).

(1 - EXP_(%)C>]} . {Has . [(1 - EXP‘(%)C>]} .
. {Arb . [(l - EXP‘(%)C>]}

ARCO = {Mun *
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Donde, Mun = Numero total de municipios citricolas por estado; Has = NUmero total
hectareas-parcelas por municipio citricola; Arb = Numero total de arboles por hectareas-
parcelas; t = horizonte de tiempo para el prondstico de incidencia; b = parametro de tasa en
forma inversa; ¢ = parametro de forma de la curva de epidemia.

Adicionalmente el ajuste por el modelo Weibull se llevé a cabo de forma desagregada por

dimension espacial:
a) Incidencia de municipios con HLB

Corresponde a la primera dimension espacial, y se refiere al nimero total de municipios

con incidencia de HLB. Se representa con la siguiente ecuacion:

Inc_Mun = {Mun * [(1 -~ EXP‘@C)” [E.4]

b) Incidencia de predios/parcela/hectarea
Es el segundo nivel de andlisis espacial, en éste se calculd el nimero total de predios o

parcelas dentro de un municipio con presencia de HLB. La unidad espacial es el predio. Se

calcula de la siguiente forma:

Inc_Has = {Has x [(1 _ Exp—(%)cﬂ} [E.5]

c) Incidencia de arboles
Es el tercer nivel de analisis espacial que calcul6 el nimero total de arboles positivos dentro

de una parcela. Se calcula de la siguiente forma:

y = {Arb * I<1 - EXP_(%)CH} [E.6]

Para presentacion de resultados, este documento usara la estimacion de las unidades de

operacion (ha) a ser controladas bajo ARCOs para el manejo regional del HLB.
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2.2.2 Representacion de las estimaciones generadas

Para este fin, se gener0 una aplicacion en MS-Excel, la cual permite visualizar la
estimacion del riesgo regional (municipios con HLB), municipal (hectareas con HLB) y
parcelario (numero de plantas con HLB) a partir de un menu de seleccion multi-criterio: 1)
escenario epidémico, 2) estado y 3) especie citricola (Figura 7), lo cual permite al usuario

obtener la informacion por un proceso racional de seleccion.
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Figura 8. Aplicacion desarrollada en MS-Excel para visualizar las estimaciones de riesgo regional a

partir de la seleccion de multicriterios.

2.3 Enfoque espacial (EE)
2.3.1 Método ponderativo de variables de inductividad epidémica del HLB

Este método utiliza valores ponderados e indices a partir de las variables de inductividad
epidémica asociadas al sistema epidemiol6gico (hospedante-patdgeno-vector-clima-

manejo).
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Se requirio el desarrollo de una aplicacion en MS-Excel llamada Reg-N (Figura 8), la cual
integra variables del sistema epidemiolégico, del Hospedante: superficie sembrada, indice
citricola, susceptibilidad de especies a CLas. Del patdgeno: carga de inoculo, nimero de
positivos vegetales e insectos, cercania de foco. Del vector: indice de abundancia,
generaciones potenciales, datos de monitoreo a nivel nacional. Del clima: inductividad

climatica.
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Figura 9. Aplicacion Reg-N desarrollada en MS-Excel para la estimacion del riesgo regional a

partir de variables de inductividad epidémica.

La estimacion del riesgo regional por subregion se realizard calculando el factor de
ponderacion de cada subregion entre la suma de todos los factores de ponderacion de la

region, como se describe en la siguiente ecuacion:
Riesgoregionar = (Supcitri"Fact_pondi /¥ Fact_pondi) [E.7]

Donde: Riesgoregional = Nivel de riesgo por region; SupCiyri= Superficie citricola por region.
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El factor de ponderacion es calculado con la multiplicacion de cada valor ponderado e
indice de las variables de inductividad. El factor de ponderacion se calcula con la siguiente

ecuacion:

Factpong = (Supcieri) * (IndSuscep) * (Cargamoculo) * (Indp. citri) * (IndTrasp) [E.8]

Donde: Fact_Pond= Indicador de la inductividad epidémica y nivel de riesgo por region;
Sup_Citri= Superficie sembrada de especies citricolas distribuida en cuartiles, a mayor
superficie mayor valor de ponderacion; Indp ciri= Indice de D. citri obtenido con el modelo
de dinamica poblacional de D. citri generado por Torres-Pacheco et al., 2013 (Figura 9).
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Figura 10. Modelo de dindmica poblacional de D. citri generado por Torres-Pacheco et al., 2013.

Indicesyscep = [Z?zl(SupCitrii * PondSuscep;)] / SupCitritora [E.9]

Donde: Indicesy,scep= Susceptibilidad relativa de especies citricolas a Candidatus
Liberibacter asiaticus; SupCitri= Superficie sembrada de: limon mexicano=LM, limon
persa=LP, limon italiano y toronjo=LI,T, mandarina=M y naranja dulce=ND; PondSuscep;

= Valor ponderado de la susceptibilidad de especies citricolas a Candidatus Liberibacter
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asiaticus, LM=5, LP=4, LI, T=3, M=2 y ND=1 (Esquivel-Chavez et al., 2012);
SupCitriy= Total de superficie citricola sembrada por region.

Cargamocuo = (Region) + (Cercaniafoco) * (PositivosVeg) + (Positivospg;;) [E.10]

Donde:Carga;nocuio = Indicador del nivel de incidencia en planta y vector; Region=
Vertientes con superficie citricola (Golfo=1, Pacifico=2); Cercanias= Indicador del
riesgo por cercania de regiones con HLB. Regién con presencia=4, Region Contigua a una
con presencia de HLB=3, Regién Intermedia a una con presencia de HLB=2 y Region
Distante a una con presencia de HLB=1; Positivosyg: Incidencia de niumero de muestras
vegetales positivas a HLB por region; Positivosysi: Incidencia de nimero de muestras de

vector positivas a HLB por region.

IndTrasp = [(Indasentrum) + (IndSupCitri) + (IndAgri)]/3 [E.11]

Donde: Ind gsentum= Indice generado a partir de la superficie (ha) del territorio municipal
entre la superficie (ha) de asentamientos humanos. Ambos reportados por INEGI,
Indgypcitri = indice generado con la superficie citricola (ha) del municipio entre la
superficie (ha) territorial del municipio; Ind,g; = indice generado con la superficie

agricola (ha) del municipio entre la superficie (ha) territorial del municipio.

2.3.2 Potencial de dispersion del HLB

El modelo propuesto establece que el tamafio de las ARCOs (nimero de hectareas) estara
en funcion del potencial de dispersion del HLB vy el factor de riesgo regional con base en
las variables de inductividad epidémica. La base cuantitativa implicé el andlisis de datos de
epidemias de HLB en Brasil (San Pablo) (Bassanezi et al., 2005), EUA (Florida) (Irey,
2009) y México (Colima, y Yucatan) (Robles-Gonzalez et al., 2013; Flores-Sanchez et al.,
2011). Los escenarios epidémicos (Cuadro 2) determinan la intensidad de la dispersion de
la enfermedad en funcion de los vientos dominantes: gradiente mayor (GradMayor) a favor

del viento y gradiente menor (GradMenor) en contra del viento (Figura 10).

ARCO = ((3.15 * (tasadisp * RiesgoRegional)z) * t) * 100 [E.12]
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Dénde: Areariesgo= Superficie de riesgo (hectareas) por region; 3.15= Valor constante para
calculo de area; tasagis= Distancia de dispersion del HLB por mes a partir de un foco inicial
en una region de reciente ingreso con dispersion activa; RiesgOgregiona= Producto de las
variables de ponderacion seleccionadas; t= Tiempo para determinar el tamafio de un area de

riesgo.
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Figura 11. Modelo epidemioldgico general para la estimacion de un area regional de control
(ARCO) basado en el concepto de gradiente asimétrico de dispersion de CLas por D. citri.

Cuadro 2. Tasas de dispersion mensual del HLB, por gradiente, en cuatro escenarios epidémicos.

e Regién _ e

GradMayor GradMenor Epidémicos
(km)

(km)

Brasil San Pablo 12.5 8.9 Moderado

México Yucatan 6 2.6 Bajo
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Para este fin se generd una aplicacion en MS-Excel, denominada @RCOs, la cual consta
de cinco hojas de calculo y una presentacion del programa; @RCO’s HLB v1.0
determina el ndmero, localizacién y tamafio de areas regionales de control del HLB

(ARCOs) (Figura 11), con base en el enfoque espacial.
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Figura 12. Aplicacion @RCOs desarrollada en MS-Excel para la estimacion de hectareas en riesgo,
a partir del riesgo regional y tasa de dispersion del HLB.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1.1. Enfoque temporal (ET)
El uso de modelos temporales asociados a regiones epidémicas del HLB en Meéxico
permitié estimar el nimero de hectéreas (ha) potenciales a ser establecidas en Areas
Regionales de Control de D. citri (ARCOs) para el manejo del HLB en el pais.
La estimacion de riesgo para hectareas (ha) con HLB se realiz6 para el afio 2015, la region
de mayor riesgo fue el GOLFO vy resto del pais con 245,916 ha, la region de riesgo
moderado fue PCO con 68,717 ha y la region con menor riesgo fue PEN con 23,195 ha, lo
que corresponde al 73, 20 y 7% de la superficie citricola establecida, respectivamente
(Figura 12).
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Figura 13. Porcentaje de hectareas en riesgo con HLB estimadas mediante modelos temporales
para el 2015, por regidn epidémica en México.

Este resultado es congruente con el status del HLB en México. La region con mayor riesgo
es el Golfo y resto del pais, la cual presenta la menor prevalencia del HLB en México
(Figura 13). Notoriamente, PEN fue la region donde se detectaron los focos iniciales del
HLB en México, y es la regién con menor riesgo determinada con esta metodologia, lo cual
puede ser por la prevalencia del HLB en traspatios y las acciones de erradicacion y control
de DC realizadas con mayor énfasis por los Comités Estatales de Sanidad Vegetal (CESV)
de esta region.
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Figura 14. Mapa de hectareas (ha) a establecerse en ARCOs para el manejo regional del HLB a

nivel municipio para el 2015, estimadas con el enfoque temporal epidemioldgico.

El analisis por region permitio determinar que en la region GOLFO los estados con mayor
namero de hectareas (ha) a establecerse en ARCOs para el 2015 son Veracruz con 133,583
ha (54%), SLP, con 25,643 ha (10.4%), Tamaulipas, con 23,916 ha (9.7%), NL, con 20,434
ha (8.3%), Oaxaca, con 12,863 ha (5.2%); y Tabasco, con 10,277 ha (4%) (Figura 14). Por
lo que las acciones de monitoreo y control de D. citri deberian enfatizarse en estos estados
dentro de la region.

En la region PCO los estados con mayor riesgo fueron Michoacan con 42,700 ha (62%),
Colima, con 19,661 ha (29%), Jalisco, con 3,100 ha (5%), Nayarit, con 2,153 ha (3%); y
Sinaloa, con 1,102 ha (1%) (Figura 16).

En la region PEN el estado con mayor riesgo fue Yucatan con 14,412 ha (62%), Campeche,
con 3,210 ha (14%), BCS, con 2,294 ha (10%), Q. Roo, con 2,169 ha (9%); y Chiapas, con
1,108 ha (5%) (Figura 15).
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Figura 15. Hectéreas citricolas a establecerse en ARCOs para el manejo del HLB en la region
GOLFO, la cual incluye los estados de BC (Baja California), GRO (Guerrero), HGO (Hidalgo),
MOR (Morelos), NL (Nuevo Leo6n), OAX (Oaxaca), PUE (Puebla), QRO (Queretaro), SLP (San
Luis Potosi), SON (Sonora), TAB (Tabasco), TAM (Tamaulipas), VER (Veracruz) y ZAC
(Zacatecas), estimadas mediante el enfoque temporal epidemiolégico.
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Figura 16. Hectareas (ha) citricolas a establecerse en ARCOs para el manejo del HLB en la region
PEN, la cual incluye los estados de BCS (Baja California Sur), CAM (Campeche), CHIAPAS
(Chiapas), Q. ROO (Quintana Roo) y YUC (Yucatan), estimadas mediante el enfoque temporal
epidemioldgico.
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Figura 17. Hectéareas (ha) citricolas a establecerse en ARCOs para el manejo del HLB en la region
PCO, la cual incluye los estados de COL (Colima), JAL (Jalisco), MICH (Michoacan), NAY

(Nayarit) y SIN (Sinaloa), estimadas mediante el enfoque temporal epidemioldgico.

3.1.2. Enfoque espacial (EE)

La estimacion de riesgo con esta metodologia se realizé con la combinacion de un factor de
riesgo regional el cual se estimé mediante un método ponderativo de las variables de
inductividad epidémica y con el potencial de dispersién del HLB.

La region de mayor riesgo fue el GOLFO vy resto del pais con 142,754 ha potenciales a
enfermarse con HLB, la region de riesgo moderado fue PCO con 75,696 ha y la region con
menor riesgo fue PEN con 25,469 ha, lo que corresponde al 59, 31 y 10%, respectivamente
(Figura 17 y 18).

Esta metodologia, se generd con elementos parciales de la propuesta de Areas Regionales
de Control del Psilido Asiatico de los Citricos (ARCOs) desarrollada para la definicion del
namero, tamarfio y localizacion de las mismas. Sin embargo, la propuesta planteada en este
documento utiliza el area total de riesgo definida por el modelo y no es afectada por el

componente logistico por capacidad operativa.

202



100

g %
& 80
<
- )
0 70
T
% 60
o
>
S 50 -
3 T
o
2 40 -
©
2 30 -
8
S 20 - T
t
g 10 -

0 a

GOLFO PCO PEN

Figura 18. Hectareas (ha) (%) a ser establecidas en ARCO para el manejo regional del HLB,
estimadas con el método ponderativo de variables de inductividad epidémica y potencial de
dispersion del HLB.
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Figura 19. Mapa de hectéreas (ha) potenciales a ser establecidas en ARCO para el manejo regional
del HLB, estimadas con el método ponderativo de variables de inductividad epidémica y potencial
de dispersién del HLB.
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El analisis por region permitio detectar diferencias en la estimacion de las hectareas
potenciales a establecer en ARCOs. Para la regiéon GOLFO los estados de mayor riesgo
fueron Tabasco con 53,509 ha (38%), NL, con 21,188 ha (15%), Tamaulipas, con 18,059
ha (13%), Puebla, con 17,736 ha (12%), Oaxaca, con 8,339 ha (6%), Sonora, con 7,331 ha
(5%); y Veracruz, con 4,227 ha (3%) (Figura 19). Aparentemente, Veracruz tiene un menor
peso debido al potencial de dispersion del HLB y debido a la cobertura de monitoreo en los
estados aledafios como Puebla, Tabasco y Tamaulipas.

En la region PEN también se observan cambios en la estimacién con éste método
ponderativo, el estado con mayor riesgo fue Yucatan con 13,630 ha (53.5%), Campeche,
con 4,315 ha (17%), Chiapas, con 3,552 ha (14%) BCS, 2,675 ha (11%); y Q. Roo con
1,297 ha (5 %) (Figura 20).

En la region PCO los estados con mayor riesgo fueron Michoacan con 45, 171 ha (60%),
Colima, con 20,834 ha (28%), Jalisco, con 4,649 ha (6%), Sinaloa, con 3,869 ha (5.2%); y
Nayarit con 1,171 ha (2%) (Figura 21).
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Figura 20. Hectéareas (ha) citricolas a establecerse en ARCOs para el manejo del HLB en la regién
GOLFO, la cual incluye los estados de BC (Baja California), GRO (Guerrero), HGO (Hidalgo),
MOR (Morelos), NL (Nuevo Leo6n), OAX (Oaxaca), PUE (Puebla), QRO (Queretaro), SLP (San
Luis Potosi), SON (Sonora), TAB (Tabasco), TAM (Tamaulipas), VER (Veracruz) y ZAC
(Zacatecas), estimadas mediante el enfoque espacial epidemiolégico.
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Figura 21. Hectéreas (ha) citricolas a establecerse en ARCOs para el manejo del HLB en la region
PEN, la cual incluye los estados de BCS (Baja California Sur), CAM (Campeche), CHIAPAS
(Chiapas), Q.ROO (Quintana Roo) y YUC (Yucatan), estimadas mediante el enfoque espacial
epidemioldgico.

60000
o}
S 50000
@
<
5
% 40000
Py
3
=
S 30000
(5]
o
@
< 20000 -
a
[«5)
N
£ 10000 - T
0 i
MICH SIN

Figura 22. Hectéreas (ha) citricolas a establecerse en ARCOs para el manejo del HLB en la region
PCO, la cual incluye los estados de COL (Colima), JAL (Jalisco), MICH (Michoacan), NAY
(Nayarit) y SIN (Sinaloa), estimadas mediante el enfoque temporal epidemiolégico.
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3.1.3. Anadlisis integrativo del ET y EE

Las estimaciones de hectareas con potencial para establecerse en ARCOs para el manejo
del HLB generadas con ambos enfoques epidemioldgicos son coincidentes y definen la
region GOLFO como la de mayor riesgo y en la cual se deberia priorizar estratégicamente
bajo un escenario de recursos humanos y econdmicos limitados; sin embargo, el resto de las
regiones deben ser atendidas con una minima superficie. Los resultados indican que el
enfoque temporal (ET) podria ser empleado como un escenario agresivo, mientras que el
enfoque espacial (EE) representa un escenario moderado para un planteamiento a gran
escala (p.e. nacional) de manejo del HLB, ya que con ET se estimaron 337,828 ha y con EE
243,919 ha, lo que representa el 67.5% y 48.7% de la superficie citricola del pais,
respectivamente.

En la regiébn GOLFO Veracruz, SLP, y Tabasco, el ET tiende a sobrestimar la estimacion
de las ARCOs (r*=0.02), en comparacion con EE (r>=0.90) (Figura 22); esto podria deberse
a que con ET se emplearon modelos temporales de epidemias de Yucatan a nivel regional y
Campeche a nivel municipal (Cuadro 1), por similitud regional y falta de estudios
especificos para estos estados por ausencia del HLB, mientras que el EE emplea el factor de
riesgo regional como criterio inherente a cada region citricola. Por lo que variables de
inductividad epidémica como la diversidad de especies (Naranja=213,000 ha, LP= 36,308
ha, MD= 10,474 ha'y T=7,300 ha) en Veracruz, SLP, y Tabasco podria tener un efecto al
maximizar la estimacion con el modelo multidimensional generado con ET.

Esta hipotesis se validd con otros estados de la region GOLFO como NL y Tamaulipas, los
cuales tienen menor diversidad de especies, con prevalencia de Naranja y Toronjo, donde la
estimacion de hectareas en riesgo fue similar con ambos métodos (Figura 22).
Adicionalmente, el andlisis de regresion lineal entre la hectareas estimadas con ambos
métodos, sin incluir a Veracruz, SLP y Tabasco, el coeficiente de correlacion mejora
considerablemente (r°=0.9) (Figura 23), lo cual sugiere que la estimacién con ambas
metodologias es confiables y que el ET podria emplearse bajo la premisa de un escenario
agresivo en comparacion con EE. Ambas propuestas robustecen y coadyuvan a la estrategia
ARCOs, al optimizar los recursos economicos y humanos administrados por el
SENASICA-DGSV, para el manejo regional del HLB en México.
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Figura 23. Graficos comparativos de las hectareas estimadas con el enfoque temporal (ET) y con el
enfoque espacial (EE), considerando todos los estados citricolas.
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Coincidentemente, la ubicacion de las ARCOs mediante mapas interpolados de las
hectéareas estimadas con ambos métodos sugiere que en la region GOLFO el ET (Figura
24A) maximiza el riesgo y asigna mayor superficie (ha) en los estados de Veracruz, SLP, y
Tabasco, en comparacion con EE (Figura 24B), el cual podria reducir el efecto por
consideracion de las variables de inductividad epidémica del HLB.

En la region PEN, ambas metodologias explican adecuadamente el riesgo del HLB, ya que
discriminan cuatro areas que requieren ser incorporadas en las ARCOs, las cuales
corresponden a las zonas de produccion de citricos de los estados de Yucatan, , Campeche,
y Quintana Roo (Figura 25 Ay B).

En la region PCO, los mapas también sugieren que ambos métodos serian adecuados, ya
que la definicion de las ARCOs coinciden con las zonas de mayor intensidad epidémica del
HLB en los estados de Colima, Michoacan, Jalisco, Nayarit, Sinaloa (Figura 26 A y B),
Sonora, BC y BCS (Figura 27 A y B). Sin embargo, la estimacion con el ET sugiere un
escenario mas agresivo, el cual en el caso de esta region requiere considerarse debido al
estatus endémico del HLB (Mora-Aguilera et al., 2014; SENASICA, 2015);
probablemente, lo adecuado seria enfatizar los recursos en la region del GOLFO puesto que
el escenario epidémico de esta enfermedad es de riesgo por procesos de dispersion activa,
asociada a los casos de muestras positivas recientemente detectados en planta y vector
(SENASICA, 2015).

Adicionalmente, en la region PCO por su condicion endémica del HLB especificamente en
el estado de Colima se desarroll6 una plataforma WEB en fase inicial llamada Sistema
Regional para el Manejo Integrado del HLB (SIREMI-HLB) con el fin de disponer de una
herramienta electrénica para coadyuvar al manejo del HLB con un enfoque regional, la cual
considera al productor como el eje integrador y responsable de la accionabilidad del manejo
recomendado mediante la integracion de insumos cientificos, tecnoldgicos y empiricos
(Anexo 4).
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Figura 25. Mapas de riesgo de hectareas (ha) potenciales a ser infectadas por HLB en la region
GOLFO, estimadas mediante las metodologias: A) modelos temporales y B) método ponderativo.
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Figura 26. Mapas de riesgo de hectareas (ha) potenciales a ser infectadas por HLB en la region

PEN, estimadas mediante las metodologias: A) modelos temporales y B) método ponderativo.
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Figura 27. Mapas de riesgo de hectareas (ha) potenciales a ser infectadas por HLB en la region

PCO, estimadas mediante las metodologias: A) modelos temporales y B) método ponderativo.
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Figura 28. Mapas de riesgo de hectareas (ha) potenciales a ser infectadas por HLB en la region

PCO, estimadas mediante las metodologias: A) modelos temporales y B) método ponderativo.
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El uso de los enfoques espacial y temporal para estimar el riesgo de dispersion y
establecimiento de Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) tuvo como fin proporcionar
estimaciones regionales de riesgos bajo la premisa de que la dispersion y el incremento de
la incidencia del HLB es gradual, no lineal, y con una tasa dependiente de factores
climaticos, varietales, manejo productivo y bioldgicos (asociados al vector Diaphorina citri
y CLas) (Mora-Aguilera et al., 2013; 2014; Bassanezi et al., 2013; Salcedo et al., 2010), a
partir de los cuales se estimaran las ARCOs con ET y EE. En esta concepcion también se
incorporo el efecto de cronicidad inherente a una infeccion sistémica como la inducida por
CLas. Los enfoques empleados en este estudio tienen dos implicaciones en esta

concepcion:

e Aplicacion de un modelo(s) temporal que estima la gradualidad infecciosa en un
horizonte de tiempo (ET).
e Desarrollo de un modelo(s) espacial que estima la gradualidad infecciosa en un
area (EE).
Si bien existen otros estudios que analizaron el efecto del control local versus el control
regional, como bases para plantear que la estrategia mas adecuada y sustentable para el
manejo del HLB es el control regional (Bassanezi et al., 2013), y que las areas CHMAs
deberian definirse con base en criterios de riesgo para priorizar su tamario, localizacion y
namero (Gottwald et al., 2014), dichos estudios omitieron el efecto temporal de dispersion,
direccionalidad y velocidad de la misma, lo cual en la presente propuesta se integré al
enfoque espacial como un componente esencial para definir el tamafio de las ARCOs. Con
lo anterior, se espera que bajo las condiciones de pequefios productores y un escenario de
recursos humanos y financieros que caracteriza a México, esta propuesta tenga gran

aplicacion en la reduccion de la dispersion y carga de indculo de CLas.
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4. CONCLUSIONES

La aplicacion de criterios biolégicos y epidemiolégicos con enfoque regional permite
proporcionar estrategias racionales para la determinacion de riesgo, el cual se emplea para
el establecimiento de Areas Regionales de Control de Diaphorina citri (ARCOSs), con base
en los principios de prevencion (riesgo) y proteccion (endemicidad) como estrategia
esencial para el manejo del HLB en México.

Ambos enfoques epidemioldgicos, el temporal y el espacial, que se emplearon en esta
investigacion resultaron ser adecuados para la estimacién de las ARCOs por su justificacion
epidemioldgica. EI ET se podria utilizar para escenarios agresivos donde el &rea en riesgo
es mayor; en este caso las estimaciones de ARCOs tanto en la region GOLFO como PAC
resultaron mayores a las de EE, por lo que éste Gltimo podria representar un escenario
moderado.

A nivel nacional con ET se recomienda establecer en ARCOs 337,828 ha y con EE se
sugieren 243,919 ha, lo que representa el 67.5% y 48.7% de la superficie citricola del pais,
respectivamente

La propuesta de ARCOs con la integracion del enfoque temporal y el enfoque espacial
permite priorizar la superficie citricola programada para aplicar medidas de manejo del
HLB, para optimizar los recursos humanos y financieros contemplados para el control del
insecto en areas estratégicas identificadas para reducir la dispersion y carga de inoculo de

CLas bajo las condiciones de México.
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7. CONCLUSIONES GENERALES

La presente investigacion sustenta las bases bioldgicas sobre el uso de la epidemiologia
con enfoque regional y justifica su uso en los problemas fitosanitarios con la finalidad
de obtener un entendimiento integral de los factores involucrados y sus relaciones para
generar propuestas de manejo con una Vvision preventiva y sustentable.

Se demostrd que la region de la Peninsula de Yucatan presenta un proceso epidémico
del HLB con menor intensidad en comparacion a la region del Pacifico, lo cual se
atribuyo a la baja carga de inoculo de CLas en planta y vector, a la baja disponibilidad
de tejido y menor NGP, lo cual redujo los procesos de reinfeccion y el potencial de
dispersion de DC.

En la region Peninsula de Yucatan, se recomienda mantener la eliminacion de plantas
enfermas hasta un umbral econémico deseable, con programas de inspecciones
frecuentes, renovaciéon de plantas e incremento de la densidad de plantacion para
mantener la produccién y sustentabilidad de la actividad citricola en esta region.
Mientras que en la region del Pacifico, la condicion actual de endemicidad y alta
cronicidad indican que la erradicacién es una opcion inviable, por lo que con acciones
de manejo integrado del cultivo existe la posibilidad de mantener la sustentabilidad y
rentabilidad de la actividad citricola.

Se propone el uso de la cronicidad de infeccion de CLas como indicador de la carga de
indculo regional y periodos de infeccion en estudios epidemioldgicos regionales para la
definicién de areas de riesgo y endemicidad del HLB, ya que al ser una variable
cualitativa evaluada directamente en campo, reduce los costos de las pruebas
moleculares para la cuantificacion de CLas y disminuye el tiempo para conocer el
estatus epidemioldgico in situ.

Se demostrd por primare vez la ocurrencia de una condicion epidémica asintomatica en
naranja dulce, lo que sugiere una posible adaptabilidad parasitica hacia una condicion
moderada con un efecto cronico de largo plazo.

La pérdida en produccion inducida por CLas en limon mexicano fue mayor en Colima
con 62.7% en comparacion con Michoacan en donde se encontré 36.7%, lo cual se

asocio a que Colima tiene una infeccion més cronica que Michoacan.
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10.

11.

12.

A nivel regional, se demostro que el manejo agrondémico tiene mayor implicacion en la
pérdida productiva de limén mexicano que la cronicidad de infeccién, pero que éste
tiene que desarrollarse bajo un enfoque de manejo integrado del cultivo como nuevo
sistema productivo, para mantener los niveles productivos y rentabilidad de esta
actividad economica.

Se detectd un nuevo escenario epidémico de CLas bajo una condicion de ausencia de
sintomas caracteristicos del HLB en la region de Puebla y Veracruz, la cual mostré un
proceso de dispersion de baja intensidad en comparacién con la dispersion de CLas
sintomético, a pesar de estar presente en un didmetro de 100 km, en la regidn
colindante de Papantla, Martinez de la Torre y Tlapacoyan, Veracruz, y San José
Acateno y Hueytamalco, Puebla.

Las evidencias del analisis de dispersion de CLas asintomatico a nivel regional y
parcelario asocian ésta condicion a una baja concentracion de la bacteria en planta y
vector; baja disponibilidad de tejido por presencia de naranja dulce, la cual tiene menor
desarrollo de brotes vegetativos que otras especies citricas como las limas; y baja
poblacién de D. citri, lo cual reduce el potencial de reinfeccion y dispersion parcelaria
y regional de CLas asintomatico.

La informacion obtenida del escenario epidémico de ClLas asintomatico, tiene gran
potencial de uso en un contexto de estrategia regional y nacional de muestreo y
delimitacién de focos de dispersion activa para efectuar acciones de erradicacion de
arboles asintomaticos (indculo primario) y control del vector (in6culo secundario).

En Paraguay, la condicion epidémica del HLB es de baja intensidad, ya que solo se
encontrd en siete de 22 huertos evaluados, con incidencia del 29.2% vy severidad del
12%, lo cual sugiere focos iniciales de infeccion de la bacteria sobre los cuales se
podrian aplicar medidas de mitigacion.

Se comprobo que la erradicacion tiene un efecto en la reduccion de la dispersion del
HLB; y que el patrén espacial es agregado y con efecto de borde en la fase inicial de la
epidemia, por lo que se recomienda mantener las acciones de erradicacion con como
base del manejo del HLB y control regional del vector para optimizar recursos
humanos y econdémicos en un contexto de emergencia nacional para evitar la dispersion

del HLB en Paraguay.
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13.

14.

La informacion epidemiologica del HLB en un marco de estrategia preventiva y para
su manejo permite el desarrollo y transferencia de tecnologias y métodos para el apoyo
en el manejo de esta enfermedad. Un ejemplo de esto es la metodologia para el
establecimiento de las Areas Regionales de Control de Diaphorina citri (ARCOs), la
cual se generd con criterios bioldgicos y epidemioldgicos con enfoque regional, con
base en los principios de prevencién (riesgo) y proteccion (endemicidad), como
estrategia esencial para el manejo del HLB en Meéxico, la cual optimiza los recursos
humanos y financieros contemplados para el control del insecto en areas estratégicas
identificadas para reducir la dispersién y carga de in6culo de CLas bajo las condiciones
de México.

Otro producto generado a través de la aplicacion de la informacion epidemioldgica del
HLB como distribucion espacial, cronicidad, impactos productivos, y estudios de
nutricién; lo constituye el Sistema Regional para el Manejo Integrado del HLB
(SIREMI-HLB) en Colima, el cual es una herramienta en plataforma WEB para
coadyuvar al manejo del HLB a nivel regional, que por su naturaleza dinamica y
expedita genera recomendaciones de manejo agronémico bajo las condiciones

epidémico-productivas indicadas por los productores.
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ANEXOS.

1. Transectos definidos para evaluacion de la delimitacion del HLB en la regién
citricola de San José Acateno, Puebla
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Anexo 2. Mapas geosestadisticos de los focos de infeccion por fecha de muestreo
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2.2. Mapas Foco 2
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2.3. Mapas Foco 3
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2.5. Mapas Foco 5
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2.6. Mapas Foco 6
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Anexo 3. Protocolos de Laboratorio

3.1. Protocolo CTAB para extraccion de DNA/RNA total de tejido vegetal

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Depositar en un tubo de 2ml 0.1 gramos de tejido vegetal. Es importante mantener
la muestra a 4°C.

Colocar dos balines de 3/16 dentro del tubo. Agregar 600 uL de buffer salino.

Ajustar el macerador de tejido a 25 f/s (frecuencias por segundo) por un tiempo de 3
minutos.

Transcurrido el tiempo, centrifugar a 13 000 rpm por 5 minutos a 4°C.
Descartar el sobrante y retirar los balines de la muestra.

Posteriormente, agregar 600uL de CTAB al 2% y 3uL de beta-mercaptoetanol. Dar
vortex la muestra por 10 segundos e incubar a 55°C por un lapso de 30 minutos.

Agregar 400uL de Fenol: Cloroformo: Alcohol isoamilico 25:24:1 y mezclar en
vortex por 10 segundos.

Centrifugar la muestra por 10 minutos a 14 000 rpm.

Colectar 500uL de la fase acuosa en un tubo nuevo. Evitar que se mezclen las fases,
por lo que se recomienda extraer la fase acuosa en volumenes de 100uL. Desechar
la fase solida.

Agregar 50pl de acetato y 500ul de isopropanol e incubar por 10 minutos a -20°C.
(Puede quedarse precipitando toda la noche).

Consecutivamente centrifugar por 10 minutos a 14 000 rpm a 4°C y descartar el
sobrenadante cuidadosamente para no perder la pastilla que se formo.

Adicionar 1000pl de etanol al 70% y despegar la pastilla. Centrifugar un minuto a
14 000 rpm a 4°C.

Secar la muestra a temperatura ambiente de tal modo que se evaporen los residuos
de etanol dentro del tubo, por un lapso aproximado es de 20 minutos.

Resuspender la pastillas en 50l de agua libre de RNAsas.
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3.2. Protocolo de extraccién de ADN de insectos

1.

N o g bk~ DN

[0

10.

Transferir 10 insectos en un tubo de 1.5 ml estériles, agregar 400ul de PBS 1X pH
7.2, (fosfato de potasio 50mM, NaCl 150 Mm) y macerar. Centrifugar unos
segundos.

. Adicionar 350 ul de Buffer Lysis Wizard® SV y de vortex unos segundos.

Centrifugar a 8 min a 12000 rpm.

Preparar la columna y etiquetar tubos de recoleccién

Pasar el sobrenadante a la columna (650 ul).

Centrifugar 1 min a 8000 rpm. Desechar el sobrenadante.

Agregar 650 ul de la solucién de lavado (Wash Solution, CWA; with 95% etanol

added). Centrifugar a 1 min a 8000 rpm. Desechar el sobrenadante.

. Repetir el paso 7.

. Agregar 300 ul de la solucion de lavado. Centrifugar 2 min a 14000 rpm. Retirar

cuidadosamente la columna para evitar que ésta entre en contacto con el precipitado.
Pasarla a un tubo nuevo etiquetado.

Agregar en el centro de la columna 35 ul de agua libre de nucleasas (Nuclease-Free

Water), incubar 5 min a temperatura ambiente y centrifugar 1 min a 8000 rpm.

11. Repetir el paso 10.

12. Desechar la columa y almacenar el ADN en hielo y /o a 4° C para su uso inmediato

en PCR o bien almacenar a -20° C para su uso posterior.
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3.3. Protocolo de PCR Tiempo Real tipo Cuantitativo (CLas)

1. Desinfectar la campana de qPCR con RNASE-away, hipoclorito de sodio 1.5%, etanol
70% y someter material de ensayo (Micropipetas, rack de Tubos de PCR, Rack para
placas, puntas, apresor de tubos, etc.) a luz ultravioleta durante 25 minutos previos a la
preparacion de mix. Importante NO introducir ADN a la campana

2. Descongelar los reactivos sobre hielo o en el refrigerador de 4°C (colocando los
reactivos dentro de una gradilla o caja de preferencia para uso exclusivo)

La preparacion de la sonda y los primers se debe de realizar dentro de la campana
de gPCR con el fin de evitar contaminaciones.

a) Sonda: Tomar 10ul de stock de sonda y adicionar 990ul de H,O libre de
nucleasas, colocarlos en un tubo de 1.5 ml cubierto con papel aluminio (para evitar
el contacto de la luz y se degrade la sonda). Mezclar por pipeteo y marcar en la tapa
0 un costado como SONDA ------ con un marcador indeleble.

b) Primers: Tomar 20ul de stock del primer Forward (HLB as) y adicionar 980ul de
H,O para libre de nucleasas, colocar en un tubo de 1.5 ml, mezclar por pipeteo.
etiquetar en la tapa o a un costado con el nombre del primers. repetir el
procedimiento con el primer Reverse.

3. Calcular la cantidad de reactivos necesarios en base al nimero de muestras a
procesar; no olvidar contemplar las 12 reacciones extra necesarias para la curva
estandar y 4 mas empleadas en los controles positivos que se deben de agregar en cada
corrida. Ej para una placa de 48 (dos controles negativos y dos controles positivos
requeridos en el ensayo, 32 muestras problemay 12 reacciones requeridas para las dos
repeticiones de cada punto de la curva estandar).

Reactivo 1x 49x
Bio-Rad 10 pL 490
Universal

Master Mix

HLBas 2.5uL 1225
HLBp 25uL 1225
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Sonda 4 uL 196
Total 19uL 931

ADN 1L

4. Para ensayos de PCR cuantitativo se deberan preparar 5 diluciones seriadas 1:10 para
utilizarse como puntos de referencia en la curva estandar: Tomar muestra inicial (clona
con concentracion 0.005ng/ul determinada de inserto de CLas con 1109500 copias/ulL.)
obteniendo 6 puntos de referencia para la curva estandar

Dilucion Concentracion (copias /ul)
- DO (0.005 ng/ul) 1109500

D1 110950

D2 11095

D3 1109.5

D4 110.95

D5 11.95

5. Preparar la mezcla de reaccion en tubos de 1.5mL cubiertos con papel aluminio para
evitar contacto de la sonda a la luz. Asegurarse de mezclar adecuadamente la solucion,
pipeteando consecutivamente hasta que se homogenice. El orden de preparacion es el
siguiente:

i. Bio-Rad Universal SuperMix
ii. HLBp
iii. HLBas
iv. Sonda
4. Una vez preparada la reaccion, dejarla reposar en hielo mientras se acomoda la placa
de 48 pozos (AppliedBiosystems) teniendo cuidado de NO tocar el fondo de los tubos

o la placa, ya que puede afectar la lectura emitida por el termociclador.

5. Repartir 19uL de la mezcla de reaccion en cada pozo, asegurandose de que la misma
llegue al fondo del tubo. Una vez completado, verificar que no haya burbujas de aire
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en el fondo, en evento que hubiese dar un ligero golpe al borde del rack para que las
mismas disipen.

6. Agregar 1uL de muestra de ADN del pozo A3-E2 (dos primeros pozos son controles
negativos) y los pozos E3-E4 los controles positivos.

1 2 3 4 il 6 7 8

[Jhce”  Ceces  [eee  [ae | [Jae o ([ae | [ae [ ae

# |Cr: Undste. CT Undste. 3.89E4 139.18 1.08E5 143.82 61.24 4 61E5

I Ha U aLe | e U] aLa ) He U] aLa ) e U aa

B |2.35E5 270.23 8.85E3 148.27 1.56E5 163.65 133.38 1046

1] Hie U aLe ) He U] aLa ) He

C |55.41 166.03 28415 336.49 170.5

U] aLa ) e U aa
336.82 63.11 1241
I Ha U aLe ) He U] aLa ) He U] aLa ) e U aa

D |6.27E4 406.33 226.95 226.07 953 363.33 16513 224.32

o HB m e E_HL;; m-““’ [ue  [Ewe [Fue [aes
E |402.09 212.63 1.88E4 1.BE4 1.11E8 1.11E8 1.11E6 1.11E8

r ___r __F _ FeARS  AeARGE AeA9 08 Peod AR
[Jue [Jwe [we [Elwe [Hwe  Elwe Elwe Elwe

F|111E4 1.11E4 1.11E2 1.11E3 110.95 110.95 1.1 111

Fe A7 08 A ATAd e AR A0 A AR TL ArA94E Pe 90 8T AeATA8 e lledeie

Wells: m 34 Unknown D 12 Standard D 2 Negative Control 0 Empty

7. Agregar 1uL de las diluciones D0-D5 con su respectiva repeticion, las cuales ocupan
del pozos E5-F8 (El orden de las diluciones debe ser de manera descendiente, por lo
que la dilucion de menor concentracion siempre debera ser la ultima, al igual, es
imperativo que se respete el orden de factor y las repeticiones sean adyacentes)

8. Cubrir las muestras utilizando tiras de tapas (FastOptical AppliedBiosystems)
teniendo nuevamente cuidado de no tocar las tapas directamente ajustar la tapa
utilizando los apresores, para evitar contaminacion. evitar movimientos bruscos para
no salpicar la tapa

9. Programa de termociclaje para CLas

Run Method

-

59.0°C

100% 9035

Step 1 Step 1 Step 2 Step 1 w
< >

Legend
Data Collection On Data Collection Off A AutoDelta On A AutoDelta Off

10.- Seleccionar la opcién de Star run. Automaticamente aparecera la opcién de donde
desea guardar el ensayo y una vez completado iniciara la corrida.
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Experiment: HLBL : Standard

5
Plot Settings
Target Al v|  PlotColor Defaul v
Save current settings as the default
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11.- Andlisis de resultado
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Anexo 4. Sistema Regional de Manejo Integrado del HLB (SIREMI-HLB) en Colima
4.1. INTRODUCCION

El Huanglongbing (HLB) es la mayor amenaza de los citricos en cuanto productividad,
comercializacion y manejo a nivel mundial (Bové, 2006; Bassanezi et al., 2011; Flores-
Sanchez et al., 2015; Robles-Gonzélez et al., 2013). En México, el HLB se asocia a la
bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) la cual se detectd por primera vez en
Julio de 2009 en Tizimin, Yucatan (SENASICA, 2015). En abril de 2010, se realizd la
primera deteccion de esta enfermedad en Tecoman, Colima con evidencias de su presencia
desde varios meses atras y en diciembre del mismo afio se reportd presente en todos los
municipios del estado (SENASICA, 2015). Actualmente, se reportan incidencias del 100%
en el estado con severidades variables desde 25 a 100% (SENASICA, 2015).

Esta bacteria se transmite por Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Lyviidae) (Bove,
2006). En México la mayor severidad de sintomas fisiol6gicos e histoldgicos se presenta en
limén mexicano (Citrus aurantifolia) y limon persa (Citrus latifolia), en comparacion con
naranja dulce (Citrus sinensis) (Esquivel-Chavez et al., 2012). Los sintomas en hojas de
citricos agrios incluyen puntos cloréticos, manchas angulares, acorchamiento vy
engrosamiento de nervaduras, moteado y clorosis difusa hasta el amarillamiento
generalizado en la ldmina foliar y defoliacion. Histolégicamente hay un incremento de
almidoén en el mesoéfilo de limén mexicano y persa. En naranja dulce se concentra en el
parénquima de empalizada. En todos los casos se presenta hiperplasia, lo que ocasiona un
colapso de floema (Esquivel-Chavez et al., 2012).

Esta enfermedad carece de un método de control directo y actualmente se carece de
variedades tolerantes (Xu et al., 2013); actualmente, existen estudios en fase inicial, sobre
materiales que presentan tolerancia o que prolongan la vida productiva de huertas citricolas
(Stuchi et al., 2013; Nguyen et al.,, 2013) y sobre agentes inductores de resistencia
sistémica adquirida que reducen la dispersion y contagio entre plantas (Bagio et al., 2014).
Investigaciones recientes en Brasil, EUA, China, Africa y México, indican que la estrategia
que presenta mayor eficiencia en el manejo del HLB es el enfoque de control regional de
DC, por su efecto en la dispersién de ino6culo secundario y reduccion en costos de
aplicacion, en complemento a la erradicacion de fuentes de indculo y al uso de material

vegetal certificado (Bassanezi et al., 2013); sin embargo, en regiones citricolas donde estas
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acciones no fueron implementadas con pertinencia y el escenario epidémico del HLB es
endémico, es decir, que esta enfermedad tiene amplia distribucion en la region; la
erradicacion es una opcion inviable (Belasque et al., 2009). En estas regiones como el
Pacifico Mexicano, con énfasis en Colima y Michoacén, se requiere la adicion de una
nueva estrategia con enfoque de manejo integrado del cultivo, la cual puede tener como
base la nutricién, frecuencia de riego, altas densidades de plantacién, renovacion frecuente
de plantaciones y control regional de DC mediante productos quimicos y biologicos
(Bassanezi et al., 2014a; Spann et al., 2011; Xia et al., 2011; Ahmad et al., 2011,
Sandoval-Reyes et al., 2013; Lépez-Arroyo et al., 2012; Manzanilla-Ramirez et al., 2012;
Stuchi and Girardi, 2010; Skaria and Hanagriff, 2008). No obstante, la mayoria de estos
métodos se proponen de manera individual, lo cual se considera es restrictivo puesto que el
manejo del HLB requiere un enfoque holistico como lo provee el manejo integrado del
cultivo y lo cual se discute en esta tesis (CAPITULO II1). Por otra parte la transferencia de
estas estrategias al sector productivo adn es una problematica a resolver. Un método para
interactuar con productores o con instancias oficiales para la toma de decision de manejo de
plagas o problemas fitosanitarios es el desarrollo de sistemas web. Un ejemplo de un
sistema exitoso es el Sistema de Vigilancia Epidemioldgica de la Roya del Café en México,
el cual se desarroll6 en ambiente web con un enfoque de gestion y analisis de datos en
forma quasi-real para optimizar la toma de decision con fines de alerta temprana y
prevencion de riesgos de epidemias de esta enfermedad (Mora-Aguilera et al., 2014).

Existen otras plataformas con un enfoque de trazabilidad de las acciones de control regional
de DC, como lo son para Florida las CHMAs (Citrus Health Management Areas) (Rogers et
al., 2011), en Brasil con areas amplias (Bassanezi et al., 2014b) y en México con el
SIMDIA (Sistema de Monitoreo de Diaphorina citri) (SENASICA, 2015); sin embargo,
todos los casos se basan en integrar informacion e insumos para el control regional de DC
con la incorporacion del productor como usuario, pero carecen de un enfoque holistico
sobre el manejo integrado del cultivo basado en las practicas agrondémicas que
anteriormente se mencionaron. Por lo anterior, se plante6 el objetivo de desarrollar un
sistema dindmico con enfoque regional para coadyuvar el manejo integrado del HLB en
Colima, pero con base en el manejo integrado del cultivo y con el productor como eje

integrador y responsable de la accionabilidad de las recomendaciones.
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4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Modelo del SIREMI-HLB

El Sistema Regional para el Manejo Integrado del HLB SIREMI-HLB se desarrollé con el
uso de tecnologias WEB, mediante Hosting para almacenamiento de datos configurados
con Linux/Apache, MySQL como gestor de bases de datos y PHP, HTML y CSS como
lenguajes de programacion. La plataforma integré tres componentes de gestion de
informacion: 1) investigacién generada en instituciones como el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) y Colegio de Postgraduados
(COLPOS) con enfoque multidisciplinario; 2) Paquetes tecnoldgicos generados en
programas de INIFAP in situ; y 3) cocimiento empirico del sector productivo. La
integracion de estos componentes tuvo como salida la propuesta de manejo agronémico

bajo las condiciones de los huertos (Figura 1).
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4.2.2. Gestion de Datos

El SIREMI-HLB emplea resultados de lineas de investigacion generadas por el INIFAP y
COLPOQS, entre otras, durante el periodo 2012-2014, tales como: estatus epidémico del
HLB en Colima, estudios de cronicidad de infeccién en relacion al impacto productivo
inducido por CLas, paquetes tecnoldgicos en desarrollo, analisis correlativos entre
severidad del HLB, niveles nutricionales, fluctuacion poblacional de Diaphorina citri
(DC), datos oficiales de deteccion y de manejo del HLB mediante la estrategia nacional
ARCOs.

4.2.3. Cronicidad de infeccion regional de CLas

El modelo emplea datos de cronicidad de infeccion regional de Candidatus Liberibacter
asiaticus (CLas) evaluada in situ durante 2012-2014 en 32 huertos de limén mexicano de
los municipios citricolas de Tecoman y Armeria, Colima.

En cada huerto seleccionado se midi¢ la severidad del HLB en 100 arboles mediante una
escala nominal con clases 0=0, 1=25, 2=50, 3=75 y 4=100, porcentaje de copa con
sintomas de HLB (Figura 2) (Flores-Sanchez et al., 2015) con el fin de estimar cronicidad
de infeccion y frecuencia de arboles por clase de severidad. A partir de esta evaluacion se

determind el porcentaje promedio de cronicidad del huerto.

Figura 2. Escala de severidad de HLB en arboles de limén mexicano empleada para determinar
cronicidad y seleccionar arboles para estimar el impacto productivo inducido por CLas.
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4.2.4. Extrapolacion de la cronicidad regional de CLas

Debido a que el estudio de cronicidad regional de CLas se realizé Gnicamente en 32 huertos
de Tecoman y Armeria, Colima y a que el objetivo del SIREMI-HLB es que cualquier
productor de este estado pueda ingresar al sistema, se desarroll6 un método geo-estadistico
para cuadrantizar todo el territorio de esta entidad y poder asignar un valor de cronicidad a
partir de los datos provenientes de investigacion, complementariamente, el productor tendra
la posibilidad de realizar evaluaciones in situ para corregir la cronicidad de su huerto y
ajustar la recomendacion de manejo agronémico, en caso necesario.

El método de extrapolacion consistié en generar un mapa integrado, en ARCGIS® v10.1,
de: 1) un grid de cuadrantes del estado de Colima de un tamafio de 1x1 km, lo cual se
determind bajo la premisa de que los huertos que los productores registren deben quedar en
cuadrantes diferentes o que un minimo de huertos coincidan en el mismo cuadrante, lo que
permite inducir variabilidad de la cronicidad ademéas de tener una buena visualizacion de
los huertos; y 2) un mapa interpolado de la cronicidad de infeccién de CLas evaluada
durante 2012 a 2014 en 32 huertos de Tecoman y Armeria; ambos insumos se integraron en
una capa estatal, en la cual cada cuadrante (1x1 km) contenia las georreferencias de los
cuatro puntos de unidn y el valor de cronicidad estimado (Figura 3).
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Figura 3. Mapa de la cronicidad regional de infeccion de CLas integrado por: A) Malla de
cuadrantes de 1x1 km y B) Mapa interpolado de la cronicidad de infeccion de CLas en 32 huertos

de Tecoméan y Armeria, Colima.

248



Finalmente, el mapa extrapolado se insertd en la plataforma WEB mediante el uso de la
aplicacion maps de GoogleApps® para generar algoritmos de busqueda y poder registrar y

visualizar los huertos de los productores interesados.
4.2.5. Nivel de tecnificacion de huertos

La clasificacion de los huertos de limon mexicano por su nivel de tecnificacion se realizo a
partir de una encuesta cuantitativa (Anexo 1), aplicada a los productores, en la que se
evaluaron aspectos generales de los huertos (AG); nivel general de nutricion (N); vigor de
arboles (V); control de maleza (CM); control general de plagas y enfermedades (CPE); y
tipo y frecuencia de riego (R); a partir de los cuales se estimd un factor de ponderacion por
inductividad al HLB (FP1), el cual fue la suma de los valores parciales por categoria:

FPI = ¥(AG,N,V,CM, CPE,R) [1]

El nivel de tecnificacion se obtuvo con la regla de decision:

NT = si(FPI < ,"BT" si(FPIS ", "MT", "AT")) [2]

Donde: NT= Nivel de tecnificacion de los huertos; FPI= Factor de ponderacién por

inductividad al HLB; BT= Baja tecnificacion, MT=Moderada tecnificacion y AT= Alta

tecnificacion.

4.2.6. Impactos de CLas en la produccion
En cada huerto se seleccionaron 15 arboles, tres por clase de severidad, de 6 a 10 afios de
edad; en cada arbol se cosechd, se contd y pesé el nimero de frutos totales con madurez de
cosecha. El porcentaje de pérdida por variable se calculé con base en la siguiente ecuacion:
Perd(%)i = 100 — (Pest * 100) /Ptotali [3]

Donde: Perd(%)i: es el porcentaje de péerdida por variable i; Pest: es el valor de la
produccién P de cada variable estimada en arboles enfermos; y Ptotali: es el valor de P de
arboles sanos, para cada variable morfoldgica (peso, didmetro ecuatorial y polar, grosor de
cascara, volumen de jugo) y organoléptica (pH y grados Brix).
Finalmente, el porcentaje de pérdida se transform¢ a toneladas por hectarea (t/ha), con base
en la siguiente ecuacion:

Perd (t/ha) = (((Ptotal * N)/1000) * Perd(%);)/100 [4]
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Donde: Perd (t/ha): es la pérdida en toneladas por hectarea; Ptotal: es la produccion de
arboles sanos en kilogramos; N: es la poblacion de plantas presentes en una hectarea (ha) de
acuerdo con una densidad de plantacion promedio de la regién; 1000: constante para
convertir kilogramos (kg) a toneladas (t); Perd(%)j: es el porcentaje de pérdida por huerto;

100: constante para eliminar porcentaje.

4.2.7. Analisis nutrimental

En cada huerto se analizaron muestras in situ con iondmetros portatiles de la marca
Horiba® para determinar la concentracion de nitratos (NO3), potasio (K) y calcio (Ca),
como indicadores del nivel de nutricién y su detrimento en relacion a la cronicidad de

infeccién de CLas.

4.2.8. Algoritmos empleados

La integracién de esta informacion se realiz6 mediante indicadores y parametros de
modelos correlativos obtenidos mediante analisis exploratorio y estadistico de los datos.
Finalmente en la plataforma web se desarrollaron algoritmos para indicar los procesos y la
toma de decisiones. El insumo final es una recomendacién de manejo del huerto con base

en los datos analizados (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de gestion y andlisis de datos y salidas del modelo interactivo para el manejo
del HLB.
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Los algoritmos se desarrollaron con base en modelos de regresion lineal entre cronicidad y
peso de produccion y contenido de NO3, en relacidn al nivel de manejo agronémico. En el

Cuadro 1 se muestran los parametros por modelo.

Cuadro 1. Parametros de modelos empleados como algoritmos para realizar las estimaciones en la
plataforma ARCOs.

I I

Alto 59.05 -0.03 2189.3 2.79
Moderado Prod_est=a+(b*x) NO3_est=a+(b*x)

72.14 -0.52 2341.3 -3.77
Bajo 74.26 -0.05 1871.1 -34

Con base en los parametros ajustados al modelo de regresion lineal se propusieron los
siguientes algoritmos:

Por_Pérdida= 100-((Prod_est.*100)/18.5) [5]
Donde:
Por_Pérdida: Es la pérdida productiva inducida por el HLB en el huerto consultado.
Prod_est= Es la produccion estimada al utilizar el modelo de regresion entre la cronicidad
y la produccion en kg.

18.5= Es la produccion (t) de limon mexicano obtenida en arboles sanos.

NO3= 3500 - NO3_est [6]
NO3 est: Es la cantidad de NO3 (ppm) recomendada para evitar la pérdida productiva
inducida por el HLB en el huerto consultado.

3500= Es la cantidad de NO3 presente en arboles de limén mexicano sanos.
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSION
Como vya se indico el desarrollo del SIREMI-HLB fue para disponer de una herramienta
electronica para coadyuvar al manejo del HLB con un enfoque regional y en consideracion
del productor como el eje integrador y responsable de la accionabilidad del manejo
recomendado mediante la integracion de insumos cientificos, tecnoldgicos y empiricos.
La vista publica contiene informacion general sobre el HLB como: publicaciones y
capacitaciones en formato de presentacion (PDF), sitios relacionados con el sector oficial,
cientifico, tecnologico del patosistema HLB-Citricos y un directorio de empresas
especializadas en insumos agricolas como agrogquimicos, maquinaria e implementos y
sistemas de riego (Figura 5).
Acceso a la plataforma:
Opcidn 1. Ir al siguiente link: http://infit.org.mx/SIREMI-HLB/
Opcion 2. Entrar a cualquier navegador WWW (Explorer, Chrome, Firefox, etc), escribir

en la barra de direcciones http://infit.org.mx/SIREMI-HLB/ y dar Enter.

j [} SIREMI-HLB x w8 e e e o — &) ol O s
€ = € [ infitorgmy/SIREMI-HLE/ Tagls
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Flgura 5. Vlsta publlca de plataforma SIREMI-HLB (http:/infit.org.mx/SIREMI-HLB/). Menu
amigable para uso de productores.
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En el area privada se desarrollo para los productores, los cuales constituyen el eje
integrador de los procesos de esta plataforma debido a que son ellos los que deciden el
realizar o no la recomendacion de manejo que el sistema emite; y con los cuales se
interactla directamente sobre aspectos agrondémicos del cultivo y manejo del HLB. El
productor requiere registrarse, sélo en la primera ocasion, en la plataforma para ingresar al
area privada con la asignacion de un nombre de usuario y contrasefia, el cual se solicita al

dar click en el icono productor (Figura 6).

oo |
) ©
. fﬁg
Productor

8 6 Entrar

Figura 6. Registro de usuario a nivel privado en la plataforma SIREMI-HLB, dirigido
principalmente a productores.

La vista principal del area privada muestra un mapa del estado de Colima con la ubicacion
de los huertos citricolas de limén mexicano distribuidos en los 10 municipios de la entidad
(Figura 7), lo cual permite que el productor visualice un escenario conocido y permita
mantener interés en el sistema al identificarse con su regién y con la problematica citricola
que existe en ella.

Adicionalmente, en la vista privada se incluyé un menlt amigable con el usuario con
componentes que coadyuvan a la recomendacion de manejo emitida al final de un registro y
navegacion, tales como: manejo agrondémico, analisis de la cadena productiva con
informacion del comportamiento del mercado nacional e internacional, informacion sobre
el desarrollo y eficiencia de la estrategia de Areas Regionales de Control de DC (ARCOs),
datos de la fluctuacion de DC, datos de clima y un area de correo electronico (Figura 7), la
cual tiene como fin la interaccion expedita de los productores con investigadores de
instituciones publicas y privadas con expertiz en el manejo del HLB y con el sector oficial
para el planteamiento de dudas y propuestas de mejoria de las estrategias oficiales sobre el

manejo de esta enfermedad.
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Figura 7. Vista principal del area privada, la cual tiene un mend amigable con el productor
con componentes como: cadena productiva, Areas Regionales de Control de DC (ARCOs),

datos de DC, datos de clima y un area de correo electrdnico.

La opcion de manejo agronomico se integrd con la encuesta sobre el nivel de tecnificacion
de los huertos, previamente descrita en la seccion de materiales y métodos de este estudio,
pero con un desarrollo en ambiente WEB (Figura 8), lo cual permite que el productor
genere una base de datos integrada y que el sistema emita un nivel de tecnificacion del

huerto y un nivel de cronicidad de infeccion de CLas.
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Figura 8. Vistas de la encuesta sobre el nivel de tecnificacion clasificada por: datos

generales, riego, nutricion, manejo fitosanitario y manejo de HLB.

La salida de este componente es: A) la ubicacion del huerto registrado por el productor en
el mapa del estado de Colima, B) el nivel de cronicidad de infeccion de CLas, el cual se
asocia por cercania a los huertos evaluados en el estudio in situ de la cronicidad regional; y
C) el nivel de tecnificacion del huerto con base en las categorias alta tecnificacion (AT),

moderada tecnificacion (MT) y baja tecnificacion (BT) (Figura 9).
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Figura 9. Vista de: A) la ubicacion del huerto registrado por el productor en el mapa del estado de
Colima, B) el nivel de cronicidad de infeccion de CLas, el cual se asocia por cercania a los huertos
evaluados en el estudio in situ de la cronicidad regional; y C) el nivel de tecnificacion del huerto.

A partir de los datos de cronicidad y nivel de tecnificacion de los huertos se muestra el
nivel de pérdida productiva que presentaria su huerto; sin embargo, para evitarlo o reducirlo
se emite una recomendacion de manejo agrondmico considerando un paquete de manejo

agrondmico integral, el cual se basard en paquetes tecnoldgicos desarrollados por
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investigadores a nivel nacional e internacional (Manzanilla-Ramirez et al., 2012; Xia et al.,
2011; Stansly et al., 2014) quienes sefialan que niveles adecuados de nutricion, frecuencia
de riego, altas densidades de plantacion, renovacion frecuente de plantaciones y control
regional de DC mediante productos quimicos y bioldgicos el control regional de DC,
reducirian los impactos productivos de CLas y se podria mantener la rentabilidad de la
actividad citricola.

Adicionalmente, el productor podra realizar evaluaciones de campo in situ de la cronicidad
del HLB, las cuales podra cargar al sistema por medio del usuario que registro, para
actualizar la recomendacion de manejo. Esta caracteristica de retroalimentacion permite
que SIREMI-HLB sea un sistema dindmico y adaptativo y concebido para un desarrollo en
etapas, el cual ya fue planteado como modelo conceptual para la generacion de sistemas
analiticos WEB aplicados a la vigilancia epidemioldgica fitosanitaria (Guzman-Hernandez
et al., 2015). Este sistema también confiere otras ventajas como el generar un padron
citricola actualizado, ya que los registros de los productores se complementan con
informacién relacionada con las caracteristicas del huerto como: superficie del huerto,
especie, edad, si el productor es propietario o renta el terreno, o si tiene mas de un huerto en
produccion.

Sin embargo, actualmente estos componentes se encuentran en desarrollo y requieren la
complementacion con insumos generados en otras lineas de investigacion; un ejemplo de
ello es el Sistema de Vigilancia Epidemiolégica de la Roya del Café en México, el cual fue
generado en ambiente WEB con un enfoque de gestién y anélisis de datos en forma quasi-
real para optimizar la toma de decision con fines de alerta temprana y prevencién de
riesgos de epidemias de esta enfermedad (Mora-Aguilera et al., 2014). Entre las ventajas de
este sistema es que es integrativo, es decir, que otros componentes pueden adicionarse en
funcidn de los insumos disponibles; lo cual es deseable y en SIREMI-HLB seria de utilidad
en los componentes como: ARCOs, poblacion de D. citri, datos climaticos con el fin de
generar algoritmos de prondstico de riesgos para coadyuvar a la definicién de épocas de
aplicacion para el control regional en las ARCOs o pronostico de focos a nivel de huertos
para control local en complemento a la escala regional.

Existen otras plataformas con un enfoque de base de datos con la integracion de

informacién técnica y cientifica generada a nivel mundial, como lo es la de la Universidad
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de Florida, la cual es de gran pertinencia a nivel de gestores, analiticos e investigadores,
pero no de productores y técnicos locales; Otro tipo de plataforma lo constituyen las
generadas para llevar trazabilidad de las acciones de control regional de DC, como lo son
para Florida las CHMAs (Citrus Health Management Areas) (Rogers et al., 2011), en Brasil
con areas amplias (Bassanezi et al., 2014b) y en México con el SIMDIA (Sistema de
Monitoreo de Diaphorina citri) (SENASICA, 2015); sin embargo, todos los casos se basan
en integrar informacion e insumos para el control regional de DC con la incorporacion del
productor como usuario, pero carecen de un enfoque holistico sobre el manejo integrado del
cultivo basado en nutricion, riego, densidades adecuadas de plantacion, control de DC, etc.,
lo cual se intenta realizar con esta propuesta SIREMI-HLB, adicionalmente otro objetivo de
este sistema es adicionar plagas de caracter cuarentenario como la Clorosis Variegada de
los Citricos (CVC), mancha negra (Guignardia citricarpa), entre otras con fines de

prevencion y sustentabilidad de la citricultura de Colima y México.
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4.4. CONCLUSIONES

El Sistema Regional para el Manejo Integrado del HLB (SIREMI-HLB) en Colima
constituye la primera propuesta de plataforma WEB para coadyuvar al manejo del HLB a
nivel regional, bajo un enfoque holistico de manejo integrado del cultivo, por lo que su
disefio se baja en el HLB como estudio de caso, pero con una visién de desarrollo por
etapas para permitir la adicion de otras plagas de caracter cuarentenario de los citricos, asi
como insumos y elementos que mejoren la interaccion con los usuarios.

El SIREMI-HLB intenta ser una herramienta util, por su naturaleza dindmica y expedita en
la recomendacién de manejo agronémico bajo las condiciones indicadas por los
productores. Sin embargo, aln requiere seguir trabajando varios elementos en ese enfoque
de mejoras y adiciones en etapas.

En complemento el SIREMI-HLB genera un padrén citricola actualizado, el cual es de gran
utilidad en estudios de analisis de la cadena productiva limon mexicano y podria emplearse

como metodologia para su uso en otros patosistemas.

260



45. REFERENCIAS

Ahmad, K., Sijam, K., Hashim, H., Rosli, Z., and Abdu, A. 2011. Field assessment of
calcium, copper and zinc ions on plant recovery and disease severity following
infection of Huanglongbing (HLB) disease. African Journal of Microbiology Research
5(28): 4967-4979.

Baggio, T. Z., Barreto, T. P., Canteri, M. G., LeiteJunior, R. P. 2014. Resisténcia
sistémica adquirida em citros para controle de Huanglongbing. In: 47° Congreso
Brasileiro de Fitopatologia. 6_2. Del 17 al 22 de Agosto de 2014. Londrina, Parana.
Brasil.

Bassanezi, R. B., Montesino. L. H., Matos, D., Quaggio, J. A., Boaretto, R. M., and
Bové, J. M. 2014a. Three years of nutritional management on Huanglongbing
epidemics and crop loss in sweet orange grove. In: 47° Congreso Brasileiro de
Fitopatologia. 494 1. Del 17 al 22 de Agosto de 2014. Londrina, Parana. Brasil.
Bassanezi, R. B., Miranda, M. P. and Santos, F. L. 2014b. Alerta Fitossanitario-
Diaphorina citri: Ferramenta de apoio ao manejo regional do Huanglongbing dos
citros. In: 47° Congresso Brasileiro de Fitopatologia. 17 al 22 de agosto. Londrina,
Parand, Brasil.

Bassanezi, R. B., Montesino. L. H., Gimenes-Fernandes, N., Yamamoto. P. T,
Gottwald, T. R., Amorim, L., Bergamin, Filho. A. 2013. Efficacy of area-wide
inoculum reduction and vector control on temporal progress of huanglongbing in
young sweet orange plantings. Plant Disease 97: 789-796.

Bassanezi, R. B., Montesino, L. H., Godoy, G. M. C., Filho, A. B., Amorin, L. 2011.
Yield loss caused by huanglongbing in different sweet orange cultivars in Sao Paulo,
Brazil. European Journal of Plant Pathology 130(4): 577-586.

Belasque, J. J., Filho, B. A., Bassanezi, B. R., Barbosa, J. C., Fernandes G. N.,
Yamamoto, T. P., Lopes, A. S., Machado, M. A., Pereira Leite, J. R., Ayres, J. A., and
Massari, C. A. 2009. Base cientifica para a erradicacdo de plantas sintomaéticas e
assintomaticas de Huanglongbing (HLB, Greening) visando o controle efetivo da
doenca. Tropical Plant Pathology. 34(3): 137-145.

261



10.

11.

12.

13.

14.

Bove, M. J. 2006. Huanglongbing: a destructive, newly-emerging, century-old disease
of citrus. Journal of Plant Pathology, 88: 7-37.

Esquivel-Chavez, F., Valdovinos-Ponce, G., Mora-Aguilera, G., Gomez-Jaimes, R.,
Veldzquez-Monreal, J. J., Manzanilla-Ramirez, M. A., Flores-Sanchez, J. L. y Lopez-
Arroyo, J. I. 2012. Andlisis Histoldgico Foliar de Citricos Agrios y Naranja Dulce con
Sintomas Ocasionados por Candidatus Liberibacter asiaticus. Agrociencia 46(8): 769-
782.

Flores-Sanchez, J. L., Mora-Aguilera, G., Loeza-Kuk, E., Dominguez-Monge, S.,
Acevedo-Sanchez, G., Lopez-Arroyo, J. I. y Robles-Garcia, P. 2015. Pérdidas en
Produccién inducidas por Candidatus Liberibacter asiaticus en Limdn Persa, en
Yucatan México. Revista Mexicana de Fitopatologia 33: 195-210.

Guzman-Hernandez, E., Mora-Aguilera, G., Acevedo-Sanchez, G., Gonzalez-Gémez,
R. y Lépez-Buenfil, A. 2015. Modelo Conceptual y Metodoldgico para el Desarrollo
de Sistemas Analiticos WEB Aplicados a la Vigilancia Epidemioldgica Fitosanitaria.
Revista Mexicana de Fitopatologia (Suplemento) 34.

Lopez-Arroyo, J. 1., Diaz-Martinez, S., Torres-Acosta, R. I., Reyes-Rosas, M. A. y
Loera-Gallardo, J. 2012. Nuevos registros de depredadores del psilido asiatico de los
citricos, Diaphorina citri Kuwayama, en el Noreste de México. En Memorias del 3°
Simposio Nacional sobre investigacion para el manejo del Psilido Asiatico de los
Citricos y el Huanglongbing. p: 287. 9-11, Diciembre. Veracruz, México.
Manzanilla-Ramirez, M. A., Robles-Gonzalez, M. M., Velazquez-Monreal, J. J.,
Orozco-Santos, M. y Carrillo-Medrano, S. H. 2012. Experiencias y perspectivas del
Huanglongbing en Limén Mexicano. In Memorias del 3° Simposio Nacional sobre
investigacion para el manejo del Psilido Asiatico de los Citricos y el Huanglongbing. p:
406-414. 9-11, Diciembre. Veracruz, México.

Mora-Aguilera, G., Acevedo, G., Flores, J., Dominguez, S., Coria, J., Hernandez, A.,
Gonzélez, R., Lépez, A., Sanchez, H., Feria, J., Trujillo, J., Lopez, E., Méndez, A.,
Matuz, J. and Martinez, M. 2014. Epidemiological Surveillance System for Coffee
Rust Disease (Hemileia vastatrix) in Mexico: a Regional Approach. In: The 25"
International Conference on Coffee Science. 42-47 pp. September 8-14. Armenia,

Colombia.

262



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Nguyen, V. H., Tran, M. H., Nguyen, T. B., Bui, N. L., and Nguyen, M. C. 2013.
Results on attempts in management of HLB under small scale in Vietnam and initiation
in screening for HLB tolerant from varieties/clones belonging to Rutaceae. IRCHLB
I11 Proceedings. P 10.13.

Robles-Gonzélez, M. M., Veldzquez-Monreal. J. J., Manzanilla-Ramirez. M. A,
Orozco-Sanchez. M., Medina-Urrutia. V. M., Lopez-Arroyo, J. I. y Flores-Virgen, R.
2013. Sintomas del huanglongbing (HLB) en limén mexicano (Citrus aurantifolia) y
su dispersion en el estado de Colima, México. Revista Chapingo Serie Horticultura
19(1): 15-31.

Rogers, M. E., P. A. Stansly and L. L. Stelinski. 2011. Citrus Health Management
Areas (CHMA's): Developing a Psyllid Management Plan. University of Florida, IFAS

Extension, Gainesville, FL. http://www.crec.ifas.ufl.edu/chma/

Sandoval-Reyes, F., Arriaga-Gaona, M. L., Hernandez-Limon, L., Hernandez-Romero,
I. Guzman-Gonzélez, F. 1. 2013. Actividad bioldgica en campo del extracto etandlico
de Melia azedarach, Psidium guajava, Datura stramonium, Piper auritum vy
Azadirachta indica a juss sobre la Diaphorina citri. Revista Latinoamericana de
Recursos Naturales 9: 22-29.

Skaria, M. and Hanagriff, R. D. 2008. Micro-budded, High Density Citrus Planting: Is
There an Opportunity for HLB Control and Financial Returns?. IRCHLB Proceedings.
P 365-368.

Spann, T. M., Schumann A.W., Rouse B., Ebel B. 2011. Foliar nutrition for HLB.
Citrus Industry. June. P. 6-10.

Stansly, P. A., Arevalo, H. A., Qureshi, J. A., Jones, M. M., Hendricks, K., Roberts, P.
D. and Roka, F. M. 2014. Vector control and foliar nutrition to maintain economic
sustainability of bearing citrus in Florida groves affected by Huanglongbing. Pest
Management Science 70: 415-426.

SENASICA. 2015. Acciones contra el Huanglongbing y su vector en México. Informe
Diciembre, 2015. Revisado en web el 27 de diciembre 2015.
http://www.senasica.gob.mx/?doc=26771

Stuchi, E. S., Reiff, E. T., Sempionato, O. R., Parolin, L. G., and Toledo, D. A. 2013.

Evidence that ‘flying dragon’ trifoliate orange delays HLB symptom expression for

263


http://www.crec.ifas.ufl.edu/chma/
http://www.senasica.gob.mx/?doc=26771

24.

25.

26.

four sweet orange cultivars, Tahiti lime and Okitsu mandarin. IRCHLB Il
Proceedings. P 10.18.

Stuchi, E. S and Girardi, E. A. 2010. Use of horticultural practices in citriculture to
survive Huanglongbing. Documentos, 189/Embrapa Cassava & Fruits, ISSN 1809-
4996.

Xia, Y., Ouyang, G., Sequeira, R. A., Takeuchi, Y., Baez, I., and Chen, J. 2011. A
review of Huanglongbing (Citrus Greening) management in citrus using nutritional
approaches in China. Plant Health Progress doi:10.1094/PHP-2010-1003-01-RV.

Xu, M., Liang, M., Chen, J.. Xia, Y., Zheng, Z., Zhu, Q., and Deng, X. 2011.
Preliminary research on soil conditioner mediated citrus Huanglongbing mitigation in
the field in Guangdong, China. European Journal of Planth Pathology doi:
10.1007/s10658-013-0238-z.

264



	PORTADA
	HOJA DE FIRMAS
	RESUMEN
	ABSTRACT
	AGRADECIMIENTOS
	DEDICATORIA
	CONTENIDO
	LISTA DE CUADROS
	LISTA DE FIGURAS
	CAPÍTULO I
	1. INTRODUCCIÓN GENERAL
	2. REVISIÓN DE LITERATURA
	2.1. Importancia de la citricultura
	2.2. Antecedentes del Huanglongbing de los Cítricos
	2.3. Distribución mundial del HLB
	2.4. Distribución nacional del HLB
	2.5. Impactos económicos del HLB
	2.6. Estrategias de manejo del HLB
	2.6.1. Siembra de plantíos sanos
	2.6.2. Detección y erradicación oportuna de plantas con HLB
	2.6.3. Monitoreo del vector
	2.6.4. Control regional de D. citri mediante productos químicos y agentes de control biológico

	2.7. Justificación biológica y epidemiología del enfoque regional
	2.8. Epidemiología del HLB con enfoque clásico parcelario
	2.8.1. Comportamiento temporal parcelario
	2.8.2. Comportamiento espacial parcelario

	2.9. Epidemiología del HLB con enfoque regional
	2.9.1. Comportamiento temporal
	2.9.2. Comportamiento espacial


	3. LITERATURA CITADA

	CAPÍTULO II
	EPIDEMIOLOGÍA COMPARATIVA DE LA INTENSIDAD EPIDÉMICA DEL HUANGLONGBING EN DOS ESCENARIOS REGIONALES DE MÉXICO
	RESUMEN
	1. INTRODUCCIÓN
	2. MATERIALES Y MÉTODOS
	2.1. Selección de sitios de estudio
	2.2. Método de muestreo
	2.3. Variables evaluadas
	2.4. Cuantificación de CLas en planta y vector
	2.5. Análisis de datos

	3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	3.1. Efectos unifactorial del sistema epidemiológico sobre la intensidad epidémica del HLB
	3.2. Análisis temporal del comportamiento del HLB
	3.3. Efecto multifactorial del sistema epidemiológico sobre la intensidad epidémica del HLB

	4. CONCLUSIONES
	5. LITERATURA CITADA


	CAPÍTULO III
	IMPLICACION DEL MANEJO Y CRONICIDAD DE INFECCIÓN EN EL IMPACTO PRODUCTIVO DE Candidatus Liberibacter asiaticus EN LIMÓN MEXICANO
	RESUMEN
	1. INTRODUCCIÓN
	2. MATERIALES Y MÉTODOS
	2.1. Selección de los sitios de estudio
	2.2. Evaluación de variables y cronicidad
	2.3. Diagnóstico y Cuantificación de CLas
	2.4. Análisis de datos

	3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	3.1. Diagnóstico y Cuantificación de CLas
	3.2. Implicación del manejo en el impacto productivo de CLas
	3.3. Efecto de CLas en la calidad de fruta
	3.4. Efecto de la cronicidad regional de CLas

	4. CONCLUSIONES
	5. LITERATURA CITADA


	CAPÍTULO IV
	EPIDEMIOLOGÍA DEL HUANGLONGBING BAJO UNA CONDICIÓN ASINTOMÁTICA EN PUEBLA Y VERACRUZ, MÉXICO
	RESUMEN
	1. INTRODUCCIÓN
	2. MATERIALES Y MÉTODOS
	2.1.  Caracterización regional de CLas asintomático en planta y vector
	2.1.1. Selección de los sitios de estudio
	2.1.2. Sistema de muestreo y colecta de material vegetal e insectos
	2.1.3. Estimación del número de generaciones potenciales (NGP) de D. citri
	2.1.4. Cuantificación de la carga de inóculo regional de CLas
	2.1.5. Análisis de datos

	2.2. Caracterización de focos de infección de CLas asintomático
	2.2.1. Selección del sitio de estudio
	2.2.2. Sistema de muestreo y colecta de material vegetal e insectos
	2.2.3. Diagnóstico molecular de CLas en tejido vegetal
	2.2.4. Análisis de datos


	3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	3.1. Caracterización regional de CLas-asintomático en planta y vector
	3.1.1. Análisis en planta
	3.1.2. Análisis en vector
	3.1.3. Generaciones Potenciales de D. citri

	3.2. Caracterización de focos de infección de CLas asintomático
	3.2.1. Análisis temporal
	3.2.2. Análisis espacial


	4. CONCLUSIONES
	5. REFERENCIAS


	CAPÍTULO V
	ANÁLISIS EPIDEMIOLÓGICO REGIONAL DEL HUANGLONGBING EN PARAGUAY
	RESUMEN
	1. INTRODUCCIÓN
	2. MATERIALES Y MÉTODOS
	2.1. Fase de gabinete
	2.2. Fase de campo
	2.2.1. Muestreo regional
	2.2.2. Muestreo parcelario
	2.2.2.1. Método restrictivo a foco simple

	2.2.3. Método en censo
	2.2.4. Método “T”

	2.3. Variables evaluadas
	2.4. Análisis de datos
	2.4.1. Fase preliminar
	2.4.2. Fase de campo


	3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	3.1. Fase de gabinete
	3.1.1. Análisis temporal
	3.1.2. Análisis espacial

	3.2. Fase de campo
	3.2.1. Análisis regional
	3.2.2. Análisis parcelario


	4. CONCLUSIONES
	5. LITERATURA CITADA


	CAPÍTULO VI
	ÁREAS REGIONALES DE CONTROL DE Diaphorina citri (ARCOs) PARA EL MANEJO DEL HLB EN MÉXICO
	RESUMEN
	1. INTRODUCCIÓN
	2. MATERIALES Y MÉTODOS
	2.1 Regionalización del  HLB en México
	2.2   Enfoque temporal  (ET)
	2.2.1 Análisis de datos
	2.2.2 Representación de las estimaciones generadas

	2.3    Enfoque espacial (EE)
	2.3.1 Método ponderativo de variables de inductividad epidémica del HLB
	2.3.2 Potencial de dispersión del HLB


	3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	3.1.1. Enfoque temporal (ET)
	3.1.2. Enfoque espacial (EE)
	3.1.3. Análisis integrativo del ET y EE

	4. CONCLUSIONES
	5. LITERATURA CITADA


	7. CONCLUSIONES GENERALES
	ANEXOS.
	Anexo 1. Transectos definidos para evaluación de la delimitación del HLB en la región citrícola de San José Acateno, Puebla
	1.1. Transecto 1
	1.2. Transecto 2
	1.3. Transecto 3
	1.4. Transecto 4
	1.5. Transecto 5
	1.6. Transecto 6
	1.7. Transecto 7
	1.8. Georreferencias de sitios preliminares de muestreo

	Anexo 2. Mapas geosestadísticos de los focos de infección por fecha de muestreo
	Anexo 3. Protocolos de Laboratorio
	3.1.  Protocolo CTAB para extracción de DNA/RNA total de tejido vegetal
	3.2.    Protocolo de extracción de ADN de insectos
	3.3.   Protocolo de PCR Tiempo Real tipo Cuantitativo (CLas)

	Anexo 4. Sistema Regional de Manejo Integrado del HLB (SIREMI-HLB) en Colima
	4.1. INTRODUCCIÓN
	4.2.   MATERIALES Y MÉTODOS
	4.2.1. Modelo del SIREMI-HLB
	4.2.2. Gestión de Datos
	4.2.3. Cronicidad de infección regional de CLas
	4.2.4. Extrapolación de la cronicidad regional de CLas
	4.2.5. Nivel de tecnificación de huertos
	4.2.6. Impactos de CLas en la producción
	4.2.7. Análisis nutrimental
	4.2.8. Algoritmos empleados

	4.3.    RESULTADOS Y DISCUSIÓN



