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CAPITULO |

IDENTIFICACION DE ESPECIES DE Lasiodiplodia (BOTRYOSPHAERIACEAE)
EN LIMA Persa (Citrus latifolia Tanaka) EN MORELOS, MEXICO.

Resumen

Durante el mes de agosto del 2015 en el estado de Morelos, México, en plantaciones
de lima Persa se observaron sintomas de muerte descendente de ramas, gomosis y
formacion de cancros. Con el propdsito de identificar morfoldgica y molecularmente el
agente causal, se muestrearon 46 arboles de cinco a ocho afios de edad, en 46
huertas de los municipios de Tlaltizapan, Ayala, Coatlan del Rio y Jantetelco. Se
hicieron aislamientos, pruebas de patogenicidad y caracterizacion morfologica del
patdogeno, ademas se identificaron las especies mediante PCR utilizando los
cebadores ITS5 / ITS4 y se construyd un arbol filogenético bayesiano con
agrupamiento de clados. Los resultados permitieron diferenciar de 16 aislados, cuatro
clados y tres especies, correspondientes al género Lasiodiplodia, diferencidndose
entre estas a L. citricola, L. pseudotheobromae y L. theobromae. Las secuencias
fueron depositadas en el GenBank, como nuevos reportes de patdgenos fungosos en

lima Persa para el Estado de Morelos.

Palabras claves: Citrus latifolia; Diagndstico; Citricos; Muerte desendente.



IDENTIFICATION OF Lasiodiplodia (BOTRYOSPHAERIACEAE) SPECIES ON
PERSIAN LIME (Citrus latifolia Tanaka) IN THE MORELOS STATE, MEXICO

Abstract

During the month of August 2015 in the state of Morelos, Mexico, in plantations of
Persian lime, symptoms of branch dieback, gummosis and canker formation were
observed. With the purpose of morphologically and molecularly identifying the causal
agent, 46 trees from five to eight years of age were sampled in 46 orchards of the
municipalities of Tlaltizapan, Ayala, Coatlan del Rio and Jantetelco. Isolates,
pathogenicity tests and morphological characterization of the pathogen were made,
and the species were identified by PCR using the ITS5 / ITS4 primers and a Bayesian
phylogenetic tree with grouping of clades was constructed. The results allowed to
differentiate from 16 isolates, four clades and three species, corresponding to the
genus Lasiodiplodia, differentiating between these to L. citricola, L. pseudotheobromae
and L. theobromae. The sequences were deposited in the GenBank, as new reports
of fungal pathogens in Persian lime for the State of Morelos.

Key words: Citrus latifolia; Diagnosis; Citrus; Dieback.



1.1. Introduccidon

La produccion de citricos en México, en especial de lima Persa (Citrus latifolia) se ha
orientado al consumo fresco, hoy en dia es el lider en la exportacion de la fruta a
escala mundial (Schwentesius y Gomez, 2005). La produccién nacional en el 2016,
fue de 5.75 millones de toneladas con un valor de 16,781 millones de pesos, para ese
afo la superficie sembrada de citricos fue de 533,749 ha, de las cuales 180,252 ha
fueron de limén mexicano (Citrus aurantifolia (Christm) Swing), 178,877 ha de toronja
(Citrus paradisi Macf.) y 335,610 ha de naranja Valencia (Citrus sinensis (L.) Osbeck),
(SIAP, 2017).

En el estado de Morelos en el 2010 se tenian huertas de citricos establecidas en 28
de los 33 municipios, con 1000 ha de superficie sembrada, con alta produccion y
calidad de exportacion. Actualmente se cuenta con una superficie establecida de 612
ha, en 17 municipios, donde destaca el limén y la naranja Valencia con 32 'y 66 % de
la superficie total, y un rendimiento de 12.11 y 7.76 t ha respectivamente, siendo
ambas especies las de mayor importancia econdémica, el resto de la superficie esta
compuesta por otros citricos (CESVMOR, 2018; SIAP, 2017).

El Comité de Sanidad Vegetal del estado de Morelos, debido a la baja produccion y
disminucién del area sembrada, recomendaba aplicaciones de fungicidas especificos
contra la gomosis, causada por Phytophthora spp, debido a la coincidencia de
sintomas en los arboles, como la formacién de cancros, pudricion de la fruta, gomosis,
muerte regresiva y descendente de las ramas, sin embargo, no se lograban resultados
satisfactorios. Los sintomas anteriores también son causados por las especies del
género Lasiodiplodia (Abdollahzadeh et al., 2010).

El reporte méas antiguo encontrado sobre Lasiodiplodia spp., fue realizado por Alvarez
(1976) afectando el cultivo de cacao (Theobroma cacao). También se ha encontrado

causando distintas enfermedades en varios cultivos principalmente fruticolas.



Mufioz et al. (2015), reportaron que las especies de Lasiodiplodia eran muy comunes
en los tropicos, causando varias enfermedades en las plantas, tanto en las etapas de
cultivo como en postcosecha y que su actividad celulolitica permitia la penetracion y
colonizacion de la planta de manera similar a la de un hongo que causa pudricién
blanda, utilizando el almidon y otros sacaridos presentes en el sustrato inicial de la
madera. La etiologia de esta enfermedad es crucial para estudios epidemiolégicos y
para una mejor comprension de la distribucion e importancia de este hongo, asi como

para el establecimiento de estrategias y tratamientos de control efectivo.

La mayoria de las descripciones de este fitopatbgeno se han basado en sus
caracteristicas morfologicas y es a partir de la década pasada que se ha
complementado la identificacion con técnicas de biologia molecular. Varela et al.
(2013), lo describen como el agente causal de la muerte de plantas de naranjo agrio
injertadas con diferentes especies de citricos en viveros, de la muerte de ramas en
arboles de limén mexicano, lima persa y de la pudricion del pedunculo en frutos de

naranja.

Estudios realizados por Phillips et al. (2013), indican que, debido a la presencia
cosmopolita, el amplio nimero de huéspedes y la variabilidad morfolégica de este
hongo, existen varias especies cripticas, las cuales estan separadas por el tamafio y
forma del conidio, afectando las plantaciones citricolas en México. Por tal motivo el
objetivo fundamental del trabajo fue aislar, identificar y diagnosticar molecularmente,
el agente causal de la muerte descendente de ramas y gomosis en arboles de lima
Persa en el Estado de Morelos.



1.2. Materiales y métodos

1.2.1. Lugar del estudio

El estudio se realizé durante el mes de agosto del 2015, en el estado de Morelos,
México, ubicado geograficamente a los 22°51'43" de latitud Norte y 102°36'38"
longitud Oeste y a una altura sobre el nivel del mar de 2 309 m, en huertas comerciales
de lima Persa con edades de cinco a ocho afos.

Las plantaciones evaluadas se ubican en los municipios de Tlaltizapan, Ayala, Coatlan
del Rio y Jantetelco. Para lo cual fueron considerados productores registrados en el
padréon del Comité Estatal de Sanidad Vegetal del Estado de Morelos.

1.2.2. Colecta del material biol6gico

El muestreo en las plantaciones se realizd aplicando la metodologia propuesta por
Acosta et al. (2012). Se colectaron 46 muestras, procedentes de ramas primarias,
secundarias y troncos de arboles, con sintomas de exudacién de goma, cancros,
manchas negras (picnidios) y muerte descendente en las ramas, las que fueron
transportadas en bolsas de polietileno y conservadas en refrigeracién a 6 °C hasta su
procesamiento en el laboratorio de Fitopatologia de la Escuela de Estudios Superiores
de Xalostoc de la UAEM (EESuX-UAEM).

1.2.3. Aislamiento del hongo

Cada muestra fue seccionada en fracciones de 0.5 cm?, considerandose la zona de
avance de la pudricién o necrosis. Los fragmentos se desinfestaron por inmersién en
una solucion de hipoclorito de sodio al 2 % por 2 min y se realizaron tres lavados con
agua destilada estéril por 2 min cada uno, se secaron en papel de filtro estéril para

eliminar el exceso de agua. Posteriormente se colocaron cuatro fragmentos de tejido
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por caja Petri, que contenian medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA), previamente
elaborado. Después de sembradas las cajas Petri con las fracciones de tejido enfermo,
se incubaron bajo luz blanca a + 24 °C durante tres dias. Una vez que se obtuvo el
crecimiento del patégeno, se procedié a su purificacion. Los cultivos puros se

obtuvieron sembrando puntas de hifas, en PDA, con agujas de pino esterilizadas.

Los aislados monosporicos, fueron resembrados en medio de cultivo jugo V8-Agar
(Ortiz, 1996), y luego almacenados en tubos de ensayo con medio papa dextrosa agar
(PDA) cubiertos con aceite (Crous et al., 2006).

1.2.4. Identificacién y caracterizacion morfoldgica de los aislados

La identificacidn de los aislados se realiz6 con la ayuda de las claves y descripciones
taxondémicas de Phillips et al. (2013), basado en las caracteristicas morfolégicas de
las ascosporas, estados conidiales, pigmentacion, grosor de la pared y forma de los
conidios, dimensiones, septacion, presencia de parafisis en los conidiomas y
estriaciones. La observacion se llevd a cabo con un microscopio 6ptico de campo

claro, modelo Olympus®.

1.2.5. Pruebas de patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad se realizaron cumpliendo con, los postulados de Koch

y siguiendo la metodologia descrita por Agrios (2005).

La inoculacion se realizé en plantas certificadas de lima Persa de un afio de edad a
una altura de 15 cm del nivel del suelo. Los tallos fueron desinfestados con hipoclorito
de sodio al 1.5 % y lavados con agua destilada estéril. Posteriormente con un bisturi
se realizo una incision a la corteza del tallo, de aproximadamente 7 mm. Después se
cortaron discos de 0.5 cm, de medio de cultivo con crecimiento micelial, con una aguja

de diseccidon de cada una de las cepas con edad de 7 dias. La inoculacion se realizd



mediante la colocacion de micelio con medio de cultivo en las aberturas de los tallos,
el testigo solo recibi6 medio de cultivo sin crecimiento micelial. Para favorecer la
infeccion, el area de inoculacién se cubrié con algodén humedecido con agua

destilada estéril y se resguardd con Parafilm®.

Las plantas fueron etiquetadas individualmente y mantenidas bajo condiciones a
campo abierto. Se realizaron evaluaciones visuales cada 15 dias durante 3 meses,

tomando en cuenta la evolucion de los sintomas.

Al detectar los sintomas de la enfermedad, se procedio a hacer el aislamiento, con el
fin de observar las caracteristicas del hongo desarrollado en las cajas Petri antes de
hacer la inoculacion. Se compararon las caracteristicas morfolégicas del hongo
inoculado, los sintomas que presentaron las plantas inoculadas, periodo de incubacion

y dafio del tejido.

1.2.6. ldentificacion molecular

La identificacion molecular se realiz6 mediante la Reaccibn en Cadena de la
Polimerasa (PCR), en el laboratorio de Fitopatologia del Centro Nacional de
Investigacion Disciplinaria en Conservacion y Mejoramiento de Ecosistemas

Forestales, Coyoacéan, Ciudad de México, México.

La extraccion del ADN gendmico se llevd a cabo empleando el método AP descrito
por (Sambrook y Russell, 2012), utilizando el micelio del cultivo monospérico de los
aislamientos obtenidos. La calidad del mismo se evalu6 por electroforesis horizontal
en gel de agarosa 1% (Ultrapure, Gibco, USA) y las bandas se visualizaron en un
transiluminador (Gel Doc 2000, BIO RAD®, USA). La concentracion de ADN se

cuantificd con un espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific®).



Los cebadores empleados para la identificacion molecular de los hongos fueron ITS5
(TCC GCT TAT TGA TAT GC) e ITS4 (GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G) de los
genes ribosomales (rDNA).

El andlisis de las muestras finalmente fue corroborado con aplicacién de la Reaccién
en Cadena de la Polimerasa (PCR) segun el protocolo descrito por Ahrens y Seemitiller
(1992), y con modificaciones en los componentes: agua ultrapura estéril (16.25 pl),
solucion amortiguadora TBE 1X (2.5 pL), MgCl2 a 2.5 mM (1.25 uL), dNTPs a 0.2 mM
(0.5 yL), iniciadores universales ITS5 e ITS4 a 20 pmol (1 yL de cada uno), DNA
polimerasa (Promega®) a 1U (0.5 pL) y 80 ng (2 pyL) de ADN gendmico extraido
previamente segun (Sambrook y Russell, 2012).

1.2.7. Andlisis filogenético

Los fragmentos de ADN amplificados por PCR fueron purificados empleando
el kit Wizard (Promega®, USA), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante.
El producto de la PCR purificado fue enviado a secuenciar a Macrogen Inc. (Seoul,
Korea del Sur).

Las secuencias fueron ensambladas y editadas con la opcion CAP (Contig Assembly
Program) del Software BioEdit v7.0.9.1 (Hall, 1999). Las secuencias de hongos fueron
comparadas y depositadas en la base de datos del GenBank (NCBI, 2016).

Los arboles filogenéticos fueron reconstruidos con los datos de las terminaciones de
ITS5 e ITS4, ademés fueron analizados con el software MEGA (Molecular
Evolutionary Genetics Analisys) version 7.0.14 (Swofford, 2003; Tamura et al., 2007),
alineadas con Clustalw 1.8.1 (Thompson et al., 1994) y comparados con las
secuencias de genes homologos depositadas en la base de datos de la National
Center for Biotechnology Information (NCBI, 2016). Después de analizar la
congruencia entre los conjuntos de datos, se hizo un analisis de maxima parsimonia

(MP), se realizaron los analisis filogenéticos en PAUP (Phylogenetic Analysis Using
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Parsimony) version 4.0b10 (Swofford, 2002), los arboles parsimoniosos se obtuvieron
con la funcién de busqueda heuristica con 1000 repeticiones de adicién aleatoria,
biseccion y reconstruccion de arboles (TBR) como algoritmo de intercambio de ramas
y los espacios o datos faltantes fueron considerados deleciones completas. Los
niveles de confianza de los puntos de ramificacion de arboles fueron determinados
mediante el andlisis de bootstrap con 1000 repeticiones (Kimura, 1980; Felsenstein,
1985; Hillis y Bull, 1993). La secuencia HQ231345 de Phoma tracheiphila de GenBank

se utilizé como el taxon fuera de grupo.

1.3. Resultados y discusién

1.3.1. Identificacién y caracterizacion morfolégica de los aislados

De los 46 arboles muestreados de lima Persa, se obtuvieron 16 aislados procedentes
de los sintomas observados en ramas primarias y secundarias con muerte
descendente y exudacion de goma. Solo tres de ellos fueron identificados
morfolégicamente segun las claves taxondmicas reportadas por Phillips et al. (2013).
En la observacién al microscopio éptico, se identificaron colonias con crecimiento de
micelio gris ahumado, luego gris olivo a gris verdoso a azul pizarra oscuro y la
presencia de picnidios a los 30 dias de incubacién. Asi como conidios producidos y
formados por una sola célula, de forma ovalada, hialinos y de doble pared con 17- 26
X 12 ym de tamafo en la inmadurez. En la madurez los conidios mostraron una
coloracion marrén oscura, dos células y estriaciones con 18-28 x 11-16 um de tamafio,
lo cual coincide con estructuras reproductivas asexuales del género Lasiodiplodia,
pared verruculosa <2 ym, 1-septo con estriaciones longitudinales, lo que concuerda

con lo reportado por Phillips et al. (2013).

Resultados similares fueron obtenidos por Slippers et al. (2004) y Alves et al. (2008),

logrando colonias en medio de cultivo moderadamente densas, con micelio aéreo que



inicialmente fueron blancas tornandose gris-olivo a los 7 dias hasta llegar a un color

azul pizarra oscuro.

Damm et al. (2007) y Netto et al. (2014) confirmaron que la principal caracteristica que
distingue al género Lasiodiplodia de otros géneros cercanamente relacionados es la
presencia de picnidios, parafisos y estriaciones longitudinales en conidios maduros, lo

cual coincide con lo observado en este estudio.

Las dimensiones de los conidios y los parafisos, concuerdan con las planteadas por
Pitt y Hocking (2009), Phillips et al. (2013) y Mufioz et al. (2015) para este género.

Varela et al. (2013) describen a Lasiodiplodia como el agente causal de la muerte de
plantas de naranjo agrio injertadas con diferentes especies de citricos en viveros, de
la muerte de ramas en arboles de limén mexicano y de la pudricion del pedinculo en

frutos de naranja.

La confusion del agente patdgeno se debe a que produce sintomas muy similares a
los que provoca la enfermedad conocida como gomosis, causada por Phytophthora
parasitica, como el escurrimiento de goma, manchas foliares, pudriciones de frutos,
muerte regresiva, cancros y la muerte de arboles, todos estos asociados a diversas

especies de hongos de la familia Botryosphaeriaceae (Mufioz et al., 2015).

Debe sefalarse que hasta la fecha no habia sido informada esta enfermedad para el
estado de Morelos sobre lima Persa, razones que justificarian la inefectividad de su

manejo en campo.

Derivado del muestreo, se identificaron y caracterizaron morfolégicamente tres
especies dentro del género Lasiodiplodia. La primera mostro colonias con conidiéforos
ausentes, células conidiogenas holoblasticas, discretas, hialinas, lisas, de pared
delgada, cilindricas, proliferando recurrentemente con 1-2 anillos, 11-16 x 3-5 pm.

Conidios inicialmente hialinos, sin septas, elipsoide a ovoide, con contenido granular,
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ambos extremos redondeados ampliamente, pared <2 pm, pigmentada, verruculosa,
ovoide, 1-septado con estriaciones longitudinales, correspondientes a la especie L.

citricola (Figura 1.1).

Figura 1. 1. Rama de lima Persa en camara humeda (A), cepa aislada de 5 dias de
edad (B), formacion de picnidios después de 7 dias en camara humeda (C), picnidio
y conidio de L. citricola (D) (10X) y corte de picnidio mostrando parafisos, conidio en

crecimiento e inmaduro (E) (100X).

Otra de las especies identificadas y caracterizadas fue L. pseudotheobromae,
observandose conidios elipsoidales, apices y bases redondeadas, mas anchas en su

parte media a dos tercios superiores, de paredes gruesas, hialinas y sin septos.

La tercera especie correspondio a L. theobromae, observandose células conidiégenas
hialinas, de pared delgada, lisas, cilindricas a sub-obpiriformes, holoblasticas,
discretas, determinadas o indeterminadas y proliferantes por una o dos anillas
distintas, o proliferando al mismo nivel, dando lugar a espesamientos periclinales, el
conidio es subovoide a elipsoide ovoide, apice redondeado ampliamente, afilando a la
base truncada, mas ancho en el tercio medio a tercero superior, paredes gruesas,
contenido granular, inicialmente hialino y aseptado, permaneciendo hialino durante
mucho tiempo, llegando a ser marron oscuro y 1-septado solamente. Luego produce
la descarga de los conidiomas, con depdsitos de melanina en la superficie interior de
la pared dispuesta longitudinalmente dando una apariencia estriada a los conidios.

L. pseudotheobromae es una especie hermana de L. theobromae y recientemente se
ha descrito en cultivares de Acacia, Citrus aurantium, Coffea, Gmelina y Rosa (Alves

11



et al., 2008). Se ha reportado en diferentes especies del género Citrus, pero hasta el

momento no se habia reporta en lima Persa (C. latifolia).

Slippers y Wingfield, 2007, citado por Phillips et al., 2013, reportaron estos
fitopatdgenos como especies endofitas, que se encuentran en los huertos comerciales

de citricos en México.

1.3.2. Pruebas de patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad realizadas en las plantas certificadas de lima Persa,
revelaron gque los hongos aislados en este estudio son patdégenos para este cultivo,
observandose los primeros sintomas a los 22 dias después de la inoculacion (DDI),
confirmandose que las especies del género Lasiodiplodia identificadas estan
asociadas a esta enfermedad y que son capaces de ocasionar clorosis en las hojas,
muerte descendente de ramas primarias y secundarias, formacion de cancros y

exudaciéon de goma.

Las hojas de arboles enfermos se tornaron amarillentas y cloréticas, a diferencia de
las hojas del testigo. Estos sintomas se hicieron mas notorios en algunos arboles,
ademas los tallos presentaron agrietamientos de color café. En las plantas sin inocular

no se observaron dafios caracteristicos, los tallos fueron sanos y cortes limpios.

A los 29 DDI, los arboles mostraron hojas con clorosis muy marcada en el nervio
central, mientras que las plantas sanas continuaron con tallos limpios sin dafio y hojas

verdes y sanas.

A los 36 DDI se apreciéo una clorosis muy marcada con respecto a las demas
observaciones, encontrdndose hojas muy amarillentas, pero poco enrolladas, y la
formacion de una herida en la base del tallo (pudricion) de algunas plantas. A los 42

DDI algunos arboles mostraron la formacion de un cancro bien definido en la base del
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tallo. Los arboles sin inocular no evidenciaron sintomas de ninguna enfermedad y se

mantuvieron sanos hasta el final de las evaluaciones.

Algunos investigadores como Moriwaki et al. (2003), reportaron que el uso de las
pruebas de patogenicidad y caracteristicas morfolégicas permiten separar
taxonomicamente las especies del género Lasiodiplodia. Estos resultados demuestran
la importancia y actual vigencia de las herramientas tradicionales en la separacion de

especies en la taxonomia de hongos.

Siendo muy importante sobre todo para los productores de lima Persa, ya que son los

gue exportan en gran parte esta fruta para el mercado estadounidense.

Los estudios morfolégicos y las secuencias de ITS mostraron a las mismas especies

de Lasiodiplodia utilizadas para la inoculacion.

1.3.3. Identificacion molecular

Los estudios realizados por PCR empleando los cebadores ITS5 / ITS4 en la
identificacion molecular de las especies, ofrecieron como resultado la amplificacion de
fragmentos de ADN de 500 pb, obtenido a partir de micelios fungicos de las muestras

para todos los aislados (Figura 1. 2).

El analisis de secuencia mostr6 que los hongos corresponden a las especies L.
citricola, L. pseudotheobromae y L. theobromae. Sin embargo, no se lograron alinear
13 de los aislamientos obtenidos, pertenecientes al género Lasiodiplodia spp., 1o que

indica que existe la posibilidad de que correspondan a nuevas especies.
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Figura 1. 2. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la PCR obtenidos
del ADN ribosomal en los aislamientos de Lasiodiplodia spp, con los cebadores ITS 4
e ITS 5. M (Marcador de PM 2 Kb ladder), carriles1-16 DNA de muestras obtenidas
con crecimiento miceliar y pruebas de patogenicidad banda 500 pb, carril 17. Control
interno (Champifion), carril 18 (Control negativo C™) planta sana, carril 18 (Marcador
PM 100 pb ladder).

Estos resultados sugieren que estas especies que prevalecen en las huertas de
citricos constituyen una amenaza a la calidad de las plantaciones por lo que se deben
implementar tratamientos de control adecuados. Siendo un problema de gran
importancia econémica en la region, debido a la alta susceptibilidad de los limones a

esta enfermedad (Timmer et al., 2002).

Los marcadores moleculares se han empleado recientemente para examinar genes 'y
genotipos, modos reproductivos y especiacion de un niumero de hongos, incluyendo

Botryosphaeria spp. y sus anamorfos (Burgess et al., 2006).
Otros estudios de diversidad genética afirman que las dos especies cripticas de
Lasiodiplodia (L. theobromae y L. pseudotheobromae), no han sido encontradas y

estudiadas en el mismo huésped por lo que no se ha podido establecer si en algun
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momento ocurrid alguna hibridacion entre ambas (Begoude et al., 2010). Por otro lado
Al-Sadi et al. (2013), encontraron un moderado nivel de diversidad genética en
poblaciones de tres especies de Lasiodiplodia provenientes de distintos huéspedes y
origenes geograficos, y un alto nimero de genotipos no especificados.

Las 15 secuencias obtenidas fueron depositadas en GenBank con numeros de
accesos para: Lasiodiplodia citricola (KY271187), Lasiodiplodia pseudotheobromae
(KY284596), Lasiodiplodia theobromae (KY284589, KY284587) y Lasiodiplodia spp.
(KY284584, KY284595, KY284594, KY290890, KY284592, KY284593, KY284588,
KY284591, KY284586, KY284585 y KY284590) respectivamente.

1.3.4. Analisis filogenético

El arbol filogenético obtenido del analisis del ADN de los 16 aislamientos del
género Lasiodiplodia se presenta en la Figura 1. 3. Los arboles obtenidos estaban

arraigados a Lasiodiplodia spp., L. citricola, L. pseudotheobromae y L. theobromae.

En el analisis bayesiano, la posicién de los clado de las especies de Lasiodiplodia en
relacion entre si fueron diferentes, pero dentro de cada especie la topologia era similar
al arbol de maxima parsimonia (TreeBASE 11035). En este estudio se identificaron

cuatro clados, cada uno correspondiente a una especie diferente de Lasiodiplodia.
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Figura 1. 3. Arbol filogenético basado en el analisis bayesiano y méxima parsimonia

utilizando los primer ITS5 e ITS 4.
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Cuadro 1. 1. Lista de las secuencias ensambladas (ITS5 /ITS4), del producto de PCR,

con su numero de acceso del GENBANK (NCBI), obtenidas de los 16 aislamientos de

tallo, ramas (primarias y secundarias) y raiz de limén Persa (Citrus latifolia) de varios

municipios del Estado de Morelos.

NO.
SECUENCIA

ACCESO
GENBANK

ESPECIE

SECUENCIAS ENSAMBLADAS ITS5/1TS4

1

KY284584

KY284590

KY284585

KY284586

KY284589

Lasiodiplodia sp.

Lasiodiplodia sp.

Lasiodiplodia sp.

Lasiodiplodia sp.

L. theobromae

>1
AACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTTTCGGGCTTCGGCTCGACTC
TCCCACCCTTTGTGAACGTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTCCGGCCGCCAAAGGACCTTCAAACTC
CAGTCAGTAAACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGG
TTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTA
CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGAATTGGGCACCGTCCTCATTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGC
GGTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCC
GGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAG
CATATC

>2
TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTTTCGGGCTTCGGCTCGACTCTCCCACC
CTTTGTGAACGTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTCCGGCCGCCAAAGGACCTTCAAACTCCAGTCAGT
AAACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCA
TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCT
TTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTC
AAGCTCTGCTTGGAATTGGGCACCGTCCTCATTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGCT
GTTCAGCCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCCGGACGAA
CCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATC
>3
CGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTTTCGGGCTTCGGCTCGA
CTCTCCCACCCTTTGTGAACGTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTCCGGCCGCCAAAGGACCTTCAAA
CTCCAGTCAGTAAACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCT
TGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAA
TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCA
TTACAACCCTCAAGCTCTGCTTGGAATTGGGCACCGTCCTCATTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTC
GGCGGTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCC
CGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAAC
TTAAGCATATC

>4
CAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTTTCGGGCTTCGGCTCGACTCTC
CCACCCTTTGTGAACGTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTCCGGCCGCCAAAGGACCTTCAAACTCCA
GTCAGTAAACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTT
CTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATC
GAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACA
ACCCTCAAGCTCTGCTTGGAATTGGGCACCGTCCTCATTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGCGG
TGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCCGG
ACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCA
TT

>5
CAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTTTCGAGCTCCGGCTCGACTCTC
CCACCCTTTGTGAACGTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTCCGGCCGCCAAAGGACCTTCAAACTCCA
GTCAGTAAACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTT
CTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATC
GAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACA
ACCCTCAAGCTCTGCTTGGAATTGGGCACCGTCCTCACTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGCG
GTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCCG
GACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGC
AATCA
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SECUEN

NO.

CIA

ACCESO
GENBANK

ESPECIE

SECUENCIAS ENSAMBLADAS ITS5/1TS4

10

11

KY271187

KY284591

KY284588

KY284593

KY284587

Sin acceso

L. citricola

Lasiodiplodia sp

Lasiodiplodia sp

Lasiodiplodia sp

L. theobromae

Fusarium sp

>6
GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTTTCGGGCTTCGGCTCGAC
TCTCCCACCCTTTGTGAACGTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTTCGGCCGCCAAAGGACCTTCAAACT
CCAGTCAGTAAACGCAGACGTCTGATAAACAAGTCAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTG
GTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTA
CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGAATTGGGCACCGTCCTCACTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGC
GGTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCC
GGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAG
CATATC

>7
TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTTTCGGGCTTCGGCTCGACTCTCCCACCC
TTTGTGAACGTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTCCGGCCGCCAAAGGACCTTCAAACTCCAGTCAGTA
AACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCAT
CGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT
TGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCA
AGCCCTGCTTGGAATTGGGCACCGTCCTCATTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGCTG
TTCAGCCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCCGGACGAAC
CTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGA

>8
TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTTTCGGGCTTCGGCTCGACTCTCCCACC
CTTTGTGAACGTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTCCGGCCGCCAAAGGACCTTCAAACTCCAGTCAGT
AAACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCA
TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCT
TTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTC
AAGCTCTGCTTGGAATTGGGCACCGTCCTCATTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGCT
GTTCAGCCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCCGGACGAA
CCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATC
>9
AACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTTTCGGGCTTCGGCTCGACTC
TCCCACCCTTTGTGAACGTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTCCGGCCGCCAAAGGACCTTCAAACTC
CAGTCAGTAAACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGG
TTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTA
CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGAATTGGGCACCGTCCTCATTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGC
GGTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCC
GGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAG
CATAC

>10
CAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTTTCGAGCTCCGGCTCGACTCTC
CCACCCTTTGTGAACGTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTCCGGCCGCCAAAGGACCTTCAAACTCCA
GTCAGTAAACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTT
CTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATC
GAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACA
ACCCTCAAGCTCTGCTTGGAATTGGGCACCGTCCTCACTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGCG
GTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCCG
GACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGC
ATATC

>11
AACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTATACAACTCATCAACCCTGTG
AACATACCTATAACGTTGCCTCGGCGGGAACAGACGGCCCCGTAACACGGGCCGCCCCCGCCAGA
GGACCCCCTAACTCTGTTTCTATAATGTTTCTTCTGAGTAAACAAGCAAATAAATTAAAACTTTCAACA
ACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTT
CGAGCGTCATTACAACCCTCAGGCCCCCGGGCCTGGCGTTGGGGATCGGCGGAAGCCCCCTGCG
GGCACAACGCCGTCCCCCAAATACAGTGGCGGTCCCGCCGCAGCTTCCATTGCGTAGTAGCTAACA
CCTCGCAACTGGAGAGCGGCGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGAAT
CAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATC
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NO.
ACCESO
SECUEN ESPECIE SECUENCIAS ENSAMBLADAS ITS5/1TS4
GENBANK
CIA

12 KY284596 L >12
pseudotheobrom GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTTTCGGGCTTCGGCTCGAC

ae TCTCCCACCCTTTGTGAACGTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTCCGGCCGCCAAAGGACCTCCAAAC

TCCAGTCAGTAAACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT
GGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAAT
CATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCAT
TACAACCCTCAAGCTCTGCTTGGAATTGGGCACCGTCCTCACTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCG
GCGGTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTTGGAGTGGTTGGCGTCGCCCG
CCGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTA
AGCATATA

13 KY284592 Lasiodiplodia sp >13
GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTTTCGGGCTTCGGCTCGAC
TCTCCCACCCTTTGTGAACGTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTCCGGCCGCCAAAGGACCTTCAAACT
CCAGTCAGTAAACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTG
GTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTA
CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGAATTGGGCACCGTCCTCATTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGC
GGTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCC
GGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAG
CATAC

14 KY290890 Lasiodiplodia sp >14
AACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTTTCGGGCTTCGGCTCGACTC
TCCCACCCTTTGTGAACGTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTCCGGCCGCCAAAGGACCTTCAAACTC
CAGTCAGTAAACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGG
TTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTA
CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGAATTGGGCACCGTCCTCATTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGC
GGTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCC
GGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAG
CATAT

15 KY284594 Lasiodiplodia sp >15
TGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTTTCGGGCTTCGGCTCGA
CTCTCCCACCCTTTGTGAACGTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTCCGGCCGCCAAAGGACCTTCAAA
CTCCAGTCAGTAAACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCT
TGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAA
TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCA
TTACAACCCTCAAGCTCTGCTTGGAATTGGGCACCGTCCTCATTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTC
GGCGGTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCC
CGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAAC
TTAAGCATTC

16 KY284595 Lasiodiplodia sp >16
CAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTTTCGGGCTTCGGCTCGACTCTC
CCACCCTTTGTGAACGTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTCCGGCCGCCAAAGGACCTTCAAACTCCA
GTCAGTAAACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTT
CTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATC
GAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACA
ACCCTCAAGCTCTGCTTGAAATTGGGCACCGTCCTCATTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGCGG
TGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCCGG
ACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCA
TAC

Estos fueron: Clado 1 (Lasiodiplodia spp.), Clado 2 (L. citricola), Clado 3 (L.
pseudotheobromae) y Clado 4 (L. theobromae).
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Las especies Dothiorella viticola (EF445360) y Phoma tracheiphila (HQ231345) se
encontraron representadas fuera de grupo.

Varios estudios consideran que un soporte superior o igual al 70 % brinda una
informacion confiable sobre el posicionamiento de cada especie en la cladograma

(Arnold et al., 2007), lo cual coincide con los resultados obtenidos en el trabajo.

En consecuencia, la formacién del arbol permitié la conformacion de agrupaciones,
las cuales nos confirman la presencia de tres nuevas especies del género

Lasiodiplodia afectando las plantaciones de lima Persa en el estado de Morelos.

1.4. Conclusiones

A partir de los sintomas presentes en plantaciones de lima Persa, con muerte
descendente y exudacion de goma, procedentes de los municipios: Tlaltizapan, Ayala,
Coatlan del Rio y Jantetelco, en el Estado de Morelos, se obtuvieron 16 aislados, entre
los que se lograron identificar tres especies correspondientes al género Lasiodiplodia
sp., L. citricola, L. pseudotheobromae y L. theobromae, confirmadas por su morfologia,
patogenicidad y andlisis molecular a partir de los genes ITS 5 e ITS 4, con una
distancia genética hasta del 99 %, las que fueron agrupadas en cuatro clados segun

el arbol filogenético y registradas en el GenBank.
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CAPITULO II
INCIDENCIA Y SEVERIDAD DE MUERTE DESCENDENTE (Lasiodiplodia
theobromae, L. citricola, L. pseudotheobromae y Lasiodiplodia spp.)
(BOTRYOSPHAERIALES: BOTRYOSPHAERIACEAE) EN LIMA Persa (Citrus
latifolia Tanaka) EN MORELOS, MEXICO

Resumen

La muerte descendente ocasionada por Lasiodiplodia spp., es una enfermedad que
ataca seriamente la lima Persa, teniendo gran importancia en los huertos que se
cultivan en el Estado de Morelos. El objetivo del trabajo fue evaluar la incidencia y
severidad de la muerte descendente en 46 huertos, con 6 afios promedio de edad.
Las plantaciones evaluadas se ubicaron en los municipios de Amacuzac (7 huertos),
Ayala (4), Coatlan del Rio (9), Cuautla (1), Jantetelco (5), Jonacatepec (1), Puente de
Ixtla (5), Tepalcingo (3) y Tlaltizapan (11). La identificacion del agente patdgeno se
realiz6 en base al andlisis de la morfologia microscépica de sus estructuras
desarrolladas en los tejidos del hospedante y en los aislamientos creciendo en los
medios de cultivo. Se evalud la incidencia en base al nUmero de plantas con sintomas
desde la presencia de gomosis hasta la muerte descendente de ramas. La severidad
fue evaluada con una escala de 3 niveles de severidad, transformandose a porcentaje
de infeccion mediante la férmula de Townsend y Heuberger y analizados mediante
Kruskall Wallis determinando comparacién de medias (a=Tukey). Como resultado se
detect6 en los aislados de campo, sobre lima Persa la presencia de Lasiodiplodia spp.,
confirmandose una incidencia considerable de muerte descendente de ramas. De los
46 huertos evaluados el 78% presenta incidencias que oscilan del 31.83 al 100% y en
mas del 71% presento una severidad que fluctu6 del 30.0 al 100 %. Los huertos que
presentaron menor incidencia y severidad se ubicaron en los municipios de

Amacuzac, Ayala, Coatlan del Rio y Tlaltizapan.

Palabras clave: Lasiodiplodia sp., muerte descendente, Citrus latifolia, incidencia,

severidad.
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INCIDENCE AND SEVERITY OF DIEBACK (Lasiodiplodia theobromae, L.
citricola, L. pseudotheobromae y Lasiodiplodia spp.) (BOTRYOSPHAERIALES:
BOTRYOSPHAERIACEAE) IN LIMA Persa (Citrus latifolia Tanaka) IN MORELOS,
MEXICO

Abstract

The dieback caused by Lasiodiplodia spp., is a disease that seriously attacks the
Persian lime, having great importance in the orchards that are cultivated in the State
of Morelos. The objective of the work was to evaluate the incidence and severity of the
dieback in 46 orchards, with 6 years of average age. The plantations evaluated were
located in the municipalities of Amacuzac (7 orchards), Ayala (4), Coatlan del Rio (9),
Cuautla (1), Jantetelco (5), Jonacatepec (1), Puente de Ixtla (5), Tepalcingo (3) and
Tlaltizapan (11). The identification of the pathogen was made based on the analysis of
the microscopic morphology of its structures developed in the tissues of the host and
in the isolates growing in the culture media. The incidence was evaluated based on
the number of plants with symptoms from the presence of gummosis to the dieback of
branches. The severity was evaluated with a scale of 3 levels of severity, transforming
to percentage of infection by means of the Townsend and Heuberger formula and
analyzed by Kruskall Wallis determining comparison of means (a = Tukey). As a result,
the presence of Lasiodiplodia spp., was detected in field isolates, on Persian lime,
confirming a considerable incidence of branch dieback. Of the 46 orchards evaluated,
78% presented incidences ranging from 31.83 to 100% and in more than 71%
presented a severity that fluctuated from 30.0% to 100%. The orchards that presented
lower incidence and severity were located in the municipalities of Amacuzac, Ayala,

Coatlan del Rio and Tlaltizapan.

Keyword: Lasiodiplodia spp., dieback, Persa lime, Citrus latifolia, incidence, severity.
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2.1. Introduccién

México participa con el 21 % de la produccion total de limas y limones en el mundo,
donde los limones y limas acidas en sus variedades limén mexicano (Citrus
aurantifolia) y lima persa (Citrus latifolia), se obtuvo una produccion de 627.4 miles de
toneladas (FAOSFAT, 2018).

La produccion de lima Persa se ha orientado al consumo en fresco, México ocupa el
segundo lugar a nivel mundial en la produccién de lima Persa y limén mexicano, donde
el 70 % del total se destina al mercado nacional y el resto al mercado de exportacion,
principalmente a los Estados Unidos de América (Schwentesius y Gomez, 2005;
INTAGRI, 2018). La produccién nacional para el 2017 fue de 10.05 millones de
toneladas, con un rendimiento promedio de 17.65 ton /ha, con un valor de la
produccion de 16,781 millones de pesos, para ese afio la superficie sembrada de
citricos fue de 649,023 ha, de las cuales 198,310 ha fueron de limon, 340,586 ha de
naranja dulce, 20,127 ha de toronja 'y 90,000 ha de lima Persa (SIAP, 2018; INTAGRI,
2018).

En el 2016 se tuvo una produccién de 2,439,477 toneladas de lima Persa, 4.9 % por
arriba de lo alcanzado en 2015 (SIAP, 2017). Los productores mayores de lima persa
son Veracruz (717,014 t), Michoacan (619,612 t) y Oaxaca (263,448 t), Morelos ocupa
el doceavo lugar con una produccion de 3880 t (SIAP, 2018).

En 2010, Morelos contaba con 1000 ha de superficie sembrada, con huertas de
citricos establecidas en 28 de los 33 municipios, con produccion alta y calidad de
exportacion, actualmente se cuenta con una superficie establecida de 612 ha

sembradas, en 17 municipios, de éstas destaca el limoén y la naranja Valencia, con 32
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y 66 % de la superficie total establecida respectivamente, y un rendimiento de 12.11
y 7.76 ton/ha respectivamente, siendo ambas especies las de mayor importancia
econOmica, el resto de la superficie estd compuesta de todos los demas citricos
(CESVMOR, 2018; SIAP, 2018). Se tiene una clara disminucion de la superficie, este
cultivo tiende a tener diversos problemas tanto en raices, tronco, follaje y frutos, siendo
las enfermedades muy comunes en lima Persa (Christensen, 2017). Es importante
destacar que se pensaba que la disminucién de superficie por la muerte de arboles
era ocasionado por enfermedades como la gomosis, la cual se tienen reportes en otros
estados como Colima y Tabasco, que es ocasionada por Phytophthora parasitica
(Vidales, 1982; Acosta et al., 2012), en Tabasco, Acosta et al. (2012), sefialaron a la
gomosis o pudricion del pie, como una de las enfermedades méas importantes, ya que
causaba la muerte de muchos arboles de citricos de pie franco e injertado, provocando

grandes pérdidas y la eliminacion de huertas.

Es importante destacar que las autoridades sanitarias, técnicos profesionales y
productores de citricos del estado de Morelos, venia realizando aplicacion de
productos que controlan a este patdgeno, pero no se veian mejoras en el control.
Mientras coincidentemente Abdollahzadeh et al. (2010) observaron otros sintomas
que podian atribuirse a otros agentes que producian: formacién de cancros, pudricion
de la fruta, muerte regresiva y descendente de ramas, ademas de exudado de goma.
La produccién de gomosis en los cultivos, perenes se conocen tanto especies de
Phytophthora como de otros hongos fitopatégenos de la familia Botryosphaeriaceae,
la cual tiene varios géneros que causan manchas foliares, pudriciones de frutas,
muerte descendente, cancros perennes y finalmente la muerte econdmicamente
importantes cultivos perennes lefiosas y plantas ornamentales, asi como tanto nativa
y especies de arboles forestales introducidas (Burgess et al., 2006; Mohali et al.,
2007).

Estudios recientes citan a especies del género Lasiodiplodia causando enfermedades

en el trépico en cultivos importantes como cacao (Theobroma cacao L.), aguacate
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(Persea americana Mill), papaya (Carica papaya L.), caucho (Hevea brasiliensis
Muell.), chirimoya (Annona cherimola Mill), durazno (Prunus persica (L.) Batsch), cafa
de azucar (Saccharum officinarum L.), uvas (Vitis vinifera L.) y citricos (Picos et al.,
2015). Valle et al. (2017), reportan al menos tres especies del género Lasiodiplodia
(Lasiodiplodia theobromae, L. citricola y L. pseudotheobromae), causando gomosis,
muerte descendente de ramas y la muerte de arboles de lima Persa. Este complejo
de probleméticas nos llevé a plantear el siguiente objetivo: determinar la incidencia y
severidad de la muerte descendentes en plantaciones de limén ‘Persa’ en el Estado

de Morelos.

2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Ubicacion del lugar de estudio

El estudio se realizé en el periodo comprendido entre septiembre del 2014 -agosto
del 2015, en el estado de Morelos, México, ubicado geograficamente a los 22°51'43"
de latitud Norte y 102°36'38" Longitud Oeste y a una altura sobre el nivel del mar de 2

309 m, en huertas comerciales de lima ‘Persa’.

Las plantaciones evaluadas se ubicaron en los municipios de Amacuzac, Ayala,
Coatlan del Rio, Jantetelco, Puente de Ixtla, Tepalcingo y Tlaltizapan. Para lo cual
fueron considerados 46 productores registrados en el padron del Comité Estatal de

Sanidad Vegetal del estado de Morelos (Cuadro 2.1).

2.2.2. Evaluacién de laincidencia

Para llevar a cabo la evaluacion de la incidencia, se utilizé la metodologia propuesta

por Acosta et al. (2012), los cuales realizaron evaluaciones sistematicas, en este caso,
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se seleccionaron cinco hileras de cada huerto a evaluar, el nUmero de arboles por

hilera fue variable, ya que dependia del tamafo del huerto, el nimero de arboles por

huerto oscilo entre 4 a 21 arboles. Por lo que los arboles por huerta oscilaron entre 21

a 50 arboles.

Cuadro 2.1. Huertos de lima Persa en el Estado de Morelos seleccionados para

evaluar incidencia y severidad de la muerte regresiva (Lasiodiplodia spp).

GPS informacién

Huerto  Municipio Localidad i i (M.S.N.M.) Patégeno
Latitud Longitud

1 Tlaltizapan San Rafael 18°65262 -99°03149 1032 Lasiodiplodia sp. y
L. theobromae

2 Tlaltizapan San Rafael 18°63525 -99°0097 1 1003 Lasiodiplodia sp. y
L. theobromae

3 Tlaltizapan San Rafael 18.65635 -99.03722 1053 Lasiodiplodia sp. y
’ ’ L. theobromae

4 Tlaltizapan San Rafael 18.65635 -99.02013 1120 Lasiodiplodia sp. y
’ ' L. theobromae

5 TIaItizapén San Rafael 18.63435 -99.00666 1041 Lasiodiplodia sp. y
’ ’ L. theobromae

6 Tlaltizapan San Rafael 18.65306 -99.02171 1030 Lasiodiplodia sp. y
’ ’ L. theobromae

7 Tlaltizapan San Rafael 18.654 -99.01788 1045 Lasiodiplodia sp. y
) ’ L. theobromae

Jonacatepec  Amacuitlapilco  18.70532 -98.81314 1386 Lasiodiplodia sp. *

Tepalcingo Tepalcingo 18.58512 -08.81215 1149 Lasiodiplodia sp. *

10 Tepalcingo Tepalcingo 18.59631 -08.79999 1167 Lasiodiplodia sp. *

11 Tepalcingo Tepalcingo 18.58512 -08.81215 1149 Lasiodiplodia sp. *

12 Puente de Ixtla El coco 18.591593 -99.30553 880 Lasiodiplodia sp. *

13 Puente de Ixtla El coco 18591521  -99.30902 881 Lasiodiplodia sp. *

14 Puente de Ixtla "El Remolino.ll" 18.61594 -99 307046 941 Lasiodiplodia sp.
Col. Buenos Aires

15  Puente de Ixtla El coco 18.588484  -99.312079 934 Lasiodiplodia sp. *

16 Puente de Ixtla El coco 18.590141  -99.320947 903 Lasiodiplodia sp. *

17 Coatlan del Rio Sta. Margara 01 18.73213 -99.42902 1020 L. pseudotheobromae

18 Coatléan del Rio Sta. Margara 02 18733269 -99430629 1015 L. pseudotheobromae

19 Coatléan del Rio Sta. Margara 04 1873142 -994302 1024 L. pseudotheobromae

20 Coatlan del Rio Lj..clzord.i”era‘ 18.74391 -09.44691 1044 L. pseudotheobromas

ilancingo
21 Coatién del Rio  verene 18.738629  -99.446264 1026 | . omeorome
,Tilancingo
22 Coatléan del Rio San José 01 18.74006 -99.42534 992 L. pseudotheobromae
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GPS informacién

Huerto  Municipio Localidad i i (M.S.N.M.) Patégeno
Latitud Longitud

23 Coatléan del Rio Coatlan del Rio 18.740969 -99.435883 1010 L. pseudotheobromae

24 Coatlén del Rio TilanCingO 18.73635 -99.45361 1067 L. pseudotheobromae

25 Coatlén del Rio Col. Cuauhtémoc 18753323 '99445669 1064 L. pseudotheobromae

26 Amacuzac Amacuzac 18.636870 -99.313958 929 Lasiodiplodia sp.

27 Amacuzac Amacuzac 18.569708 -99.360583 924 Lasiodiplodia sp.

28 Amacuzac Coahuixtla 18.570251 -99.3838 928 Lasiodiplodia sp.

29 Amacuzac Coahuixtla 18.57175 -99.36667 925 Lasiodiplodia sp.

30 Amacuzac Miahuatlan 18.586522 -99.349734 894 Lasiodiplodia sp.

31 Amacuzac Miahuatlan 18.589589 -99.360445 1517 Lasiodiplodia sp.

32 Amacuzac Miahuatlan 18.603453 -99.394064 941 Lasiodiplodia sp.

33 Ayala Tecomalco 18.7599224  98.9909311 1072 Lasiodiplodia sp

34 Ayala Tecomalco 18.7599224  98.9909311 1072 Lasiodiplodia sp

35 Ayala Tecomalco 18.7599224  98.9909311 1072 Lasiodiplodia sp
36 Jantetelco Amayuca 18.71317 -98.79353 1425 L. citricola
37 Jantetelco Amayuca 18.73256 -98.78864 1474 L. citricola

38 Tlaltizapan Santa Rosa 30 18.69429 -99.18177 979 Lasiodiplodia sp. y
L. theobromae

39 Tlaltizapan El Mirador 08, 18.65705 -99.0276 1048 Lasiodiplodia sp. y
San Rafael L. theobromae

40 Tlaltizapan El Tanel 03, San 18.65262 -99.03149 1034 Lasiodiplodia sp. y
Rafael L. theobromae

41 Tlaltizapan San Rafael 18.64943 -99.02406 1015 Lasiodiplodia sp. y
L. theobromae

42 Jantetelco Amayuca. Los 18.73256 -08.78864 1474 Lasiodiplodia sp. y
arenales L. theobromae

43 Cuautla El Polvorin, Santa  18.86543 -98.99383 1308 Lasiodiplodia sp. y
Ménica L. theobromae

44 Jantetelco Chalcatzingo, de 18.68985 -98.76344 1368 Lasiodiplodia sp. y
arriba L. theobromae

45 Jantetelco Chalcatzingo, 18.68974 -98.76773 1361 Lasiodiplodia sp. y
Campo de arriba L. theobromae

46 Ayala Tlayecac, Campo 18.76326 -98.90506 1738 Lasiodiplodia sp. y

Nuevo

L. theobromae
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El porcentaje de incidencia se determind mediante la férmula siguiente:

Donde:
% IE= Porcentaje de incidencia de la enfermedad.
NPE = Numero de plantas enfermas

NTPE = Numero total de plantas evaluadas

2.2.3. Evaluacién de la severidad

Para evaluar la severidad, se utilizé la escala de dafio propuesta por Orozco- Santos,
(1995), modificada por Valle, para poder determinar los porcentajes de dafio
ocasionados por diversas especies de Lasiodiplodia spp. (Cuadro 2.2). fue variable el
namero de arboles por hilera, ya que dependia del tamafio del huerto, el nimero de
arboles por huerto oscilo entre 4 a 21 arboles. Los arboles por huerta oscilaban entre
21 a 50 éarboles.

La severidad se transformo6 a porcentaje de infeccion (% PI), la cual fue calculada,

utilizando la formula Townsend and Heuberger (1943).

La cual es la siguiente:

it x V)

= 100
Categoria mayor * N i

Donde:

Pl = Porcentaje de infeccion.

n = NUumero de plantas en cada categoria
V = Valor numérico de cada categoria

N = NUumero de plantas en muestra
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Cuadro 2.2. Escala utilizada para evaluar la severidad de la muerte descendente en

arboles de lima Persa en el estado de Morelos.

NIVEL DE i .
SEVERTG DESCRIPCION DEL DANO
Arbol sano, son arboles con tronco principal, ramas primarias y
0 secundarias sin presencia de exudaciones gomosas ni cancros.
Con presencia de exudaciones de goma en tronco principal o en ramas
! primarias y secundarias.
Con agrietamiento visible con exposicion de tejidos internos, en tronco
: principal o en ramas primarias y secundarias.
3 Con presencia de cancro bien definido y presencia de cancro bien

definido y muerte descendente de ramas.

2.2.4. Anédlisis estadistico

El porcentaje de incidencia (% IE) e infeccion (% PI), se les aplicaron las pruebas de
normalidad (Shapiro-Wilk) y homogeneidad de la varianza (Levene y Bartlett), como
no se ajustaron a dichos principios se corrié una prueba de estadistica no paramétrica,

utilizando la prueba de Kruskall Wallis.

2.3. Resultados y discusiones

2.3.1. Sintomas observados en campo

Los sintomas caracteristicos que se observaron fueron rajaduras en el tallo,
exudaciones de goma, cancros en la base del tallo, agrietamiento visible con
exposicion de tejidos internos y necrosis descendente en ramas y arboles (Figura 2.1).
La enfermedad descendio a la base de la rama anual e invadi6 las ramas secundarias.

Khanzada et al. (2004), mencionan que, en plantas afectadas, las ramitas nuevas
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comienzan a morir de las puntas hasta llegar a la madera vieja, dando un aspecto
chamuscado a la extremidad, ademas las ramitas verdes jovenes comienzan
marchitdndose primero en la base y luego se extiende hacia afuera a lo largo de las
venas de los bordes de las hojas. La hoja afectada se vuelve marrén y sus margenes
se doblan hacia arriba, se queman y las hojas caen, dejando una rama seca. En
condiciones severas las ramas se secan una tras otra en secuencia, resultando en la

muerte de todo el arbol (Figura 2.1. D).

Figura 2.1. Sintomas caracteristicos de la muerte regresiva en arboles de lima Persa
en el Estado de Morelos. Ay E) Clase 0: Arbol sano; B y F) Clase 1: Exudaciones de
goma; Cy G) Clase 2: Agrietamiento visible con exposicion de tejidos internos; D y H)

Clase 3: Muerte descendente de ramas y cancro bien definido.

En México, Acosta et al. (2012) y Vidales (1982), aislaron a P. parasitica como el
agente causal de la gomosis en las regiones productoras de lima Persa y Naranja
dulce var. Valencia de Colima y Tabasco. De acuerdo a la sintomatologia reportada
para este patdgeno, Romero (1993) menciona que los sintomas de esta enfermedad
pueden apreciarse en el follaje, en el tronco y en las raices. Los arboles enfermos
destacan en el huerto por su follaje amarillento y escaso, muerte de ramitas y pocos
frutos. En el tronco, particularmente en la base, pueden observarse areas necroticas,
café obscuras, cuarteadas y con exudaciéon de goma; con el tiempo la corteza se
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desprende, dejando la madera al descubierto; las raices se secan y arrugan, similar
como cuando hay deficiencia de agua; permanecen firmes pero incapaces de
absorber suficiente agua y minerales para el sostenimiento y desarrollo del arbol, el

cual termina por morir.

Acosta (2008), reporta el dafio de dos formas: Dafio reversible, menciona que los arboles
de semilla, afectados por gomosis, pero aun con posibilidad de recuperacion,
presentan varios niveles de dafio. El dafio més fuerte se manifiesta en limoneros y se
reconoce por medio de una alta proporcion de ramas secas, poco follaje y clorosis
general severa. (Orozco-Santos, 1995). Esta enfermedad en arboles reduce su
rendimiento hasta en 60%. En contraste, aquellos con dafio ligero presentan un solo
sector o una rama con follaje clorético, mientras el resto de arbol presenta un aspecto
normal. Las pérdidas de rendimientos en plantas con dafio ligero se estiman entre 5y
10%. En ambos casos, los arboles pueden o no presentar lesiones en el tronco con
escurrimientos de goma y agrietamientos de corteza. Y el Dafio irreversible, donde los
arboles con este dafio, presentan cancros visibles en tronco y alta proporcién de
ramas muertas. La recuperacion con medios curativos es dificil, por lo que en poco

tiempo mueren. Las pérdidas en rendimientos son del 100%.

Debe sefalarse que hasta la fecha no habia sido informada esta enfermedad para el
estado de Morelos sobre lima Persa, razones que justificarian la inefectividad de su
manejo en campo, dado posiblemente a la confusion con los sintomas producidos por

otro agente (Phytophthora parasitica) que produce gomosis.

La diferencia entre los sintomas y dafios entre estos dos patdgenos, es que
Lasiodiplodia spp., en Lima Persa ocasiona la muerte descendente, algunos autores
le llaman muerte regresiva, y la formacién de puntos negros (picnidios), muy evidentes

al momento de que se va secando la rama.
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2.3.2. Incidencia

Las pruebas de medias de la incidencia de la muerte regresiva separaron 14 grupos,
con diferencias estadisticas entre ellos. En el grupo A se ubicaron los huertos con
mayor porcentaje de incidencia, que fue de 96.75 a 100 %, estos huertos se ubicaron
en los municipios de Jonacatepec (1 huerto), Coatlan del rio (2), Tlaltizapan (2) y
Cuautla (1). En el grupo B se agruparon los huertos con incidencia media a alta, con
porcentajes de 55.43 a 88.18 %, ubicandose en los municipios de Jantetelco (2
huertos), Coatlan del Rio (4), Amacuzac (3), Tlaltizapan (3), Puente de Ixtla (4),
Tepalcingo (3) y Ayala (1). En el grupo H se ubicaron los huertos con incidencias de
23.81 a 49 %, con ubicacion en los municipios de Puente de Ixtla (1 huerto), Jantetelco
(3), Amacuzac (1), Coatlan del Rio (2), Ayala (1) y Tlaltizapan (3). Finalmente, en el
grupo | se tuvieron los huertos que presentaron la menor incidencia de la enfermedad
con 11.97 a 25.45 % y se ubicaron en los municipios de Tlaltizapan (3 huertos), Ayala
(2), Amacuzac (3) y Coatlan del Rio (1) (Cuadro 2. 2.y 2. 3.).

A observarse de la agrupaciéon de los municipios, se observa que se tiene un
porcentaje de incidencia de la enfermedad de alta a media, del 49 al 100%, en todos
los municipios: Jonacatepec, Coatlan del Rio, Cuautla, Amacuzac, Tlaltizapan,
Puente de Ixtla, Tepalcingo, Ayala, Puente de Ixtla, Jantetelco, con 37 de los 46
huertos evaluados, es decir que se observa una clara presencia de la enfermedad en
todo el estado de Morelos, donde se cultiva lima Persa, sin embargo es importante
destacar que en los municipios de Coatlan del Rio y Tlaltizapan estan localizados en
la parte sur-poniente del estado de Morelos, donde predomina un clima calido,
integrado por la prolongacién de la zona de pie de monte. El centro de la entidad
conjuntamente con la montafia sur constituye el 60 % de la superficie estatal; donde
se logran temperaturas medias anuales entre 22- 26°C, temperaturas maximas de 34
°C y lluvias predominantes en los meses de verano e invierno hasta de 900 mm
(INEGI, 2018).
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El municipio con menor porcentaje de incidencia de la enfermedad fue Coatlan del Rio
(11.97 %) y se localiza en sur poniente del estado, colindando con Guerrero y el
Estado de México, caracterizado por un clima subhimedo con lluvias en verano y en
invierno A (W) es el predominante. Podemos encontrar también microclimas como el
subtropical humedo y el caluroso tropical con invierno indefinido. La precipitacion
promedio es de 1,000 milimetros anuales, las temperaturas maximas que se
presentan son de 34°C, la media de 24°C y la minima de 14°C. (Enciclopedias

municipios y delegaciones, 2018).

Estas condiciones meteorolégicas pueden influir en la infeccion y desarrollo de esta
enfermedad. En este sentido, Picos et al. (2015) analizaron los estudios realizados en
México sobre las afectaciones que causO esta enfermedad en la agricultura y
manifestaron que varios investigadores coinciden en que elevados valores de
humedad relativa y de temperatura favorecen la aparicion de este hongo fitopatégeno.
Ademas, plantearon que puede causar importantes pérdidas econdmicas sobre todo
en frutales. También reportan que la fuente principal de infeccion de este patégeno se
da por la presencia de plantas enfermas y restos de poda que quedan tirados en el
campo, ademds, es favorecida por altas temperaturas, lluvias y humedad
proporcionada por el riego, este factor ayuda a que las esporas sean expulsadas fuera
de los picnidios y se acumulen en la atmésfera que rodea el cultivo y suelo
(Muhammad, 2009; Cibrian, 2007, citados en Alvarez, 2015).

Recientemente Lasiodiplodia pseudotheobromae especie similar a L. theobromae, fue
descrita en Acacia, Citrus aurantium, Coffea, Gmelina y Rosa (Alves et al., 2008). Se
ha reportado en diferentes especies del género Citrus, pero hasta el momento no se

habia reportado en lima Persa (C. latifolia).

La muerte descendente de arboles frutales puede resultar de la interaccion de este
patdogeno con estrés hidrico, suelos arcillosos, escasa materia organica, elevada
cantidad de caliza activa, fertilizacion inadecuada, exceso de riego, alta humedad por

sombra intensiva, quemadura de sol, presencia de heridas y suelos compactados que
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complican el desarrollo radicular, nutricion y aireacion (Reckhaus y Adamou, 1987,
Agusti, 2003).

Los arboles pueden ser susceptibles a la enfermedad debido a la presencia de heridas
en ramas por causas naturales o por el uso de herramientas de corte en la cosecha y

podas, alcalinidad del suelo y desbalance hidrico y nutricional (Ko et al., 2004).

En base a los datos obtenidos en campo y al analisis estadistico se observa la
presencia de la enfermedad en todos los municipios del Estado de Morelos, con
diferentes porcentajes de incidencia, aun dentro de los mismos municipios, lo que nos
permite inferir que existen otros factores como la edad de la planta, manejo
agronoémico, podas, fertilizacion, etc, que predisponen la presencia de la enfermedad.

2.3.3. Severidad

La severidad mas alta de la muerte regresiva se encontrd en huertos ubicados en los
municipios de Tlaltizapan (1 huerto) y Coatlan del Rio (1), los cuales fueron
significativamente diferentes a todos los huertos, correspondiendo al grupo A con 100
% de severidad. En el grupo B se incluyeron a los huertos que presentaron
severidades menores de 100%, las cuales van de 61.11 a 99.17 % ubicados en los
municipios de Cuautla (1 huerto), Tlaltizapan (3), Coatlan del Rio (5), Jantetelco (2),
Amacuzac (3), Jonacatepec (1) y Puente de Ixtla (1) (Figura 2. 2). El siguiente grupo
correspondio a huertos de lima Persa con porcentajes de infeccién de 30.81 a 43.39
% ubicados en los municipios de Jantetelco (3 huertos), Puente de Ixtla (2), Coatlan
del Rio (2) y Amacuzac (1), (Figura 2.3). Los huertos con porcentajes de infeccion de
9.42 a 27.97 % conformaron el siguiente grupo y se ubicaron en los municipios de
Tlaltizapan (5 huertos), Ayala (3), Coatlan del Rio (1) y Amacuzac (3). Por ultimo, solo
se obtuvo en el municipio de Tlaltizapan (1 huerto), el cual fue significativamente
diferente a todos los demas, agrupandose en Q en la prueba de Tukey con un
porcentaje de severidad de 5.08% (Cuadro 2. 2y 2.4).
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Varios autores como Bricefio et al. (2011) y Rodriguez (2010) sefialaron que la
actividad del hongo se ve favorecida por condiciones de alta humedad ambiental y
temperatura de 24 +26 °C. Mientras Almaguer et al. (2015) coinciden en que las
especies del género Lasiodiplodia son comunes en los trOpicos y causan varias
enfermedades en plantas, tanto en las etapas de cultivo como en postcosecha, como
L. theobromae que afecta a varios cultivos, principalmente fruticolas, siendo las lluvias
y el viento los factores que determinan la dispersion de las esporas dentro de las areas
de cultivo.

Los resultados del estudio corroboran que la mayor severidad de los dafios producidos
por Lasiodiplodia spp, ocurren en los municipios ubicados en el Sureste del estado,
caracterizado por un clima semicalido, con precipitaciones de 800 mm y temperatura
media anual de 24°C , pero debe agregarse un factor predominante en esta region
donde se cultiva la lima Persa y es que los suelos tienen una gran afluencia de aguas
subterrdneas lo que puede ser determinante para la diseminacion rapida de este

patégeno, como ocurre con otros patdgenos en suelos arcillosos.

Previo a este estudio Acosta et al. (2012) sefalaron, que, en las plantaciones de C.
latifolia, existia una nueva enfermedad con sintomas externos similares a la gomosis
y que los productores equivocadamente estaban manejando como tal. Esta
enfermedad estuvo presente en el 44 % de las plantaciones de C. latifolia con una

incidencia promedio de 10.2 % e intervalo de 1.7 a 25.0 %.

La disminucion de la superficie de citricos ha sido atribuida entre otros factores a los
danos por Phythophthora (Vidales, 1982; Acosta et al., 2012). Sin embargo, estos
resultados preliminares, exponen una afectacién creciente, con dafios hasta grado 3,
con presencia de cancro y muerte descendente de ramas, atribuibles hoy al parecer a

varias especies de Lasiodiplodia.

Del muestreo y monitoreo realizado durante un afio consecutivo de septiembre del

2014 a agosto del 2015, en un principio se pensaba que el patébgeno que estaba
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causando la enfermedad era Phytophthora parasitica, ya que en México se tiene el
primer reporte que la gomosis en huertos de lima Persa, ocasionado la eliminacion de
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de aislamiento de los patdgenos que estaban ocasionando la muerte descendente y
la produccion de goma, no se logr6 aislar a Phytopththora parasitica, solo se aisl6 a

huertos, ademas de que incide sobre diferentes tipos de citricos, pero en el proceso
Lasiodiplodia spp. de los diferentes sintomas que comparten con el género

Lasiodiplodia spp.
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Figura 2. 2. Severidad y dispersion de la muerte descendente en lima Persa (Citrus
latifolia Tanaka) en un huerto de Coatlan del Rio, Morelos. Mostrando dafio en casi

todos los arboles evaluados con un promedio de 2.4 de severidad.
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Figura 2. 3. Severidad y dispersion de la muerte descendente en lima Persa (Citrus
latifolia Tanaka) en un huerto del municipio de Puente de Ixtla, Morelos. Mostrando

dafio en los arboles evaluados con un promedio de 1.6 de severidad.

La produccion de gomosis en los cultivos perennes se conoce que son provocados
tanto por especies de Phytophthora como de otros hongos fitopatdgenos de la familia
Botryosphaeriaceae, la cual tiene varias especies que causan manchas foliares,
pudriciones de frutas, muerte descendente, cancros y finalmente la muerte de cultivos
econémicamente importantes como plantas perennes lefiosas y plantas
ornamentales, asi como especies de arboles forestales nativas e introducidas
(Burgess et al., 2006; Mohali et al., 2007). Valle et al. (2017), reportan al menos tres
especies del género Lasiodiplodia (Lasiodiplodia theobromae, L. citricola y L.
pseudotheobromae), causando gomosis, muerte descendente y la muerte de arboles

de lima Persa.

Los miembros de la familia Botryosphaeriaceae (Botryosphaeriales, Dothideomycetes,
Ascomycota) son cosmopolitas y presentan una amplia gama de hospedantes
monocotiledéneas, dicotiledoneas y gimnospermas (Barr 1987). Esta familia de
hongos fitopatdgenos se asocia con diversos sintomas tales como la formacion de

cancros, pudricion de la fruta, muerte descendente y la gomosis (Barr 1987; Von Arx,
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1987, citado en Abdollahzadeh et al., 2010) y también se conocen como endofitos
(Slippers y Wingfield, 2007, citado por Phillips et al., 2013).

Los resultados observados del analisis estadistico de la severidad, podemos observar

gue la enfermedad se presenta con diferentes intensidades en el Estado de Morelos

y entre los mismos municipios, lo que nos demuestra que Morelos cuenta con las

condiciones adecuadas tanto de temperatura y humedad, idéneas para el desarrollo

de esta enfermedad, aunado al mal manejo por parte del productor, lo que

desencadena el desarrollo y la propagacion de la muerte descendente.

Cuadro 2. 3. Comparacion de medias de la incidencia y la severidad de la muerte

descendente (Lasiodiplodia spp.) en huertos de lima Persa, en el estado de Morelos.

INCIDENCIA SEVERIDAD
No. MUNICIPIO
HUERTO MEDIA Grupos Tukey MEDIA Grupos Tukey
REAL REAL
1 TLALTIZAPAN 3264 HIG? 1989 PONQ
2 TLALTIZAPAN 7937 EBDAC 6571 KEJBIDHAGCF
3 TLALTIZAPAN  23.81 HI 13.02 PQ
4 TLALTIZAPAN 2545 | 1758 PONQ
5 TLALTIZAPAN 13.33 | 508 Q
6 TLALTIZAPAN 5566 cophicer 2097 wpIMIOHLN
7 TLALTIZAPAN 19.82 | 1534 POQ
8 JONACATEPEC 97.14 A 7175 EBDHAGCF
9 TEPALCINGO 7075 EBDAGCE 49.06 L JMIOHLGNF
10 TEPALCINGO 68.57 55.56

EBDHAGCF

KEJMIDHLG
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INCIDENCIA SEVERIDAD

No.

AlUISRITS HERERE MEDIA Grupos Tukey MEDIA Grupos Tukey

REAL REAL

11 TEPALCINGO 69.14 EBDAGCF 50.51 KEJMIHLGNE
12 PUENTEDE IXTLA 7500 ppaGCE 58.67 KEJIDHLGCE
13 PUENTEDEIXTLA 7186 copaGCF 59.64 L EJIDHLGCF
14 PUENTE DE IXTLA 73.98 EBDAGCF 66.20 KEJBIDHAGCF
15 PUENTEDEIXTLA  49.00 cphy GCFE 3333 L bIMIOLN 0
16 PUENTEDE IXTLA 5543 EBDHIGCF 4054 KPJMIOHLGN
17 COATLANDELRIO 6806 EBDHAGCF 6435 KEJBIDHAGCF
18 COATLAN DELRIO  100.00 A 95.04 BDAC
19 COATLANDELRIO 7361 EBDAGCF 6780 EJBIDHAGCF
20 COATLANDELRIO 4395 EHIGF 39.60 KPJIJMIOHLN
21 COATLANDELRIO 86.92 BAC 83.29 EBDACF
22 COATLAN DEL RiO 44.31 EDHIGF 4054 KPJMIOHLGN
23 COATLANDELRIO 73.78 EBDACF 6941 EJBIDHAGCF
24 COATLANDELRIO 1197 | 1076 PQ
25 COATLAN DELRIO  100.00 A 100.00 A
26 AMACUZAC 7188 EBDAGCF 65.85 KEJBIDHAGCF
27 AMACUZAC 49.29 EDHIGCF 3663 KPJIMIOHLNQ
28 AMACUZAC 16.57 | 942 PQ
29 AMACUZAC 20.00 | 1111 PQ
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INCIDENCIA SEVERIDAD
No.
HIERTE MORIEIRIO MEDIA Grupos Tukey MEDIA Grupos Tukey
REAL REAL
30 AMACUZAC 83.64 BDAC 79.85 EBDACF
31 AMACUZAC 77.88 EBDACF 77.88 EBDAGCF
32 AMACUZAC 19.52 | 984 PQ
33 AYALA 6733 EBDAGCF 61.11 KEJBIDHLGCF
34 AYALA 25.83 | 19.00 PONQ
35 AYALA 31.83 HIG 2201 PMONQ
36 JANTETELCO  88.18 BA 88.18 EBDAC
37 JANTETELCO 4761 EDHIGCF 3341 KPJMOLNQ
38 TLALTIZAPAN 9675 A 95.42 BAC
39 TLALTIZAPAN 3632 HIGF 2797 PMOLNQ
40 TLALTIZAPAN  71.01 EBDAGCF 7026 EBIDHAGCF
41 TLALTIZAPAN  100.00 A 100.00 A
42 JANTETELCO  48.15 EDHIGCF 4339 KPJMIOHLGN
43 CUAUTLA 100.00 A 99.17 BA
44 JANTETELCO  83.78 BAC 83.00 EBDACF
45 JANTETELCO  44.18 EHIGF 30.81 KPMOLNQ
46 AYALA 15.75 | 16.04 PONQ

ZLetras similares en el sentido de las columnas indican significancia estadistica de acuerdo a la
prueba de Tukey (a <0.05).
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Cuadro 2. 4. Porcentaje de Incidencia de la muerte descendente, de los municipios

evaluados del estado de Morelos.

ALTA MEDIA — ALTA MEDIA — BAJA BAJA
96.75 — 100% 55.43 — 88.18% 23.81 — 49% 11.97 - 22.45
Cuautla Amacuzac Amacuzac Amacuzac
Coatlan del Rio Ayala Ayala Ayala

Jonacatepec

Tlaltizapan

Coatlan del Rio
Jantetelco
Puente de Ixtla
Tepalcingo

Tlaltizapan

Coatlan del Rio
Jantetelco
Puente de Ixtla

Tlaltizapan

Coatlan del Rio

Tlaltizapan

Cuadro 2. 5. Porcentaje de la severidad de la muerte descendente, de los

municipios evaluados del estado de Morelos.

ALTA MEDIA — ALTA MEDIA — BAJA BAJA
100% 61.11 - 99.17% 30.81 — 43.39% 5.08 — 27.97
Coatlan del Rio Amacuzac Amacuzac Amacuzac

Tlaltizapan

Coatlan del Rio
Cuautla
Jantetelco
Jonacatepec
Puente de Ixtla
Tepalcingo
Tlaltizapan

Coatlan del Rio
Jantetelco
Puente de Ixtla

Ayala
Coatlan del Rio
Tlaltizapan
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2.4.

Conclusiones

1. La muerte descendente es una enfermedad que ataca seriamente a los
arboles de lima Persa, la cual tiene una gran incidencia en los huertos de
citricos del Estado de Morelos, encontrandose presente en el 100% de las
huertas evaluadas en este trabajo. Las incidencias van del 11.97 al 100%, de
los cuales el 78% presenta incidencias que oscilan del 31.83 al 100%. la cual
es favorecida por los factores edafoclimaticos y el manejo inadecuado que los

productores realizan a los huertos.

2. La severidad de la muerte descendente en arboles de lima ‘Persa’, nos
indican que mas del 71 % de los huertos evaluados, presentan severidades que
van del 30.01 al 100% de porcentaje de infeccion de la enfermedad, lo cual
refleja la importancia de esta enfermedad en la reduccion de la rentabilidad del

cultivo.

3. Los huertos que presentaron menor incidencia y severidad se ubicaron en
los municipios de Amacuzac, Ayala, Coatlan del Rio y Tlaltizapan,

observandose una relaciéon directa.

4. A pesar de que los municipios que presentaron menor porcentaje de la
incidencia y severidad de la enfermedad, se obtuvieron registros de huertos de
€S0S municipios, presentando porcentajes de incidencia y severidad altas,
medias y bajas, lo cual nos indica que este patdgenos se encuentra

ampliamente distribuido en todo el estado de Morelos.
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CAPITULO Il
CONTROL IN VITRO CON FUNGICIDAS SOBRE Lasiodiplodia theobromae (Pat.)
Griff. & Maubl y L. citricola Abdollahz AISLADOS DE LIMA Persa (Citrus latifolia
Tanaka) EN MORELOS, MEXICO.

Resumen

La muerte descendente es una enfermedad importante en lima Persa. Reportan una
incidencia del 40 al 70% de muerte descendente en este cultivo. El objetivo del trabajo
fue evaluar in vitro nueve fungicidas para inhibir el crecimiento micelial de
Lasiodiplodia theobromae y L. citricola. Las cepas identificadas molecularmente con
namero de acceso GenBank Lasiodiplodia theobromae KY284587 y L. citricola
KY271187, colectadas de arboles de lima Persa de los municipios de Tlaltizapan y
Jantetelco respectivamente, del Estado de Morelos, México. Los tratamientos fueron
evaluados mediante el método de dilucion en medio de cultivo papa-dextrosa-agar
(PDA), los hongos se purificaron por el método de punta de hifa, se coloc6 un disco
de 0.5 cm con micelio de los hongos en el centro de cajas Petri, se evaluaron cada 24
hr., tres dosis diferentes con cinco repeticiones cada una y su testigo, los cuales
fueron: Ziram, Carbendazim, Thiram, Tiofanato metilico, Tiabendazol, Cyprodinil +
fludioxonil, Iprodiona, Trichoderma harzianum, Benomilo y un testigo sin fungicida,
todos ellos diluidos en 100 mL medio de PDA. Se uso un disefio experimental
completamente al azar, se realizd un ANOVA simple con la prueba Kruskal-Wallis,
a<0.05. Lasiodiplodia theobromae fue sensible a todas las dosis de fungicidas con 0.0
diametro de crecimiento micelial. En Lasiodiplodia citricola los fungicidas Ziram,
Carbendazim, Thiram, Tiofanato metilico, Tiabendazol, Iprodiona, Trichoderma
harzianum, Benomilo fueron mas efectivos con 0.0 diametro de crecimiento micelial

gue Cyprodinil + fludioxonil y el testigo absoluto, siendo estadisticamente diferentes.

Palabras clave: Lasiodiplodia theobromae, Lasiodiplodia citricola, Citrus latifolia,

muerte descendente, fungicidas.
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CONTROL IN VITRO WITH FUNGICIDES ON Lasiodiplodia theobromae (Pat.)
Griff. & Maubl and L. citricola Abdollahz ISOLATED FROM LIMA PERSA (Citrus
latifolia Tanaka) IN MORELOS, MEXICO

Abstract

The dieback is an important disease in 'Persian’ lime. They report an incidence of 40
to 70% of descending death in this crop. The objective of the work was to evaluate in
vitro nine fungicides to inhibit the mycelial growth of Lasiodiplodia theobromae and L.
citricola. The molecularly identified strains with accession number GenBank
Lasiodiplodia theobromae KY284587 and L. citricola KY271187, collected from
'Persian’ lime trees from the municipalities of Tlaltizapan and Jantetelco respectively,
from the State of Morelos, Mexico. The treatments were evaluated by means of the
dilution method in potato-dextrose-agar culture medium (PDA), the fungi were purified
by the hyphal tip method, a 0.5 cm disc was placed with mycelium of the fungi in the
center of Petri dishes, were evaluated every 24 hr., three different doses with five
repetitions each and its control, which were: Ziram, Carbendazim, Thiram, Methyl
thiophanate, Thiabendazole, Cyprodinil + fludioxonil, Iprodione, Trichoderma
harzianum, Benomilo and a control without fungicide, all of them diluted in 100 mL of
PDA medium. A completely randomized experimental design was used, a simple
ANOVA was performed with the Kruskal-Wallis test, a<0.05. Lasiodiplodia theobromae
was sensitive to all doses of fungicides with 0.0 mycelial growth diameter. In
Lasiodiplodia citricola the fungicides Ziram, Carbendazim, Thiram, Methyl thiophanate,
Thiabendazole, Iprodione, Trichoderma harzianum, Benomilo were more effective with
0.0 mycelial growth diameter than Cyprodinil + fludioxonil and the absolute control,

being statistically different.

Key words: Lasiodiplodia theobromae, Lasiodiplodia citricola, Citrus latifolia, dieback,

fungicides.
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3.1. Introduccién

La produccion de citricos en México, en especial de lima Persa (Citrus latifolia
Tanaka), se ha orientado la produccion para el consumo en fresco, hoy en dia es el
exportador lider de esta fruta a escala mundial (Schwentesius y Gomez, 2005). La
produccion nacional para el 2016, fue de 5.75 millones de toneladas con un valor de
la produccion de 16,781 millones de pesos, para ese afo la superficie sembrada de
citricos fue de 533,749 ha, de las cuales 180,252 ha fueron de limén, 17,887 ha de
toronja y 335,610 ha de naranja dulce (SIAP, 2016).

Los productores mayores de lima Persa son Veracruz (717,014 t), Michoacan
(619,612 t) y Oaxaca (263,448 t), Morelos ocupa el doceavo lugar con una produccién
de 3880 t. Para el 2010, tenia huertas de citricos establecidas en 28 de los 33
municipios, con 1000 ha., de superficie sembrada con una produccién alta y calidad
de exportacion, actualmente cuenta con una superficie establecida de 612 ha
sembradas en 17 municipios, de éstas destaca la lima Persa y la naranja valencia,
con 32y 66% de la superficie total establecida, respectivamente, y un rendimiento de
12.11 y 7.76 ton/ha respectivamente, siendo ambas especies las de mayor
importancia econémica, el resto de la superficie esta compuesta de todos los demas
citricos (CESVMOR, 2010; SIAP, 2016).

Los productores asociaban al patbégeno Phytophthora parasitica con los sintomas de
gomosis y muerte descendente, debido a que varios autores habian determinado a
este patdbgeno como el agente causal, tal como Fawcett (1936) que la encontré en
Argentina atacando citricos. Frezzi (1950), reporta a varias especies de citricos como
hospedantes de este patdgeno, incluidos, por orden cronolégico Citrus sinensis
(1937), C. aurantifolia (1938), C. nobilis (1939), C. limonia (1939). En México Vidales
(1986), reporta por primera vez a esta especie ocasionando la gomosis en la region
citricola del Estado de Colima. Acosta et al. (2012) menciona que la gomosis o
pudricion del pie de los citricos ha sido una de las enfermedades mas importantes ya

gue anualmente produce la muerte de muchos arboles de citricos de pie franco e
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injertados, por este patdogeno en lima Persa. Estos antecedentes fueron considerados
en Morelos para recomendar a los productores de citricos la aplicacion de Fosetil

Aluminio y Metalaxil, pero sin éxito en el control de esta enfermedad.

Valle et al. (en proceso de publicacién), en el 2015 realiz6 la identificacion y el reporte
de otras especies ocasionando la gomosis y muerte descendente en arboles de lima
Persa en el estado de Morelos, tales como Lasiodiplodia citricola, L.
pseudotheobromae y L. theobromae, dichas especies son miembros de la familia
Botryosphaeriaceae (Botryosphaeriales, Dothideomycetes, Ascomycota), son
cosmopolitas y se encuentran en una diversidad de hospedantes monocotiledoneas,

dicotiledéneas y gimnospermas (Abdollahzadeh et al., 2010).

La muerte descendente es una enfermedad importante en lima Persa en el estado de
Morelos, con incidencias de 40 a 70% (Valle et al., 2015). El objetivo del presente
trabajo fue evaluar in vitro diversos fungicidas quimicos y uno biolégico en la inhibicién

micelial de Lasiodiplodia theobromae y Lasiodiplodia citricola.

3.2. Materiales y métodos

Dos cepas identificadas molecularmente con numero de acceso GenBank
Lasiodiplodia theobromae KY284587 y Lasiodiplodia citricola KY271187, las cuales
fueron aisladas de tallo principal de arboles de lima Persa de los municipios de
Tlaltizapan y Jantetelco respectivamente, del Estado de Morelos, México, fueron
utilizadas para este estudio. Estas cepas mostraron la produccion de goma y muerte
descendente en arboles de 8 afios de edad. El trabajo fue realizado en el Laboratorio
de Fitopatologia de la Escuela de Estudios Superiores de Xalostoc, de la Universidad
Auténoma del Estado de Morelos.
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El método que se utilizo fue por envenenamiento del medio donde los fungicidas
fueron diluidos en el medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA), los tratamientos

evaluados se especifican en el Cuadro 3.1.

Cada tratamiento fue diluido en 100 mL de medio PDA (BD Bioxon®) previamente
esterilizado en autoclave, el PDA sin fungicida se utiliz6 como control (Cuadro 3.1).
Aproximadamente 15 mL de medio con fungicida fue vertido en cada caja Petri. En el
centro de cada caja Petri se colocé un disco de 0.5 cm de diametro con medio de
cultivo y micelio de tres dias de edad, previamente purificados por el método de punta

de hifa. Las cajas se incubaron a 28 °C.

El diametro de las colonias se evalud cada 24 h con un vernier digital, hasta que el

testigo (sin fungicida) llené la caja completamente.

Se uso un disefio experimental completamente al azar, con 28 tratamientos (tres dosis
de nueve fungicidas y un testigo sin fungicida) y cinco repeticiones. Los datos fueron
sometidos a un analisis de varianza (ANOVA) y una prueba de comparacién multiple
de medias con la prueba Tukey (a<0.05) mediante SAS V. 9.1.

3.3. Resultados y Discusién

Lasiodiplodia theobromae fue muy sensible a todas las dosis de los fungicidas pues
no presento crecimiento micelial en comparacion con el testigo absoluto quien llend la
caja Petri a las 120 horas después de la siembra de los tratamientos. De manera
similar Lasiodiplodia citricola fue muy sensible los fungicidas Ziram, Carbendazim,
Thiram, Tiofanato metilico, Tiabendazol, lprodiona, Trichoderma harzianum vy
Benomilo, quienes inhibieron completamente el crecimiento micelial. El tratamiento
con Cyprodinil + fludioxonil presentaron crecimiento a partir de las 48 horas después

de la siembra de los tratamientos, alcanzando un diametro maximo de 1.9 cm,
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Cuadro 3. 1. Fungicidas evaluados in vitro sobre Lasiodiplodia theobromae y
Lasiodiplodia citricola, aislado de lima Persa (Citrus latifolia Tanaka) con sintomas de
gomosis y muerte descendente de las zonas citricolas de Tlaltizapan y Jantetelco
municipios del Estado de Morelos. México.

Tratamientos

_ Modo .
. Ingrediente _ » Dosis
Grupo quimico - de % i.a. Formulacion
activo (i. a.) » (9/100 mL agua)
accion _ :
alta media baja
Ditiocarbamato  Ziram C 76 GD 04 0.35 0.3
Benzimidazol Carbendazim S 50 WG 0.19 0.15 0.11
Ditiocarbamato  Thiram C 80 GD 0.19 0.15 0.11
o Tiofanato
Benzimidazol . S 70 PH 0.1 0.08 0.06
metilico
Benzimidazol Tiabendazol S 60 WP 0.29 0.24 0.19
Anilino- Cyprodinil  +
pirimidinas/ fludioxonil CyS 375 WP 0.39 0.31 0.23
Fenilpirroles
Dicarboximidas  Iprodiona C 50 PH 0.58 0.39 0.19
_ o Trichoderma 1x 108
Biofungicida . C PH 0.58 0.39 0.19
harzianum UFCl/g
Benzimidazol Benomilo S 50 PH 0.09 0.075 0.06
Testigo
------------------------------ 0 0 0
absoluto

S= Fungicida sistémico, C = Fungicida de contacto, GD= Granulos dispersables, WG= Granulos

dispersables, PH= Polvo humectable, WP= Polvo mojable.

mientras que el testigo absoluto llend completamente la caja a las 96 horas después.
Aunque in vitro las dosis de los fungicidas evaluados lograron una inhibiciébn completa
en el crecimiento micelial de Lasiodiplodia citricola y Lasiodiplodia theobromae, se
requiere realizar pruebas de campo para determinar los productos promisorios que
puedan lograr un control satisfactorio de la enfermedad causada por estos patégenos,
debido a que intervienen otros factores que pueden afectar la efectividad del producto
y limitan que los productos entren en contacto con el hongo dentro del hospedero.
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Tovar et al. (2013), evaluaron in vitro la mezcla de cyprodinil + fludioxinil sobre L.
theobromae, causante de la muerte descendente en varetas de mamey obtuvieron
una ECso = 0.0043 pg mL-1. Nath et al. (2014), evaluaron in vitro la efectividad de
mancozeb a 2500 ppm contra L. theobromae, causante de la pudricion de frutos de
banano después de la cosecha en la region del sur de Gujarat, India, este fungicida
inhibié completamente el crecimiento micelial de L. theobromae, mientras que T.
harzianum inhibi6 el crecimiento micelial de L. theobromae en 47.5%, mostrando un
antagonismo moderado. Banik y Alabama (1998), reportaron la inhibicién del
crecimiento micelial de Botryodiplodia theobromae, agente causal de la pudricién de
frutos de mango, por carbendazim (400 ppm), seguido de captan (450 ppm), tiofanato
metilico (450 ppm), Ziram (600 ppm) y clorotalonil (650 ppm). Yadav y Majumdar
(2004), reportaron la efectividad de carbendazim y mancozeb contra L. theobromae
(aislado de guayaba). Muhammad et al. (2005), observaron una inhibicion significativa
del crecimiento micelial de L. theobromae por carbendazim y tiofanato-metilico cuando
se usa a1 ppm o mas del ingrediente activo. Varela et al. (2013), reportaron en citricos,
la aplicacion de benomilo y compuestos a base de oxicloruro de cobre contra L.
theobromae en las distintas etapas del cultivo. Li et al. (1995), evaluaron fungicidas
contra L. theobromae y Botryosphaeria dothidea causantes de gomosis en duraznos
y albaricoque, encontraron que metil-tiofanato inhibié el crecimiento micelial, la
germinacién de conidios y control6 el desarrollo de la enfermedad en arboles de
albaricoque. Da Silva et al. (2012), evaluaron la sensibilidad de L. theobromae hacia
dos grupos de fungicidas, concluyendo que un 91.6 % de 120 aislados provenientes
de huertos de papaya fueron sensibles a los ingredientes activos del grupo de
carbamatos del tipo metil benzimidazol (benomilo y tiabendazol). En el grupo de
fungicidas del tipo inhibiciébn por demetilacion (Imazalil, procloraz, tebuconazol) se
encontré gran variabilidad en cuanto al grado de sensibilidad de los aislados
analizados, concluyendo que L. theobromae es menos sensible a este grupo de
fungicidas. Bester et al. (2007), evaluaron diez fungicidas in vitro, para observar la
eficacia en la inhibicion micelial de las cuatro especies mas comunes o patdgenas de
Botryosphaeriaceae en Sudafrica, Botryosphaeria obtusa, Neofusicoccum australe, N.

parvum y Lasiodiplodia theobromae. Iprodiona, pyrimethanil, acetato de cobre y
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amonio, kresoxim-metilo y boscalid fueron ineficaces para inhibir el crecimiento
micelial a las concentraciones mas altas ensayadas (20 ug / mL para el acetato de
cobre y amonio, 5 ug / mL para otros productos evaluados). Benomilo, tebuconazol,
cloruro de manganeso, procloraz y flusilazol fueron los fungicidas mas efectivos con
valores de ECso para las diferentes especies que oscilaron entre 0.36-0.55, 0.07-0.17,
0.07-1.15 y 0.04-0.36 ug / mL, respectivamente. Rehana et al. (2014), realizaron
estudios comparativos de seis fungicidas (Carbendazim, Gemstar, Nativo, Score,
Tecto y Tilt), cada uno se evalud en siete concentraciones (1 ppm, 10 ppm, 100 ppm,
1000 ppm, 10000 ppm, 20000 ppm y 30000 ppm), todos los fungicidas a altas
concentraciones resultaron efectivos en inhibir el crecimiento de L. theobromae, en el
caso de Carbendazim y Tecto (tiabendazol) resultaron ser casi en todas las dosis
evaluadas efectivos en la inhibicion del crecimiento micelial, excepto en 1 ppm y 10

ppm respectivamente.

3.4. Conclusiones

1. Lasiodiplodia theobromae fue altamente sensible a las tres dosis de los fungicidas
Ziram, Carbendazim, Thiram, Tiofanato metilico, Tiabendazol, Cyprodinil + fludioxonil,
Iprodiona, Trichoderma harzianum, Benomilo, con inhibicion total del crecimiento

micelial.

2. Lasiodiplodia citricola fue muy sensible a las tres dosis de los fungicidas Ziram,
Carbendazim, Thiram, Tiofanato metilico, Tiabendazol, Iprodiona, Trichoderma
harzianum y Benomilo y fue moderadamente sensible a las dosis de Cyprodinil +

fludioxonil.
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