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RESUMEN
EPIDEMIOLOGIA DEL VARIEGADO DEL CHILE (Capsicum annuum L.) EN LA REGION

DE YURECUARO, MICHOACAN.

Moisés Camacho Tapia, MC.
Colegio de Postgraduados, 2010.

En los municipios de Yurécuaro y Vista Hermosa, con el objetivo de determinar el
comportamiento de la epidemia del variegado del chile asociada a Candidatus Liberibacter
solanacearum, se realizd6 un analisis espacio-temporal de dicha epidemia. Para confirmar la
presencia de la bacteria, se colectaron muestras de chile con sintomas de clorosis, deformacion
de hojas, variegado y albinismo, ademas semillas de frutos de plantas en etapa de corte, también
se colectd el insecto vector Bactericera cockerelli Sulc. Se realizé muestreo regional de diez
parcelas de cultivo de chile en la etapa final para comparar la distribucion espacial. Se realizaron
mapas bidimensionales y tridimensionales, ademas se estimaron los indices de agregacion
usando los métodos de Morisita y Lloyd, y se obtuvo el tamafio 6ptimo de cuadrante por el
método de Greig-Smith modificado Campbell y Madden. Para el anélisis temporal, se realizd un
ajuste por R? con los modelos epidemiolégicos para tener un indicador del proceso biolégico del
desarrollo de la epidemia. El indice de agregacion obtenido fue uniforme considerandose un

tamafio optimo del cuadrante de 64, la epidemia se ajusto al modelo logistico.

Palabras clave: Candidatus Liberibacter solanacearum, variegado de chile, epidemia, indice de

agregacion, modelo logistico.



ABSTRACT
EPIDEMIOLOGY OF VARIEGATED PEPPER (Capsicum annuum L.) IN THE REGION OF

YURECUARO, MICHOCAN

Moisés Camacho Tapia, MC.
Colegio de Postgraduados, 2010.

In the Municipalities of Yurécuaro and Vista Hermosa, Michoacéan, the research was conducted
with the objective to determine the behavior of the epidemic of the variegated pepper associated
with Candidatus Liberibacter solanacearum. A spatial- temporal analysis was conducted of the
epidemic, to confirm the presence of the bacteria samples of pepper with symptoms of chlorosis,
leaf deformation, variegation and albinism and seeds of fruits of plants in the harvesting stage
was analyses, also was collected the insect vector Bactericera cockerelli Sulc, A regional sample
of ten plots of pepper in the final stage was conducted to compare the spatial distribution.
Bidimensional and tridimensional maps were made and the indexes of aggregation were
estimated by the methods of Morisita and Lloyd and the optimum size of the quadrant were
obtained using the method of Greig-Smith modified by Campbell and Madden. The temporal
analysis of the epidemiological models was adjusted with R to find an indicator of the biological
process of the development of the epidemic. The aggregation index was uniform considering an

optimal quadrant of 64. The epidemic was adjusted to a logistic model.

Key words: Candidatus Liberibacter solanacearum, variegated pepper, epidemic, index of

aggregation, logistic model.
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. INTRODUCCION

El chile (Capsicum annuum L.) es una de las cinco hortalizas méas importantes a nivel
mundial. Por su gran diversidad de usos el cultivo de chile se ha extendido a todo el territorio
nacional, desde altitudes a nivel del mar hasta los 2500 msnm, el rendimiento del pais en el

afio del 2009 fue de 155, 282 ton (FAOSTAT, 2009).

En el 2009 las exportaciones mexicanas de pimiento fueron de 89, 110 t (SIAP 2010) y la
demanda en el mercado nacional es creciente debido a su alto contenido de vitaminas Ay C, y

de carotenos que son compuestos con propiedades antioxidantes (Nuez et al., 1996).

Los principales estados productores de chile en México, son: Aguascalientes, Puebla, Baja
California Sur, Quintana Roo, Campeche, San Luis Potosi, Chihuahua, Sinaloa, Durango,
Sonora, Guanajuato, Tamaulipas, Hidalgo, Veracruz, Jalisco, Yucatan, Michoacéan, Zacatecas
y Oaxaca. En el 2009, la superficie sembrada de chile verde en Michoacén, fue 446 ha

obteniéndose un rendimiento de 11,689 t de esa superficie (SIAP, 2010).

Entre las enfermedades que afectan a este cultivo se encuentran: Oidiopsis (Leveillula
taurica), podredumbre gris (Botritis cinerea), podredumbre blanca (Sclerotinia sclerotiorum),
marchitez (Phytophthora capsici, Pythium sp., Fusarium sp.), mancha bacteriana
(Xanthomonas vesicatoria), peca del tomate (Pseudomonas syringae pv. tomato), Vvirus
mosaico del pepino (Cucumber Mosaic Virus), virus de la manchas ligeras del pimiento

(Pepper Mild Mottle Virus) y las causadas por bacterias limitadas al floema que se
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caracterizan por inducir necrosis del floema, “amarillamientos” (clorosis foliar), enanismo,

falta de vigor y muerte de plantas (Fletcher y Wayadande, 2009).

Recientemente Hansen et al., (2008) detectaron la presencia de Candidatus Liberibacter
psyllaurous en plantas de papa Y jitomate. Estudios posteriores determinaron que el psilido
Bactericera cockerelli (Sulc.) es el vector de Ca. Liberibacter psyllaurous y Ca. Liberibacter
solanacearum. En ese mismo afio en Nueva Zelanda se detecto la presencia de Ca. L.
solanacearum en tubérculos con sintomas de “zebra chips” (Liefting et al., 2008). Por otro
lado, en el afio 2009 en la region del bajio Michoacano, en los municipios de Yurécuaro,
Tanhuato y Vista Hermosa, Michoacan, se detectd la presencia de Ca. L. solanacearum en
plantas de chile variedad Centella con sintomas de: clorosis, disminucién del tamarfio del apice
de la hoja, deformaciones de las hojas, reduccién de tamafio de la planta, aborto de flores, y
variegado (Hernandez, 2009). En ese mismo afio se reportdé a Ca. L. solanacearum como
patdégeno en el cultivo de chile en La Cruz Elota, estado de Sinaloa, los sintomas de las
plantas fueron semejantes al “yellow psilid” que se presenta en papa, y mostraron ademas

entrenudos cortos, y crecimientos apicales cloréticos (Munyaneza et al., 2009).

El control de Ca. Liberibacter en papa esta enfocado al manejo integrado de B. cockerelli,
debido a que éste es conocido como el principal medio de transmision de la bacteria. A pesar
de que desde 1947 se tiene registrada su presencia en los campos agricolas de los estados de

Durango, Estado de México, Guanajuato, Michoacan y Tamaulipas (Plesch, 1947, citado por

15



Vega et al., 2008), no existen estudios detallados acerca de su papel como vector de Ca.

Liberibacter.

Con la idea de contribuir al conocimiento de esta enfermedad la presente investigacion tuvo
como objetivo: Realizar un andlisis temporal y espacial de la epidemia Ca. Liberibacter

solanacearum en el cultivo de chile.
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Candidatus Liberibacter

Las bacterias agrupadas dentro del género Candidatus Liberibacter, colonizan el floema de
sus plantas hospedantes y la dificulta para cultivarlas ha imposibilitado su ubicacion
taxondmica y por tanto se mantienen bajo la condicion de Candidatus, término que antecede
al género y especie debido a que no se puede tener en una coleccion biologica. Estas bacterias
han sido asociadas con la enfermedad Huanglongbing (HLB) que afecta a los citricos y cuyo
significado en espaiiol es “Dragon Amarillo”. La bacteria fue observadas por primera vez en
1970 afectando el floema de hojas de naranja (Lafleche y Bové, 1970), enfermedad que en
ese entonces se considerd que era inducida por un organismo tipo micoplasma (MLO).
Mediante microscopia electronica de transmision se determind que su tamafio era mucho
menor a un micoplasma y muy similar al de las bacterias, por lo que se le llamé organismo
tipo bacteria (BLO) (Garnier et al., 1984). Su caracterizacion bioquimica es nula, dada la
dificultad para aislarla en medio de cultivo puro. La microscopia electronica y técnicas
citoquimicas, ha revelado que la bacteria Ca. Liberibacter, esta rodeada por una membrana
celular compuesta de peptidoglicano, tipica de las gram negativas (Garnier et al., 1984).
Después de comparar su secuencia de nucleétidos con otras bacterias registradas en el
GenBank, se propuso como miembro de las Eubacteria. El analisis filogenético del gen 16S
rRNA indica que estas bacterias pertenecen al grupo de las Alphaproteobacterias donde se

encuentran otros miembros como Agrobacterium, Bartonella y Bradyrhizobium, entre otras
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(Jagoueix et al., 1994). Estos investigadores propusieron que el organismo que causa el HLB
fuera considerado como una bacteria, y que los organismos de este nuevo grupo de la
division de las Proteobacteria, deberian recibir el nombre trivial de “liberobacter” (del latin
liber [corteza] y Bacter [bacteria]). Por otro lado Murray y Schleifer (1994) hicieron una
propuesta considerando las morfologia que presenta esta bacteria en los arboles de citricos en
la Indias y en arboles de citricos de Africa proponen dos especies “Candidatus Liberobacter
asiaticum” 'y “Candidatus Liberobacter africanum” respectivamente. Mediante cortes
ultradelgados de tejido de floema de citricos con HLB observados en microscopio electronico
de transmision se ha determinado que tienen tienen un didmetro de 0.2-0.3um. Actualmente
se han propuesto tres nombres para las bacterias que causan el HLB de los citricos: Ca.
Liberibacter asiaticus, Ca, Liberibacter americanus y Ca. Liberibacter africanus, las que son
transmitidas por dos insectos vectores: Diaphorina citri y Trioza erytreae. La bacteria esta

presente en la hemolinfa y las glandulas salivales del insecto vector (Jagoueix et al., 1994).

Actualmente se usan varias técnicas, como PCR, clonacién y la secuenciacién para su

deteccion y caracterizacién (Hansen et al., 2008).

A finales de 2008 se reportaron nuevas especies de Ca. Liberibacter asociadas a solanaceas,
como tomate, papa, chile; se indica que el psilido Bactericera cockerelli (Sulc), saltador de

la papa, es el responsable de transmitir esta bacteria (Liefting et al., 2008).
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En el 2009 se reportd a Ca. L. solanacearum como patdgeno en el cultivo de chile en La
Cruz Elota estado de Sinaloa. Esta enfermedad, ademé&s de inducir sintomas semejantes al
“yellow psilid”, también redujo entrenudos y causé crecimiento apical clorético (Munyaneza
et al., 2009). En este mismo afio se reporta la presencia de Ca. L. solanacearum en el cultivo
de chile variedad Centella en Yurécuaro, Tanhuato y Vista Hermosa, Michoacan con los
sintomas siguientes: clorosis, fuerte disminucion del tamafio del &pice de la hoja,
deformaciones de las hojas, reduccion de tamafio de la planta, aborto de flores, ademas de

variegado (Hernandez, 2009).

En el 2010 se reportd la presencia de Ca. L. solanacearum en zanahoria en el sur de
Finlandia; la transmision ha sido atribuida al psilido Trioza apicalis, plaga que cominmente
se presenta en el centro y norte de Europa. Los sintomas observados en esta hortaliza fueron:
amarillamiento, deformacion de hojas, clorosis, reduccion de tamafio de la planta y

proliferacion de raices secundarias (Munyaneza et al., 2010).

La dificultad de cultivar las bacterias agrupadas en el género Candidatus Liberibacter a
partir de plantas afectadas ha llevado a un diagndstico erréneo. Anteriormente los sintomas
de esta enfermedad eran atribuidos a otros patégenos, como hongos, bacterias cultivables,
virus y fitoplasmas; no obstante los anélisis para detectar algunos de éstos organismos fueron

negativas (Weir et al., 2008; Fletcher y Wayadande, 2009).
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Generalmente Ca. Liberibacter psyllaurorus y Ca. Liberibacter solanacearum son transmitidos
por el psilido Bactericera cockerelli, insecto polifago que se alimenta del floema de una
amplia variedad de especies de plantas, entre las que se encuentra papa, jitomate y chile. En
el caso de papa, se reporta que la secrecion de la saliva de B. cockerelli, debilita al cultivo e
induce el sintoma del “yellow psilid” (Blood et al., 1933; y Carter, 1950; citados por
Hansen et al., 2008). EI desorden de “yellow psilid”, anteriormente fue atribuido a una
reaccion de la planta, como resultado de las secreciones inyectadas cuando el psilido se
alimentaba (Eyer, 1937; Richards y Blood, 1933). Los avances actuales en las técnicas de
microbiologia molecular han permitido detectar que “yellow psilid” y “Zebra chips” son dos
enfermedades distintas, siendo la segunda causada por Ca. Liberibacter (Segonda et al.,

2009).

El control de Ca. Liberibacter en papa se realiza con el manejo integrado de Bactericera
cockerelli, debido a que éste es conocido como el principal medio de transmision de la
bacteria; cabe considerar que algunas bacterias se transmiten por semilla, por lo tanto existe
la posibilidad de que también e suceda para Ca. Liberibacter solanacearum, lo que podria ser

la principal fuente de diseminacion, e inoculo primario.

2.2 Aspectos epidemiolégicos

La epidemiologia puede ser considerada, como el estudio de las epidemias. Una definicion

de epidemia es: El cambio en intensidad de enfermedad en una poblacién de hospedante
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sobre en tiempo y espacio (Madden et al., 2007). Existen otras definiciones como la de
Kranz (1990), quien menciona que una epidemia es el progreso de una enfermedad en tiempo

y espacio.

Cuando se estudia el progreso de una enfermedad en el tiempo, se habla de un estudio
temporal, mientras que cuando se usa su dimension espacial, los estudios son espaciales. En
ambos estudios es necesario medir atributos estructurales y funcionales de la poblacion de
plantas o de patogenos. Las mediciones estructurales convencionales incluyen la incidencia 'y
la severidad. La incidencia es la cantidad de plantas o partes de plantas con la condicion de la
enfermedad con respecto a la poblacion total; en cambio, la severidad se define como una
medida que estima la cantidad relativa de area con un determinado sintoma en una unidad de

observacion (Madden et al., 2007).

Las epidemias se pueden caracterizar en su estructura temporal utilizando uno o mas
parametros asociados al progreso de una enfermedad; estos permiten caracterizar la
intensidad de la epidemia, comparar epidemias, evaluar medidas de control, etc. Cominmente
se usan las siguientes variables: incidencia inicial, incidencia final, duracion total de la

epidemia, area bajo la curva, tasa de infeccion aparente, entre otros.

La estructura espacial se determina con parametros como el indice de dispersion, indice de
agregacion, dependencia espacial e intensidad de agregacion, etc., estos definen el tamario,

localizacion y forma de agregados de plantas con algin atributo poblacional, permiten
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identificar el grado de dependencia espacial que se establece entre plantas sanas y enfermas en
un area determinada. Un medio de apoyo es la elaboracion de mapas bidimensionales y
tridimensionales, ya que proveen de una visualizacion rapida de los patrones que podrian estar

presentes (Zadoks y Schein, 1979).

Por lo tanto, la epidemiologia es una herramienta importante en el manejo y prevencion de
las enfermedades, debido a que nos ayuda a entender una enfermedad en tiempo y espacio, a

fin de restituir el balance en un sistema agricola.

I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacidn de la zona de muestreo

En julio 2009 se realizd un recorrido en los municipios Vista Hermosa Yy Yurécuaro,
Michoacén. Se seleccionaron &reas con cultivares de chile, principalmente tipo jalapefio y
poblano, que en ciclos de cultivo anteriores presentaron sintomas tipicos del variegado similar
a los asociados por Ca. Liberibacter. Se seleccionaron parcelas recién establecidas con el
cultivo, cuatro parcelas en Yurécuaro, dos de chile jalapefio y dos de poblano, y una Vista
Hermosa de chile poblano, la eleccion de cuatro zonas de muestreo en Yurécuaro fue

debido a que existe mayor superficie de chile que en Vista Hermosa (Cuadrol).
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Cuadrol. Localizacion de las parcelas muestreadas.

Numero Parcela Municipio Latitud y Metros Variedad Fecha de
longitud sobre nivel siembra
de mar
1 Victor Vista 20°17° 10N 1533m Don 24 de julio
Gutiérrez Hermosa 102° 30" 540 Matias
2 Javier Rico  Yurécuaro  20°17°45N 1543m Centella 11 dejulio
102°17° 070
3 Jesls Vega  Yurécuaro  20°17° 27N 1544m Don 18 de julio
102° 18" 520 Matias
4 Daniel Yurécuaro  20°19° 07N 1547m Centella 1 agosto
Murillo 102°19° 000
5 Salvador Yurécuaro  20°20° 05N 1538m Don 15 de agosto
Hernandez 102° 19 530 Matias

3.2 Deteccion de Candidatus Liberibacter

Con la finalidad de probar si los sintomas observados en las parcelas en Yurécuaro y Vista

Hermosa se debian Ca. Liberibacter, se colectaron plantas de chile de las variedades Centella

y Tajin con sintomas de variegado, albinismo, escaldadura, nervaduras cloréticas, y

deformacion de la lamina foliar. Ademas se realizd colecta de Bactericera cockerelli en las

parcelas evaluadas, esto para detectar la presencia de Ca. Liberibacter en este insecto vector.

El material colectado se trasladd al

Laboratorio de Fisiologia de la Interaccion Planta
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Pat6geno-Vector del Programa de Fitopatologia del Colegio de Postgraduados para la realizar

las pruebas pertinentes.

Con el fin de descartar la presencia de la bacteria en semilla de chile, se colectaron en
Yurécuaro 10 frutos en etapa de corte de cinco plantas con sintomas de variegado y
deformacion de la 1dmina foliar de las variedades Centella y Tajin; también se incluyeron
semillas cosechadas por el productor y semillas comerciales de las variedades Big-Brother,

Centellay Camino Real.

La extraccion de acidos nucleicos de tejido foliar se realizé a partir de 0.3g siguiendo el
método descrito por Ahrens y Seemiller (1992), de semilla se realiz6 a partir 0.2 g y de
insecto se hizo tomando un individuo (se tomaron 100 insectos ) utilizando el kit de
extraccion de Qiagen®. La cantidad y calidad del DNA extraido se determinaron mediante
espectrofotometria (Lambda Bio mod. 10, PERKIN ELMER®) a una absorbancia de 260 nm y

por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, respectivamente
3.2.1 Deteccidn de Ca. Liberibacter por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Para las pruebas de PCR se utilizaron los iniciadores especificos OA2 y Ol2c los cuales
fueron disefiados a partir de la region 16S rDNA y que amplifican un fragmento de 1160 pb
(Liefting et al., 2008; Liefting et al., 2009). La amplificacion se llevd a cabo en un
termociclador BIO-RAD®, modelo i-Cycler con una temperatura de desnaturalizacion inicial

de 94 °C por 5 min, seguido por 35 ciclos a 95 °C por 30 s para la desnaturalizacion, 58 °C

24



por 30 s para la hibridacion y 72 °C por 1 min para la extension y un ciclo de 72 ° C por 10
min para la extension final. Del producto de PCR se cargaron 5 pL en un gel de agarosa al
1% y corrieron en electroforesis a 90 volts. Una vez finalizada la corrida se procedio a tefiirlo
con bromuro de etidio (0.5 pg mL™ por 10 min), para finalmente analizarlo con el
fotodocumentador Gel-Doc mod. 2000 (BIO-RAD®). Como referencia de peso molecular se

utiliz6 el marcador 1Kb (GIBCO BRL®).

Los productos de PCR obtenidos de las amplificaciones de semilla, tejido e insecto se
limpiaron con el kit wizard (PROMEGA®), se realizd secuenciacién de nucleétidos de la
region 16S rDNA amplificada de DNA de insectos, ésta se realizd con un secuenciador
automatizado (Automatic Sequencer 3700xI DNA Analyzer, APPLIED BIOSYSTEM®). Las
secuencias obtenidas fueron alineadas con las disponibles en el GenBank, utilizando la
herramienta BLAST del Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

4.3 Analisis espacio-temporal del variegado del chile intra-parcela.

Con el propdsito de conocer la enfermedad en su dimension temporal y espacial se eligieron
tres parcelas en Yurécuaro y una en Vista Hermosa cada una compuesta por tres unidades
experimentales Ilamadas cuadrantes de cinco surcos cada uno con dos hileras de cultivo. En
cada hilera se contd 30 plantas de manera unidireccional y consecutiva, obteniendo 300

plantas por cuadrante. Cada cuadrante fue considerado una repeticion.
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Para comparar el progreso temporal de la enfermedad, en una parcela de Yurécuaro se
seleccionaron tres surcos aleatoriamente, cada surco con dos hileras y conteniendo 60
plantas teniendo un total de 180 plantas. Se evaludé la incidencia y severidad de Ila
enfermedad a intervalos de dos semanas y se registraron en un libro de campo, donde se
especificd fecha, nombre del evaluador, sitio experimental y observaciones; en observaciones
se consider6 la presencia del insecto vector, plantas muertas o agente climéatico que pudiera
haber alterado los resultados (granizo o helada). La incidencia se evalué como la proporcion
de plantas que manifestaban sintomas del variegado. Para determinar la severidad de la
enfermedad, se definié una escala ordinal arbitraria con seis clases, en donde la clase 0
representd el tejido foliar asintomatico, mientras que la clase 5 tuvo la superficie foliar con
clorosis, ademas de acortamiento de entrenudos, ésta fue definida con base en el desarrollo de
los sintomas en campo. A cada clase se le asigno un porcentaje de dafio; sin embargo para
fines de analisis se considerd el punto medio de cada categoria (Cuadro 2). Para verificar el
porcentaje de clorosis visualmente, se hizo un programa en Visual Basic ver. 6.0 con un
clasificador de pixeles de iméagenes digitales en formato jpg y con iluminacion difusa. Para
esto, se obtuvieron muestras de pixeles, unidades basicas de una imagen, en tres categorias:
fondo de la imagen, superficie verde de la planta, y superficie dafiada o clordtica de la planta,
que a su vez fueron las clase 1 a 3 las que podia tomar la variable de salida del clasificador.
Las variables de entrada del clasificador fueron cada uno de los tres canales del modelo de

color RGB. Después con 2909 juegos de datos salida (una variable) entrada (tres variables), se
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entrend el clasificador con una red neuronal artificial mediante la estrategia genética con el
programa Neuroshell Classifier® de Al Triology (Ward Systems Group, Inc). Este
clasificador asignd correctamente 97.5 % de los pixeles a las tres categorias de salidas
definidas, donde 91.8 % y 99 % de los pixeles pertenecian a la clase verde y clorética de la
planta fueron clasificados correctamente. Al evaluar en campo con la escala arbitraria se
registraba clorosis en las planta, considerando el area que abarcaba, aunque en esta area
estimada no existiera clorosis en su totalidad. El niamero de evaluaciones realizadas en cada
parcela fue variable, debido a que cuando se le dio seguimiento a la enfermedad del
variegado, las plantaciones disponibles variaban en fecha de su establecimiento en campo

(Cuadro 1).

Cuadro 2.- Conversion de escala ordinal a punto medio de dafio en porcentaje.

Clase Dafio Porcentaje (%) Punto medio
0 Asintomatica 0% 0%
1 ler. Tercio superior con clorosis 0.1-20% 10%
2 ler y 2do tercio superior con clorosis 20.1-40% 30%
3 Clorosis completa 40.1-60% 50%
4 Clorosis completa y ligero 60.1-80% 70%

achaparramiento

5 Clorosis y achaparramiento completo 80.1-100% 90%
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Para el estudio epidemioldgico en su dimension espacial en cada cuadrante se hicieron mapas
bidimensionales y tridimensionales que se elaboraron con el software Surfer® v.6. Después se
analizo la matriz de datos para ver su tipo de distribucion con los indices de distribucion de
Morisita (Ig) y Lloyd (LIP) en los cuadrantes evaluados de la parcela 2, ademas se calcularon
los mismos indices usando el método de Greig-Smith (1952) ajustado (Campbell y Madden

,1990), y se estimo el tamafio éptimo del cuadrante (TOC).

3.4 Andlisis regional del variegado del chile.

Con fines de comparar en cuanto analisis espacial de la enfermedad entre las parcelas que se
les dio seguimiento en el ciclo de cultivo, se realizé un analisis espacial en 10 parcelas de
chile, poblano, jalapefio y chilaca, ubicadas en la zona productora de Yurécuaro, las cuales se
geoposicionaron y en cada una se evaluo la incidencia y severidad de la enfermedad en un
s6lo cuadrante de 20x20 plantas, por lo que se tuvo 400 plantas por parcela. Este muestreo se
realiz6 al final del ciclo de cultivo (Cuadro 3 y Figura 1). Las evaluaciones se realizaron con
el mismo tipo de escala arbitraria establecida en campo usada en el estudio de distribucién

espacial intra-parcela.
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Cuadro 3. Localizacion de las parcelas de muestreo regional.

Parcela Latitud y longitud Metros sobre nivel del mar ~ Variedad

1 20°19" 16N 102° 16" 240  1538m Cayenes

2 20°19'15N 102°16° 23 0 1538m Caloro

3 20°19" 12N 102° 16" 220  1543m Chilaca Anajay
4 20°19" 12N 102° 16" 220  1543m Centella

5 20°19" 15N 102° 16" 230  1543m Jalapefio Piton
6 20°19° 28N 102° 16" 310  1544m Centella

7 20° 19" 54N 102° 18" 340  1540m Chile Poblano
8 20°19° 54N 102° 18" 330  1535m Centella

9 20° 18" 42N 102°19°520 1535m Don Matias
10 20°19° 38N 102°19° 140  1534m Centella
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Figura 1.- Geoposicién de las parcelas para el estudio de distribucion regional.

3 .6 Dindmica de Bactericera cockerelli

Con la finalidad de verificar la correlacion entre la dinamica poblacional de Bactericera
cockerelli y la incidencia y severidad del variegado de chile, se realizaron muestreos de este
insecto en las parcelas 2 y 5 en Yurécuaro. Se atraparon los insectos con una charola
cubierta de aceite, golpeando 10 plantas de chile unidireccionalmente hacia la charola, la
dindmica de poblacion de B. cockerelli se estim6 en el mismo periodo en que se evaluo la
epidemia del variegado. Los datos se graficaron y se compararon con la incidencia del

variegado en la parcela correspondiente donde se realizd la evaluacion.
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3.7 Analisis de datos

Los datos de incidencia y severidad (con base en el punto medio) se usaron para construir
curvas de progreso de la enfermedad en el tiempo. Posteriormente, con el fin de conocer si
alguno de los modelos epidemioldgicos (Exponencial, Monomolecular, Logistico Yy
Gompertz) describia, la epidemia, dichos modelos se ajustaron a los datos de incidencia y
severidad. EI modelo de mejor ajuste fue aquel que tuvo el coeficiente de determinacion (R?)
mas alto y un patrén de residuales al azar. La posible descripcion de la epidemia por alguno
de los modelos mencionados seria un indicador del proceso biol6gico que explicaria el
desarrollo de la epidemia. Asi mismo, para conocer la relacion entre los niveles poblacionales
de B. cockerelli y la incidencia de la enfermedad en campo, se realiz6 un andlisis de
correlacion de Pearson para las variables, nUmero de insectos por charola, incidencia del
variegado, temperatura media y direccion del viento. Los datos obtenidos en el caso de viento,
temperatura media, fueron promedios de cada semana en que se realizé la evaluacién, estos
datos se obtuvieron de la estacion meteoroldgica de Sartenejo, ubicada en Yurécuaro,
Michoacan. Los ajustes de los modelos y los anélisis de correlacién se realizaron con el

paquete estadistico SAS 9® y Minitab 12 ® respectivamente.
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IV.RESULTADOS

4.1 Deteccion de Ca. Liberibacter solanacearum por PCR

Las muestras de plantas colectadas con sintomas de Ca. Liberibacter fueron analizadas para
Ca. Liberibacter solanacearum (Figura 2). Todas las muestras que mostraban sintomas de

variegado, deformacion de hojas y clorosis, resultaron positivas a la bacteria (Figura 3).

Figura 2.- Sintomas asociados a Ca. Liberibacter en plantas de chile en Yurécuaro Mich, 2009.

1 2 34 56 7 8 9101112 13 14151617 18

1160 bp |

Figura 3.- Reaccion en cadena de la polimerasa con los iniciadores OA2 y Ol2c en plantas de Capsicum
annuum L. con diferentes sintomas. Carril 1 y18 Marcador molecular 100 bp (invitrogen®);Carril 2,
Planta asintomatica (testigo) de Capsicum annuum L.; Carril 3, Hoja con albinismo; Carril 4, Hoja con
variegado; Carril 5, Hoja con Variegado y venas amarillas; Carril 6, Hoja con Escaldadura; Carril 7, Hoja
con ampollamiento y deformacidn de la lamina foliar; Carril 13, Negativo (agua inyectable estéril).
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Se detecto la presencia de Ca. Liberibacter solanacearum en semillas obtenidas de frutos
cosechados de plantas manifestando sintomas de variegado, acortamiento de entrenudos,
clorosis, etc., en todas las muestras procesadas (Cuadro 4, Figura 4). Con respecto a las
muestras procesadas de insectos, una resultd negativa a Ca. Liberibacter solanacearum. Al
comparar las secuencias de nucledtidos obtenidas a partir del fragmento amplificado de ADN
del insecto con las secuencias de nucleétidos depositadas en el GenBank, se obtuvo un 98%
de similitud con los nucleétidos del genoma de Ca. Liberibacter solanacearum existentes en
el GenBank. Esta comparacion se realizé utilizando el programa Basic Local Alingment

Search Tool (BLAST).
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Cuadro 4. Semillas procesadas para Ca. Liberibacter.

Pozo Semilla

1 Chile jalapefio centella (ClI1)

2 Chile jalapefio centella (ClI2)

3 Tajin (Tal)

4 Tajin (Ta2)

5 Chile Ancho procesada por productor
(Apl)

6 Chile Ancho procesada por productor
(Ap2)

7 Semilla “Big-Brother” (Bgl)

8 Semilla “Big-Brother”(Bg2)

9 “Camino real” (Cr)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1160 bp

Fig.4.- Reaccion en cadena de la polimerasa con los iniciadores OA2 y Ol2c en semillas de chile e
insectos. Carril 1 y 16 Marcador molecular 100 bp (invitrogen®); carril 2, negativo; carril 3 a 11 semillas
de chile, carril 12 a 14 insecto; carril 15, control positivo.
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4. 2 Distribucién espacio temporal intra-parcela

En los primeros cuatro muestreos se presentaron plantas muertas por efecto de factores
distintos a la bacteria, por lo tanto se registraron con un punto en el libro de campo y se
consideraron como valores perdidos. En la parcela 2 ubicada en Yurécuaro se presenté mayor
progreso de la epidemia, (93.95 % incidencia), que en la parcela 5 en Yurécuaro, donde la

maxima incidencia en cuadrante fue de 3.66 durante el ciclo de cultivo.

Figura 5.- Mapa bidimensional y tridimensional donde se observa la distribucion de la enfermedad en la
evaluacion de 14 de noviembre del 2009: a) parcela 2, b) parcela 5.
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4.3 Analisis temporal de la epidemia

La epidemia sdlo presentd un progreso notable en la parcela 2 en Yurécuaro con la variedad
Centella. En Vista Hermosa en la parcela 1, la enfermedad progresé en la variedad Don
Matias, esto no se observd en Yurécuaro en la misma variedad. Ademas la parcela 4 con la
variedad Centella no presentd incidencia alta de la bacteria, incluso con poblaciones elevadas
de B. cockerelli. En estas parcelas donde no avanz6 la enfermedad, los sintomas no
presentaron un nivel elevado de dafo, es decir sdlo hasta una clase 3 en la escala arbitraria

establecida en campo.

En algunas parcelas s6lo hubo 6 evaluaciones debido a que cuando se inici6 el muestreo las
plantas se encontraban en etapas fenoldgicas avanzadas. En otras, no se continto la

evaluacion debido a que las plantas estaban enfermas por hongos y algunas se perdieron.

En la parcela 2 de Javier Rico se obtuvo el mayor porcentaje de severidad estimado, mientras
que la parcela 4, con la misma variedad Centella y en Yurécuaro, no present6 un porcentaje

elevado de incidencia y severidad.

Con respecto a la incidencia del insecto, se observé que en la parcela 2, fue mayor,
obteniéndose una media de 222.25 insectos en las charola muestreada, mientras que en la
parcela 5 ubicada también en Yurécuaro, la incidencia del insecto vector fue minima

teniendo una media de 3 insectos (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Incidencia del insecto vector en las parcelas muestreadas.

Incidencia de B.
cockerelli en parcela 5

Incidencia de B.
cockerelli en parcela 2

Fecha de evaluacion

04-sep 1 0
18-sep-09 1 1
2-3-oct-09 14 1
16-17-oct-09 71.75 1
30-31-oct-09 156 3
13-14- Nov-09 222.25 0
50
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Figura 6.- Incidencia de plantas con sintomas asociado a Ca. Liberibacter solanacearum en las parcelas de
los productores: a) Victor Gutiérrez, b) Javier Rico, ¢) Jesus Vega, d) Daniel Murillo.
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Figura 6.- (Continuacion).- Graficas de incidencia de la enfermedad: e) Salvador Hernandez.
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Figura 7.- Graficas de incidencia del variegado y la dinamica poblacional de B. cockerelli en las

parcelas de: a)Javier Rico, b) Salvador Hernandez.

La incidencia del variegado en las parcelas de Javier Rico y Salvador Hernandez inici6 antes
de que existiera una poblacion elevada del insecto vector (Figura 7). La incidencia se
increment6 de manera proporcional en la parcela que tuvo mayor desarrollo de la epidemia,

en comparacion con las parcelas con incidencia baja de plantas con sintomas de variegado.
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La grafica que se tomd para describir el modelo de ajuste de la epidemia fue de la parcela 2.

Sélo en ésta se describe una curva de progreso de la enfermedad en comparacion con las otras

parcelas en donde no se observo un incremento notable de la epidemia (Figura 8).
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Figura 8.- Gréficas de severidad de la enfermedad de acuerdo a la conversion de punto medio de la
escala ordinal establecida en campo: a) Victor Gutiérrez, b) Javier Rico, ¢) Jesls Vega, d) Daniel Murillo.
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Figura 8.- (Continuacion).- Graficas de severidad de la enfermedad de acuerdo a la conversion de punto
medio de la escala ordinal establecida en campo: e) Salvador Hernandez.

Con respecto a la severidad, esta fue graficada de acuerdo con la conversion de punto medio

realizada de los datos de cada parcela.

El analisis temporal se realizé con los resultados de incidencia y severidad de la parcela 2
(Yurécuaro), cultivada con chile jalapefio de la variedad centella. La epidemia se ajusto al
modelo logistico, y=1/{1+exp [-a+kt]}, obteniéndose un r® aceptable que va de 0.9360 a
0.9920 (Cuadro 6, Anexo 1). No se logro ajustar el modelo logistico a los datos de las demas

parcelas porque no presentaron una curva tipica de incremento de la enfermedad.

40



Cuadro 6.- Modelo logistico para incidencia y severidad de los cuadrantes de la parcela 2
en Yurécuaro, Michoacan.

Formula
Cuadrante r? rL (sig) SME
y=1/{1+exp [-a+kt]}

Incidencia
Promedio  y=1/(1 +exp (-0.088221+ 0.965566 (t))) 0.9920 0.0001  0.000773

Severidad
Promedio  y=1/(1 +exp (-0.159644 + 0.854686 (t))) 0.9863 0.0003  0.000981

R? coeficiente de determinacion; rL, estimador de tasa de modelo logistico; SME, suma de cuadrados
de error.

Al comparar el area bajo la curva, se observo que la parcela 2 (Javier Rico) es la que tiene
mayor area, seguido por la parcela 1 (Victor Gutiérrez), estas fueron de dos variedades
distintas, jalapefio Centella y poblano Don Matias respectivamente. En las otras parcelas que
se contaban con estas mismas variedades el area bajo la curva fue minima, incluso en la
parcela 4 (Daniel Murillo) ubicada en Yurécuaro, no mostré un &rea bajo la curva

significativa, siendo de 14.36 y 175.33 en incidencia y severidad respectivamente (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Estimacion de area bajo la curva e incidencia y severidad final en las parcelas

evaluadas.

Parcela Municipio Incidencia ABCPE Severidad ABCPE
Final Final

Victor Gutiérrez Vista Hermosa 33.98 1270.33 6.71 316.17
Javier Rico Yurécuaro 85.96 4094.67 20.94 1089.10
Daniel Murillo Yurécuaro 14.36 739.33 3.18 175.33
Salvador Yurécuaro 3.44 182.60 0.98 43.06
Hernandez

ABCPE, area bajo la curva del progreso de la epidemia.

El estudio de correlacion indica que no existe correlacion significativa del variegado con la

densidad de B. cockerelli, velocidad media del viento y temperatura (Figura 9).
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Correlacidén incidencia de parcela 2 Javier Rico

Tiempa b | c2 c3 Promedio Bactericera Temp
c1 0,985
0.o00"*
c 0.978% 0,955
0.001" 0.o000%*
c3 0.960 0.%74 0.957
0.002" o.o01"* 0.003%
Promedic 0,981 Q0,998 0.932 0,985
0. 001w T T 0.000% 0.000
Bactericera 0.5%40 0.871 0.85& 0.B35 0.861
0.005" 0.024 0.029 0.039 0.028
Temp =-0.822 =0.72% =0.708 =0.663 =0.T04 =0,961
0.048" 0.103% 0.115 0.151 0.118  0.002%
viento =0.585 =0.506 =0.488 =0.489 =0, 498 =0.624 0.551
0.223 0,306 0.326 0.325 0.315 0.185 0.257

Correlacidn severidad de parcela 2 Javier Rico

Tiempo cl c2 c3 Promedio Bactericera Temp
cl Q.958
0.003%*
o2 0.5988 0.9%86
o, 000" 0. 000"
e3 0.584 0.97% 0.992
o.oo00"* 0.001%" 0.oo0*
Promedio 0,981 0.9293 0.997 0.995
0.001%* 0.000 0.000 0.000
Bactericera 0.540, 0.830 0.902 0.872 0.872
Q.003 0.041 D.o14 0.023 0.023
Temp =0.822 =0.67% -0.763 =0.713 =0.720 =0.961
0.045 0.141 0.077 0.112 0.106 n.002*
Viento -0.585 -0.45% -0.514 -0.539 -0.506 -D.624  0.551
0.223 0.360 0.297 0.270 0.306 0.185  0.287

Figura 9.- Analisis de correlacion para parcela 2 donde hubo progreso de la enfermedad, donde se observa
la significancia de las variables evaluadas, ** Altamente significativa, *significativa.
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El progreso de la epidemia en la parcela 2 (Yurécuaro), fue mayor en las evaluaciones 1y 2,
con una incidencia de 24 y 45 % respectivamente, aun cuando fue minima la presencia del
insecto vector (media de 1) (Figura 7). Con respecto a la severidad, fue 9.8y 14 % en las

primeras dos evaluaciones.

4.4 Analisis espacial de la epidemia

Con respecto a la incidencia, los indices de Morisita y Lloyd indicaron que la distribucion
de la enfermedad fue uniforme (0 a 0.98). Cabe mencionar que la presencia de B. cockerelli
fue minima en las primeras dos evaluaciones, la enfermedad no estuvo distribuida en
agregados y por tanto se especula que no hay contagio por plantas circundantes. La
estimacion 6ptima del cuadrante fue de 64 en todos los cuadrantes en las distintas
evaluaciones. Considerando que estas Gltimas evaluaciones tenemos una amplia distribucion
de la enfermedad, aunque empez6 a decrecer la poblacion de plantas por enfermedades

causadas por hongos, que no eran el objetivo de la investigacion (Cuadro 8,9, 10).
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Cuadro 8. indices de agregacion para cuadrantel

Incidencia Severidad

Greig-Smith Greig-Smith

— — — —

Ev Iy LIP TOC Ig LIP g LIP TOC Ig LIP

1 0 0.01 o4 096 095 304 304 o4 1 1.01

2 009 009 64 097 0.96 1.65 165 64 0.99 0.99

3 0 0 64 098 0.97 1.23 123 64 101 1.01

4 0 0 64 098 0.98 1.02 101 o4 1.01 1.02

5 0 0 64 098 098 090 089 64 1 1

6 O 0 64 098 098 092 086 64 1 1

Ig, Indice de agregacién Morisita; LIP, indice de agregacion de Lloyd; TOC, tamafio 6ptimo de
cuadrante.
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Cuadro 9. indices de agregacion para cuadrante 2

Incidencia Severidad
Greig-SrEiih Greig-Smith

Ev Ig LIP TOC Ig LIP g LIP( TOC Ig  LIP
1 0 0.02 64 0.96 0.94 7.31 7.25 64 1.02 1.04
2 0 0 64 0.97 0.95 3.06 3.05 64 0.99 0.99
3 0 0 64 099 099 167 167 64 1.02 1.03
4 0 0 64 0.99 0.98 1.23 1.23 64 1.01 1.01
5 0 0 64 098 097 089 08 64 099 099
6 O 0 64 0.99 0.99 0.93 0.81 64 1 1.01

Ig, Indice de agregacién Morisita; LIP, indice de agregacion de Lloyd; TOC, tamafio 6ptimo de

cuadrante.
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Cuadro 10. indices de agregacion para cuadrante3

Incidencia Severidad

Greig-Smith Greig-Smith

A
— — — A —

Ev Iy LIP TOC Ig LIP Ig LIP TOC Ig  LIP

1 0 0.01 o4 095 094 499 497 64 1.04 1.06

2 0 0 64 1 1 3.22 321 64 1.08 1.13

3 0 0 64 098 098 143 143 64 1.03 1.05

4 0 0 64 098 098 124 123 64 1 1

5 0 0 64 098 098 1.09 1.08 64 0.99 0.99

6 0 0 64 099 098 0.99 094 64 0.99 0.99

Ig, Indice de agregacién Morisita; LIP, indice de agregacion de Lloyd; TOC, tamafio 6ptimo de
cuadrante.

En la Figura 10 se observan los mapas bidimensionales y tridimensionales del cuadrante 1 de
la parcela 2, donde hubo mayor incidencia de la enfermedad, las elevaciones rojas indican el
nivel més alto de severidad. En el tiempo 3 de evaluacion se observd una amplia distribucién
de la enfermedad con dominancia de las clase 1, 2, 3; en el tiempo 4 se observaron plantas con
clase 4 y 5 lo que indica un nivel alto de severidad, aunque fue minimo el nimero de plantas

en estas clases.
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Figura 10.- Mapas bi y tridimensionles del cuadrante 1 de la parcela donde hubo mayor incidencia de la
enfermedad.
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4.6 Distribucién Regional

Se evaluaron parcelas con fines de realizar mapas bidimensionales y tridimensionales para
observar la distribucién espacial principalmente en jalapefio variedad Centella y poblano
variedad Don Matias, estds parcelas estaban ubicadas en Yurécuaro, y contaban con alta
incidencia de B. cockerelli. Las parcelas 1 a 4 de muestreo regional mostraron alta incidencia
y severidad final de la enfermedad, estas estaban juntas. En las parcelas 6 a 9 no hubo alta
incidencia de la enfermedad, la 6 y 8 eran de la variedad centella, pero a diferencia de las
primeras parcelas no existio alta incidencia del variegado, en cambio en la parcela 10 que es
de la misma variedad la incidencia fue mayor. En todas habia alta densidad poblacional del

insecto vector.
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Figura 11.- Mapas realizados del muestreo regional en las 10 parcelas evaluadas.
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Figura 11.- Continuacion. Mapas realizados del muestreo regional en las 10 parcelas evaluadas.
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PARCELA 9 DON MATIAS

Figura 11.- Continuacién. Mapas realizados del muestreo regional.

En todas las parcelas de distribucion regional se obtuvo un indice de agregacion uniforme con
respecto a la incidencia, cabe mencionar que el cultivo estaba es su etapa final, por tanto los
sintomas estaban ampliamente distribuidos, a excepcion de la parcela 6, 7 y 8, donde se
obtuvo un indice de agregacién uniforme a pesar de que no hubo incidencia alta del

variegado (Cuadro 11).
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Cuadro 11.- indice de agregacion para parcelas de muestreo regional.

Incidencia Severidad
Greig—fmith Greig-SLnith

Parc Ig LIP TOC Ig LIP g LIP  TOC Ig LIP
1 0 0 32 098 098 068 068 32 1 1

2 0 0 32 0.98 0.98 0.59 0.59 32 0.99 0.99
3 0 0 32 1 1 0.67 0.67 32 1.01 1.02
4 0 0 32 0.98 0.98 0.52 0.52 32 0.99 0.99
5 0 0 32 1 1 0.71 0.71 32 1.09 1.12
6 0 0 32 0.92 0.91 1.58 1.57 16 1.01 1.01
7 0 0.01 16 0.96 0.96 2.02 2.01 16 1.08 1.09
8 0 0.01 16 0.93 0.92 3.65 3.61 16 1.02 1.02
9 0 0 16 1 1 1.57 1.57 16 1.07 1.07
10 O 0 32 0.98 0.98 0.55 0.55 16 0.98 0.98

En el muestreo regional algunas parcelas no presentaron alta incidencia de la enfermedad al

final del ciclo de cultivo, lo que guarda relacion con las parcelas evaluadas para analisis

espacial y temporal, en donde sélo una de la variedad centella present6 alta incidencia de
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sintomas. En el muestreo regional las parcelas con la variedad centella la distribucion de la

enfermedad fue minima a pesar que las poblaciones del insecto vector eran altas.

4.7 Uso de software para comparacion de escala ordinal

Con respecto al procesamiento de imagenes para comparar las clases, este se realizé de fotos
tomadas en parcelas, el programa consiste en separar por color las areas dafiadas, la
estimacion del porcentaje de area con clorosis, asi mismo se obtuvo en las plantas
clasificadas en la clase 3, la clorosis cubrid 41% de su superficie, lo que confirma que bajo
esta clase, tiene clorosis que abarca todo los tres tercios de la planta, pero no los cubre en su
totalidad. Con respecto a las clases 4 y 5, la clorosis no es un buen criterio de clasificacién de
acuerdo con el software usado, ya que es parcial y hay otros sintomas como achaparramiento
de las plantas, deformacion de hojas, y baja productividad. En la clase 5 se agruparon las
plantas con una altura menor de 30cm y un nivel casi nulo de productividad, mientras que en
la clase 4 se agruparon aquellas con la mitad de altura en comparacion con una planta sana.

(Figura 12, Cuadro 12).
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Figura 12.- Estimacion del porcentaje clordtico de plantas clasificadas de acuerdo a la escala arbitraria
establecida en campo.

Cuadro 12. Porcentaje de clorosis estimado en las clases evaluadas.

Foto % éarea verde % éarea clorotica
Clase 0 99.5 0.5
Clase 1 95.9 4.1
Clase 2 77.2 22.8
Clase 3 59 41
clase4 91 9
clase5 82.5 17.5
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V. DISCUSION

Los sintomas inducidos por Ca. Liberibacter solanacerarum en el cultivo de chile en
Yurécuaro, Tanhuato y Vista Hermosa, Michoacén son diferentes de aquellos reportados en
Nueva Zelanda en la misma hortaliza, esto posiblemente se deban a que se trata de diferentes
cultivares, ya que la sintomatologia puede variar dependiendo del hospedante. Los sintomas
observados en las plantas de chile de Michoacan son muy parecidos a los reportados para
citricos: moteado, venas cloréticas, deformacion del fruto, y semillas atrofiadas mostrando

una coloracion café (Garnier et al., 2000; Khairulmazmi et al., 2008 y da Graca et al., 2004).

La llegada de B. cockerelli después del tiempo de inicio de la epidemia, se vio reflejada en la
baja de correlacion entre las variables de severidad e incidencia del variegado. El progreso de
la enfermedad en su dimensién temporal posiblemente se mostré influenciado por la
transmision de Ca. Liberibacter solanacearum mediante semilla, debido a que se tuvo una
incidencia de 24 % al inicio de las evaluaciones y como incidencia final fue 93.95% en el
cuadrante 1 de la parcela 2. El progreso temporal de la enfermedad en ésta parcela evidencid
diferencia con las otras parcelas evaluadas, donde no so observé similitud en la incidencia. El
modelo matemético que ajusta la epidemia es el Logistico, de acuerdo con Madden y
Campbell (1990), este modelo es propio de epidemias policiclicas, aunque en esta
investigacion no se presentaron varios ciclos de infeccion, por tanto este fendmeno

epidemiolégico pudo haber sido afectado por la transmision por semilla de Candidatus
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Liberibacter solanacearum y por la llegada de B. cockerelli como vector y dispersor de la

bacteria.

Respecto a la distribucion espacial, la epidemia reflejo un indice agregacion de tipo uniforme,
que es considerado poco comun en relacion a estudios realizados en patosistemas, en estos
sistemas donde la enfermedad es transmitida por insectos (Ord, 1982), existe el principio de
contagio, Yy se espera cominmente una distribucion en agregados. En este caso, se conoce
que B. cockerelli es el insecto vector de la bacteria, pero no se encontré un patron de
distribucion en agregados, si no uniforme, lo cual, podria explicarse por la transmision del
patégeno mediante la semilla, Hudelson et al (1996), reportan que la bacteria Pseudomonas
syringae  mostré un patron de distribucién uniforme debido posiblemente a labores
culturales y la transmision por semilla, aunque queda en discusion la influencia de este tipo de

diseminacion y el tipo de indice de agregacion obtenido.

En el estudio de distribucion regional, convendria identificar cada parcela de chile en la
region de estudio, registrar informacion sobre manejo agronémico y darle seguimiento al
cultivo; en nuestra investigacion el muestreo se hizo al final, y se desconoce tanto la situacion
en que estuvo la planta, como la dinamica poblacional de los insectos, Se sugiere para un
estudio posterior que las parcelas estén distribuidas en todo el estado de Michoacéan, con la
finalidad de obtener un mejor panorama del nivel de enfermedad en cada zona evaluada. La

propuesta de considerar solo la evaluacion de la superficie clorotica mediante analisis de
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imagenes digitales con una camara fotografica no funciond para categorizar la severidad de la
enfermedad en esta investigacion, debido a que la gama de sintomas inducidos por Ca.
Liberibacter solanacearum en campo complica la toma de fotos y su evaluacién con el
software no es posible, ya que de cada parcela se realizan observaciones de muchas plantas,
por lo tanto capturar de manera individual cada foto implica demasiado tiempo y poca
exactitud, ademas que conforme avanza el ciclo de cultivo las plantas empiezan a juntarse con
otras circundantes complicando este sistema. Este programa puede considerarse como una
opcion de sistema de entrenamiento previo para evaluadores, con la finalidad de obtener

mayor exactitud y precision por parte de éstos.

La introduccién de Ca. Liberibacter solanacearum en México es incierta, la enfermedad se
reportd desde el 2009, mientras que la presencia del insecto vector B. cockerelli asociado con
su diseminacion ha sido reportada en ese lugar desde 1947 (Plesch, 1947, citado por Vega et

al., 2008) tiempo antes de considerar a la bacteria potencialmente perjudicial en solanaceas.

En la actualidad el control de Ca. Liberibacter solanacearum en el cultivo de papa se ha
enfocado al manejo del vector B. cockerelli, debido a que las liberibacter son bacterias que se
encuentran limitadas al floema su medio de diseminacion entre plantas es mediante injerto y
via insectos vectores (Bové, 2006). Los resultados obtenidos en la presente investigacion
sugieren la posibilidad de que el ingreso de esta bacteria en la region de Yurécuaro fue

mediante semilla y que esta puede ser un factor que esté contribuyendo a su diseminacion en
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la localidad. Los sintomas de la enfermedad se observaron aun antes de que se detecto la
presencia del insecto vector, por consiguiente es de suma relevancia determinar el papel que
tiene la semilla como fuente de diseminacién ya que de acuerdo con Schuster y Coyne
(citados por Orvin y Hinkle, 1976) las bacterias pueden entrar a las semillas a través del
sistema vascular, viajar hacia del tubo germinativo de los granos del polen, el hilo de las
semillas maduras, e invadir la sutura dorsal de la semilla, posteriormente migrar hacia el
funiculo a traves del rafe, pasar a la cubierta de la semilla y ahi alojarse por largos periodo de
tiempo. Por lo tanto, entre las medidas fitosanitarias que podrian ayudar a manejar el
problema deberia considerarse el uso de semilla libre de Ca. Liberibacter solanacearum. La
presencia de la bacteria en semilla estaria constituyendo la fuente de inéculo primario en
vivero. Por otro lado en campo se debe realizar un manejo integrado de B. cockerelli para
evitar la dispersion de la enfermedad en la parcela. En ausencia del cultivo de chile, el
insecto vector tiene otras plantas como hospedantes alternos, de modo que Ca. L. s. podria
sobrevivir en estas plantas. Se ha reportado la presencia de esta bacteria en Solanum

betaceum, y Physalis peruviana (Liefting et al., 2009).
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VI.CONCLUSIONES

e EIl modelo epidemioldgico al que se ajusta Ca. Liberibacter solanacearum, es

Logistico.

e Candidatus Liberibacter solanacearum se transmite por semilla en el cultivo de chile.
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ANEXO
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9.1.- Modelos de analisis temporal de la epidemia en la parcela 2 Javier Rico.

a) Modelo logistico.

Cuadrante Formula ¥ rL (sig) SME

y=1/{1+exp [-a+kt]}

Incidencia y=1/(1 +exp (-0.088221+ 0.965566 (t))) 0.9920 < 0.0001 0.000773
Promedio

Severidad y=1/(1 +exp (-0.159644 + 0.854686 (t))) 0.9863 < 0.0003 0.000981
Promedio

R? coeficiente de determinacion; rL, estimador de tasa de modelo logistico; SME, suma de cuadrados
de error.

b) Modelo Gompertz

Cuadrante Formula 2 kg (sig) SME

y=exp{-a exp (-kt)}

Incidencia  y=exp(-0.027078 exp ((-0.715024)t)) 0.9897 0.0002 0.00100
Promedio
Severidad  y=exp(-0.095789 exp ((-0.659119)t)) 0.9686 0.0012 0.00224
Promedio

R? coeficiente de determinacion; kg, estimador de tasa de modelo gompertz; SME, suma de
cuadrados de error.
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c) Modelo Exponencial

Cuadrante Formula ¥ rE (sig) SME

y=yo*exp (rE*t)

Incidencia y=0.281623*exp (0.225036*t) 0.8486 0.0096 0.0147
Promedio
Severidad y=0.367999*exp (0.180845*t) 0.8754 0.0055 0.00890
Promedio

R? coeficiente de determinacion; rE, estimador de tasa de modelo exponencial; SME, suma de
cuadrados de error.

d) Modelo Monomolecular

Cuadrante Formula ¥ M (sig) SME

y=1.-(1-yo)*exp (-rM*t)

Incidencia  y=1.-(1-(-0.36698))*exp (-0.47781*t) 0.9623 0.0013 0.00365
Promedio
Severidad  y=1.-(1-(-0.1487))*exp (-0.487109*t) 0.9374 0.0037 0.00447
Promedio

R? coeficiente de determinacién; rM, estimador de tasa de modelo monomolecular; SME, suma de
cuadrados de error.
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