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RESUMEN

El limon Persa (Citrus latifolia Tan.), es un citrico ampliamente cultivado en varios estados
de México. En Sinaloa, se han observado cominmente arboles de dicho citrico con sintomas de
cancros en tronco, gomosis en ramas; asi como, muerte descendente de ramas y brotes. Los
objetivos de este estudio fueron identificar las especies de Lasiodiplodia asociadas con estos
sintomas, determinar su patogenicidad y virulencia en arboles de limoén Persa; ademas de, estimar
su sensibilidad in vitro a diferentes fungicidas y a un extracto vegetal. En 2021, se recolectaron
muestras sintomaticas de limén Persa en tres huertos comerciales y se obtuvieron 18 aislados
fangicos de la familia Botryosphaeriaceae. Para la identificacion, se eligieron 9 aislados
representativos, realizdndose caracterizacion morfoldgica, analisis filogenéticos basandose en
datos de secuencia de ADN de la region espaciadora transcrita interna (ITS) y parte de los genes
del factor de elongacion de la traduccion 1-a (EF1-a) y B-tubulina (BT2). Los analisis de secuencia
se llevaron a cabo usando los métodos de Maxima Parsimonia y Maxima Verosimilitud. Se
lograron identificar cinco especies de la familia Botryosphaeriaceae, incluyendo a Lasiodiplodia
pseudotheobromae, L. subglobosa, L. brasiliense, L. jatrophicola y Barriopsis thailandica.
Lasiodiplodia jatrophicola se reporta por primera vez en asociacion a citricos en el mundo, aunque
la especie mas frecuentemente aislada en este estudio fue L. pseudotheobromae (62.5%). La
patogenicidad en arboles jovenes de limon Persa usando el método de inoculacion con disco
micelial mostr6 que todas las especies de Lasiodiplodia identificadas fueron capaces de reproducir
los sintomas de necrosis y gomosis en ramas. Sin embargo, B. thailandica no causé sintomas en
las ramas, encontrandose Unicamente como hongo saprofito. Por otra parte, L. pseudotheobromae
y L. jatrophicola fueron las especies mas virulentas en comparacién con el resto. Entretanto, los
resultados de la prueba de sensibilidad in vitro con ocho aislados de Lasiodiplodia spp. mostraron
valores de concentracion efectiva que inhibe el 50% del crecimiento micelial (CEso) que variaron
de 0.0018-0.0162, 0.66-69.59, 56.72-299.21, 0.332-13.766, 448.71-1418.82 y 24.88-126.38 ug
mL?, a los fungicidas tiofanato-metil, pyraclostrobin, pyrimethanil, clorotalonil, boscalid y al
extracto vegetal, respectivamente. Lo anterior indic6 que los aislados de Lasiodiplodia spp. fueron
mas sensibles a los fungicidas sistémicos tiofanato-metil y pyraclostrobin, asi como al fungicida

de contacto clorotalonil.
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ABSTRACT

Persian lime (Citrus latifolia Tan.) is a widely cultivated citrus fruit in various states of
Mexico. In Sinaloa, Persian lime trees have been commonly observed with symptoms of canckers
in the trunk, as well as gummosis and dieback of branches. The aims of this study were to identify
the Lasiodiplodia species associated with these symptoms, determine their pathogenicity and
virulence in Persian lime, as well as to estimate its in vitro sensitivity to different fungicides and
to a plant extract. In 2021, symptomatic samples of Persian lime were collected in three commercial
orchards and 18 fungal isolates of the Botryosphaeriaceae family were obtained. For identification,
nine representative isolates were chosen, to perform morphological characterization and
phylogenetic analyzes on DNA sequence data of the internal transcribed spacer region (ITS) and
part of the translation elongation factor 1-a (EF1- o)) and B-tubulin (BT2). Sequence analyzes were
carried out using the Maximum Parsimony and Maximum Likelihood methods. Five species of the
Botryosphaeriaceae were identified, including Lasiodiplodia pseudotheobromae, L. subglobosa, L.
brasiliense, L. jatrophicola, and Barriopsis thailandica. Lasiodiplodia jatrophicola is reported for
the first time in association with citrus in the world, although the most frequently isolated species
in this study was L. pseudotheobromae (62.5%). Pathogenicity in young Persian lime trees using
the mycelial disk inoculation method showed that all identified Lasiodiplodia species were capable
of reproducing the symptoms of necrosis and gummosis on branches. However, B. thailandica does
not produce symptoms on the branches, being found only as a saprophytic fungus. On the other
hand, L. pseudotheobromae and L. jatrophicola were the most virulent species. Meanwhile, the
results of the in vitro sensitivity tests with eight isolates of Lasiodiplodia spp. showed effective
concentration values that inhibited 50% of mycelial growth (ECso) that varied from 0.0018-0.0162,
0.66-69.59, 56.72-299.21, 0.332-13.766, 448.71-1418.82 and 24.88-126.38 pg mL*, to the
fungicides thiophanate-methyl, pyraclostrobin, pyrimethanil, chlorothalonil, boscalid, and the
plant extract, respectively. This indicates that the isolates of Lasiodiplodia spp. were more sensitive
to the systemic fungicides thiophanate-methyl and pyraclostrobin, as well as to the contact
fungicide chlorothalonil. All the information generated in this study will serve as a basis for
programming integrated management strategies for the dieback of Persian lime branches in

orchards in Sinaloa, Mexico.
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1. INTRODUCCION

Las especies de citricos de mayor importancia econémica mundial son: naranja (Citrus
sinensis (L.) Osbeck), mandarina (C. reticulata Blanco), toronja (C. paradisi Macf.), limon
mexicano (C. aurantifolia (Christm) Swingle), limén italiano (C. limon (L.) BurmF.) y limén Persa
(C. latifolia Tanaka). Estas especies se consideran de alto valor nutritivo, ya que poseen un
equilibrado contenido de agua, azucares, acidos, sales minerales y vitaminas; representando una
rica fuente de vitaminas C, B1 y B2, asi como hierro y calcio, los cuales son esenciales para la
nutricion humana (Palacios, 1978; Morin, 1985).

En la actualidad, alrededor de 140 paises producen citricos en el mundo; siendo China, Brasil,
EE.UU. India, México, Espafa, Italia, Nigeriay Argentina los principales productores (Cuadro 1).
Para el afio 2020, segun datos de la Organizacion para la Agricultura y Alimentacion (FAO, por
sus siglas en inglés), se alcanzo6 una produccion mayor a 158 millones de toneladas de fruta citrica.
La naranja es la especie citricola mas importante, con una produccion mundial de 75.4 millones de
toneladas, sobresaliendo Brasil como el principal productor de este citrico, con una aportacion de
22.2% del total mundial. Por otra parte, los limones, limas acidas (limén mexicano y limén Persa)
y lima dulce tuvieron una produccién total de 21.3 millones de toneladas, siendo México el segundo

productor mundial de limones, aportando 13.5% a la produccion mundial (FAO, 2022).

Cuadro 1. Principales paises productores de citricos (en toneladas) en el mundo (FAO, 2022).

Pais Naranja Limones y Mandarina Toronja Otros Total
limas
China 7,500,000 2,687,796 23,120,000 4,950,000 5,867,158 44,124,954
Brasil 16,707,897 1,585,215 1,026,638 81,859 0 19,401,609
India 9,854,000 3,717,000 0 0 408,000 13,979,000
México 4,648,620 2,879,023 530,368 490,834 333,880 8,882,725
EE.UU 4,766,350 983,390 856,380 518,000 24,687 7,148,807
Espafia 3,343,960 1,100,470 2,172,180 79,790 0 6,696,400
Egipto 3,157,960 319,054 968,047 1,767 5,482 4,452,310
Turquia 1,333,975 1,188,517 1,585,629 238,012 2609 4,348,742
Italia 1,772,770 473,280 660,280 5,460 28,270 2,940,060
Resto 22,373,056 6,419,757 7,681,385 2,976,910 7,065,271 46,516,379
Mundial 75,458,588 21,353,502 38,600,907 9,342,632 13,735,357 158,490,986
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En México, Michoacén el principal estado productor de limdn Persa (SIAP, 2021). Por otra parte,
en Sinaloa en los ultimos 10 afios se ha incrementado el hectareaje de plantacion de limon Persa,
segun estadisticas de SIAP (2021) alcanzando una superficie de siembra de 1529 ha distribuidas
entre los municipios de Culiacan, Salvador Alvarado, Guasave, Elota y Ahome; logrando un
volumen de produccion de 21.3 miles de ton.

En México, durante 2020 hubo una reduccion de 16.5% de la superficie total sembrada de
limoneros (SIAP, 2021), ocasionado por factores abidticos y bidticos; Valle de la Paz et al. (2019a)
mencionaron que al menos el 6% de la pérdida anual de los arboles es ocasionada por factores
bidticos; siendo las plagas y enfermedades la principal causa, reduciendo la productividad y calidad
de los frutos y muchas veces causando la muerte de los arboles.

Los factores bidticos, pueden afectar diferentes 6rganos de los arboles: raices, tallo, ramas, hojas,
flores y fruto (Agrios, 2005). Las enfermedades causadas por hongos que afectan a los tallos y
ramas del limon, ocasionan grandes pérdidas economicas alrededor del mundo. Estas enfermedades
se atribuyen a genérenos de la familia Botryosphaeriaceae, principalmente a Lasiodiplodia, estos
fitopatdgenos penetran a la planta principalmente a traves de aberturas naturales o por heridas
realizadas durante la poda, a traves de las cuales invaden el sistema vascular y en consecuencia
obstruyen los vasos xilematicos, causando sintomas de necrosis, cancros, amarillamiento foliar y
muerte descendente de las ramas (Leyva et al. 2021). Estos sintomas son muy similares a los
ocasionados por la gomosis de los citricos causada por Phytophthora spp. por lo que,
anteriormente, la muerte descendente por Lasiodiplodia spp. no era considerada como una
enfermedad relevante. No fue sino hasta a década pasada cuando las especies de la familia
Botryosphaeriaceae adquirieron importancia como patégenos de los citricos y otros cultivos
frutales como la vid (Vitis spp.), debido a los estudios realizados en diferentes partes del mundo
(\Valle de la Paz et al., 2019a; Bautista-Cruz et al., 2019; Polanco-Florian et al., 2019).
Lasiodiplodia spp. estdn asociadas a la gomosis y muerte descendente de ramas de citricos,
incluyendo a la naranja dulce, el limén agrio, la mandarina, la lima dulce (Al-Sadi et al., 2013) y
al limon Persa (Valle de la Paz et al., 2019a; Bautista-Cruz et al., 2019; Polanco-Florian et al.,
2019).

Debido a la necesidad de una correcta identificacion del agente causal de la enfermedad para su
correcto control se plantea este estudio, donde, los objetivos fueron identificar y determinar la

patogenicidad y sensibilidad a fungicidas de las especies de Botryosphaeriaceae asociadas a los
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sintomas de muerte descendente de ramas de limén Persa en huertos comerciales en Sinaloa,

Meéxico.
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2. ANTECEDENTES

A nivel mundial, existen diversos reportes de Lasiodiplodia spp. y otros miembros de la
familia Botryosphaeriaceae como los causantes de enfermedades en arboles de citricos, por
mencionar algunos, Al-Sadi et al. (2013) reportaron a L. hormozganensis, L. iraniensis y L.
theobromae como agentes causantes de la muerte descendente de ramas en Citrus spp. en Omany
en los Emiratos Arabes Unidos. Posteriormente, Adesemoye et al. (2014) aislaron e identificaron
cuatro géneros de la familia Botryosphaeriaceae (Dothiorella spp., Diplodia spp., Lasiodiplodia
spp. y Neofusicoccum spp.) obtenidos de arboles de naranja dulce, limén, limon Persa, toronja y
otros citricos (Citrus spp.) con sintomas de gomaosis, cancros y muerte descendente de ramas en
California, EE. UU. Asi mismo, Guajardo et al. (2018) indican a la especie L. theobromae causando
sintomas de cancro en el tronco, muerte descendente de ramas, gomosis y necrosis vascular en
limon (Citrus limon) en Chile. Mas adelante, Ahmed et al. (2020), reportaron a L.
pseudotheobromae ocasionando sintomas de necrosis vascular, gomosis y cancros en el tronco de
Citrus reticulata en Pakistan. En este mismo afo, Berraf-Tebbal et al. (2020) registraron a L.
mitidjana y L. mediterranea causando cancro y muerte descendente en ramas de naranja dulce
(Citrus sinensis) en Argelia. También en el afio 2020, Esparghman et al. Observaron cancros y
muerte descendente de ramas en Citrus spp. en Iran identificando a las especies L. citricola y L.
theobromae como agentes causales.

Los reportes existentes en México, en el cultivo de limon Persa, datan del afio 2019: iniciando,
Valle de la Paz et al. (2019a) reportaron a L. theobromae, L. pseudotheobromae, L. citricola y 13
aislados mas pertenecientes a Lasiodiplodia causando muerte descendente en citricos en Morelos.
Posteriormente, Bautista-Cruz et al. (2019) identificaron mediante analisis filogenéticos multilocus
a seis especies de Lasiodiplodia (L. pseudotheobromae, L. theobromae, L. brasiliense L.
subglobosa, L. citricola y L. iraniensis ) afectando a limon Persa en huertos distribuidos en Puebla
y Veracruz; ademas, de comprobar que todas las especies de Lasiodiplodia identificadas pueden
causar sintomas de gomosis, cancros del tallo y muerte descendente, aungue L. pseudotheobromae,
L. iraniensis y L. subglobosa fueron mas virulentas en comparacion con las otras especies aisladas.
Mas tarde, Polanco-Florian et al., (2019) registraron Unicamente a la especie L. theobromae

causando sintomas de muerte descendente en arboles de citricos en Nuevo Ledn y Tamaulipas.
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3. REVISION DE LITERATURA

3.1. Los Citricos (Citrus spp.)

Los citricos son frutas con sabor de &cido a agridulce, muy jugosas y aromaticas, originarias de las
regiones tropicales y subtropicales de Asia. Gracias a la hibridacion natural entre diferentes
especies de citricos, con el paso del tiempo, nuevas especies se han creado y dispersado por el
mundo adaptandose a diferentes regiones de clima calido (Nicolosi et al., 2000).

La caracteristica que permite que los citricos se cultiven en todo el mundo es su delicioso sabor y
propiedades curativas, pues ademas de los frutos, las flores y hojas tienen usos en la medicina y en
la cocina; siendo su principal uso en la farmacéutica, ya que aportan a la formacion de globulos
rojos, colageno, huesos, dientes, y, porque promueven la absorcion del hierro de los alimentos y
la resistencia a las infecciones; sin embargo, su principal caracteristica es la presencia de acido
ascoérbico, conocido como vitamina C (Stampella et al., 2018).

Por su parte el limonero Persa es un arbol con frutos grandes y redondos, que alcanzan hasta los
66 mm (calibre 110), cuya principal caracteristica es la produccion de jugo con alto grado de acidez,
su pulpa esta dividida entre 9 y 12 gajos. Contiene vitaminas C y B; ademas, de proporcionar calcio,
fosforo y hierro, asi mismo, se le atribuye el alivio de algunas enfermedades respiratorias e

inflamaciones de la garganta por sus propiedades anti-bacteriales y antivirales (SIAP, 2021).

3.1.1. Taxonomia

Clase: Angiospermae; subclase: Dicotyledoneae; orden: Sapindales; familia: Rutaceae; género:
Citrus

Los citricos cuentan con mas de 145 especies, entre las que se destacan la naranja (Citrus sinensis),
mandarina (Citrus reticulata), limén (Citrus limon), lima (Citrus aurantifolia) y la toronja (Citrus

paradisi), los cuales se cultivan en mas de 135 paises (USDA, 2019).
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3.2. Importancia Econdmica de los Citricos

Las zonas citricolas en el mundo contintan expandiéndose, alcanzando una cobertura mundial de
20 millones de hectareas (FAO, 2021). Por su parte, México tiene una superficie de 572,234 ha
dedicadas a la citricultura (Cuadro 2), de las cuales 207,838 ha estan sembrada con limén (SIAP,
2021). Mexico es el segundo productor mundial de limones con 2.85 millones de ton, solo superado
por la India con 3.5 millones de ton en produccion de este citrico (FAO, 2021). La exportacion
mexicana del limoén tiene como destino 28 paises, aunque los mayores volumenes adquiridos son
por EE.UU. y Paises Bajos con 757 y 21 mil ton, respectivamente (SIAP, 2021). En Meéxico los
estados con mayor produccion de limones son Michoacan (28%) y Veracruz (27.6%) (SIAP, 2021).

Cuadro 2. Superficie sembrada (ha), produccién (ton) e ingresos (millones de pesos) de la citricultura en
México en 2019 y 2020 (SIAP 2021).

Cultivo Ciclo  Superficie sembrada  Produccién Anual Ingresos econémicos
Limon 2019 171,608 2,187,257 8,989,670
2020 207,838 2,851,427 18,766,498
Naranja 2019 334,849 4,533,427 6,727,470
2020 343,244 4,648,620 13,975,111
Toronja 2019 18,050 424,678 642,847,950
2020 21,151 490,834 1,603,877

3.2.1. Importancia Econdmica de los Citricos en Sinaloa

En Sinaloa, un total de 3,666 ha son dedicadas a la citricultura (limén, naranja y toronja), de las
cuales 1,912 ha estan plantadas por arboles perennes de limén (SIAP, 2021). El limén Persa cubre
aproximadamente el 80% de la superficie total sembrada y el resto esta dedicada a limon agrio,
generando un ingreso total de 180 millones de pesos, 89% es generado por el cultivo de limén
Persa (SIAP, 2021). En el Cuadro 3 se describen los valores establecidos para cada variedad de
limon cultivada en cuanto a produccion e ingresos generados en el estado de Sinaloa durante el afio
2020.
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Cuadro 3. Superficie (ha), produccion (ton), rendimiento (ton/ha) e ingresos (miles de miles de pesos) de
las variedades de limén cultivadas en Sinaloa en el afio 2020 (SIAP 2021).

Cultivo Superficie  Produccién anual Rendimiento Valor de produccién
Limén Persa 1529.9 21,348.49 18.63 157,139.25
Limén agrio 383 3,517.87 9.19 23,760.69
Total 1912.9 24,866.36 180,899.93

3.3. Enfermedades en Citricos

Como cualquier cultivo intensivo, los citricos, pueden ser afectados por una gran variedad de
enfermedades causadas por factores abidticos o bioticos. Los factores abidticos pueden ser exceso
0 bajas temperaturas, humedad, luz, nutrientes, etc. Dentro de los factores bioticos se encuentran
los virus, las bacterias, hongos, nematodos, insectos, entre otros (Agrios, 2005).

En México, las enfermedades bioticas que se consideran de importancia econémica en los citricos
son: gomosis (Phytophthora parasitica), antracnosis en flor y fruto (Colletotrichum spp.), exocortis
(Citrus exocortis viroid), mancha grasienta (Cercospora citri), rofia (Sphaceloma citri), fumagina
(Capnodium sp.), mohos del fruto (Penicillium digitatum y P. italicum), huanglongbing o0 HLB

(Candidatus liberibacter) y la muerte de ramas (varios géneros de hongos) (Velazquez et al. 2013).

3.3.1. Enfermedades Fungicas de la Madera por Botryosphaeriaceae

La familia Botryosphaeriaceae tiene una distribucion casi cosmopolita, exceptuando las regiones
polares. Incluye en total 17 géneros y 110 especies identificadas con base en caracteristicas
morfoldgicas y moleculares, abarcando hongos de morfologia muy variable que son patégenos,
necrotréficos o saprofitos, especialmente en plantas lefiosas (Phillips et al., 2013). Los mas
comunes son: Botryosphaeria spp., Diplodia spp., Dothiorella spp., Lasiodiplodia spp.,
Neofusicoccum spp. y Neoscytalidium spp. (Luo et al., 2019). Estos fitopatdgenos penetran a la
planta principalmente por las heridas de la poda o aberturas naturales, a través de las cuales invaden
el sistema vascular y en consecuencia obstruyen los vasos xilematicos (Leyva-Mir et al., 2021).

Los sintomas caracteristicos causados por miembros de la familia Botryosphaeriaceae son la
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muerte descendente de ramas, brotes o cordones, formacion de cancros y eventualmente la muerte
del arbol (Al-Sadi et al., 2013; Adesemoye et al., 2014; Bautista-Cruz et al., 2019).

3.3.2. Lasiodiplodia spp.

Las especies de Lasiodiplodia, principalmente se distribuyen en zonas de clima tropical y
subtropical, se ubican dentro del grado de parasitismo como saprofitos facultativos; es decir, son
microorganismos que viven siendo parasitos en la madera; sin embargo, también tiene la facultad
de ser latentes bajo ciertas condiciones ambientales y climaticas, encontrandose cominmente como
enddfitos en tejidos sanos de la planta, convirtiéndose en patdgeno cuando el hospedante esta
debilitado o estresado (Picos-Mufioz et al., 2015). Su principal via de entrada a los arboles es a
través de heridas ya sean mecanicas o producidas por algun insecto; este hongo tiene la capacidad
de colonizar el sistema vascular, avanzar por delante de los sintomas visibles y de sobrevivir en
tejido muerto del arbol (Xiao et al., 2017).

El reporte mas antiguo encontrado sobre Lasiodiplodia spp., fue realizado por Alvarez (1976)
afectando el cultivo de cacao (Theobroma cacao L.). Picos- Mufioz et al. (2015), indican que las
especies de Lasiodiplodia son muy comunes en los trépicos, causando varias enfermedades en las
plantas, tanto en las etapas de cultivo como en poscosecha y que su actividad celulitica permite la
penetracién y colonizacién en la planta de manera similar a la de un hongo que causa pudricion
blanda, utilizando el almidon y otros sacaridos presentes en el sustrato inicial de la madera. La
etiologia de las enfermedades causadas por Lasiodiplodia spp. crucial para estudios
epidemioldgicos 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 (Picos-Mufioz et al.,
2015).

Estudios realizados por Phillips et al. (2013), indicaron que, debido a la presencia cosmopolita y
el amplio rango de hospedantes de este hongo, existen varias especies cripticas afectando las
plantaciones citricolas. Varela-Fuentes et al. (2013), lo describieron como el agente causal de la
muerte de plantas de naranjo agrio injertadas en diferentes especies de citricos en viveros; asi como,
afectando arboles de limén mexicano y limén Persa, causando muerte descendente de ramas,

gomosis en tallos o necrosis de las raices; y de la pudricion del peddnculo en frutos de naranja.
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3.3.3. Muerte Descendente de las Ramas de Citricos por Lasiodiplodia spp.

La muerte descendente por Lasiodiplodia spp. es un término propuesto por Urbez-Torres (2011),
y agrupa al cancro causado por Botryosphaeria spp. (Bot canker, en inglés), esto debido a que, en
los Gltimos afos, los nombres de las dos enfermedades se han empleado indistintamente y existe
confusion para diferenciar un padecimiento de otro.

La muerte descendente de los citricos ocasionada por Lasiodiplodia spp es una enfermedad con
gran importancia econémica, debido a que las pérdidas de produccion alrededor del mundo se
estiman en 10 a 30% (Pérez et al., 2021). En México no se han estimado las pérdidas econdmicas
causadas por estos patdgenos en especies citricolas, pero, en limoén Persa, se ha determinado una
incidencia de 31 a 100% y una severidad de 30 a 100% en el estado de Morelos (Valle de la Paz et
al., 2019a). En Sinaloa la muerte descendente de los citricos se encuentra ampliamente distribuida,
principalmente en el norte del estado, donde las condiciones climaticas permiten un buen desarrollo
de estos patdgenos (Pérez et al., 2021).

Cuando la enfermedad se presenta en arboles, los sintomas observados son gomosis, tizén en las
hojas, agrietamiento de tallos, muerte descendente de ramas; asi como, cancros en las ramas y
tronco principal (Figura 1). La corteza se ablanda en la periferia del boton y se produce una necrosis
del tallo de color marron en toda la superficie infectada, el patégeno avanza hacia otros 6rganos de
la planta, en las hojas, se presentan manchas en etapas mas avanzadas de la enfermedad,
provocando su senescencia y con ello la muerte descendente (Pérez et al., 2021; Valle de la Paz et
al., 2019a; Bautista-Cruz et al., 2019; Polanco-Florian et al., 2019).

= R S S W T A A - ‘ 4w '
Figura 1. Sintomas de muerte descendente en arboles de limon Persa. (A) arbol sano, (B) presencia de
exudacion de goma en el tronco principal o en ramas primarias y secundarias, (C) agrietamiento visible con
exposicion de tejidos internos, (D) y (E) muerte descendente (Valle de la Paz et al., 2019a).
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3.4. Identificacion Morfoldgica de Lasiodiplodia spp.

Las especies de Lasiodiplodia son separadas por el tamafio y forma de los conidios, en general,
son hongos formadores de ascocarpos color café oscuro a negro, agregado, con pared gruesa de
color café oscuro e hialino en capas internas, de 250-400 um de diametro; las ascosporas son
biseriadas, hialinas, aseptadas de 30_35 x 11 14 um; el conidiomata es estromatico, simple o
agregado, inmerso en el hospedante y una vez maduro emerge de este, de color café oscuro,
unilocular, pared gruesa o delgada de color marrén, con frecuencia setoso, de hasta 5 mm de ancho,
ostiolo central, papillado; parafisis hialinas, cilindricas, septadas, ocasionalmente ramificadas con
los extremos redondeados hasta de 55 pm de largo y 3-4 um de ancho (Figura 2) (Phillips et al.,
2013).
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Figura 2. LaS|od|pIod|a theobromae. (A)y (B) Asca, (C)y (D) Ascosporas (E) e (1) Capa conidiégena con
células conididgenas y parafisis, (F) Paréfisis hialina, (G) Conidios inmaduros, (H) Desarrollo de conidios,
(J) y (K) Conidios estriados maduros con paredes oscuras (Phillips et al., 2013).

En la fase asexual, el género Lasiodiplodia se distingue principalmente por la presencia de
picnidios, parafisis y estriaciones longitudinales en conidios maduros. Las colonias que forma en
medio de cultivo son moderadamente densas, con micelio aéreo, inicialmente blancas torndndose
gris-olivo a los siete dias y con el tiempo se tornan a color negro; la exposicion a la luz por més de

16 horas favorece la formacion de picnidios (Al-Sadi et al., 2013).
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3.5. Control de Lasiodiplodia spp

3.5.1. Control Quimico

El uso de fungicidas para controlar la muerte descendente por especies de la familia
Botryosphaeriaceae se ha reportado en muy pocos estudios (Niekerk et al., 2006).

Debido a que las especies de la familia Botryosphaeriaceae penetran a los arboles de citricos
principalmente por heridas de poda (Leavitt, 1990), existen varios trabajos dirigidos a la aplicacion
de fungicidas para proteger estos sitios (Varela-Fuentes et al. 2013).

3.5.1.1. Fungicidas metil benzamidazol carbamatos (MBC). Los fungicidas clasificados dentro de
la clase MBC inhiben la formacion de la beta-tubulina, interrumpiendo asi la mitosis y por tanto la
division celular. Su modo de accién es por union a los microttbulos celulares. Estos se clasifican
en dos grupos: bencimidazoles (carbendazim, tiabendazol, benomil) y tiofanatos (metil-tiofanato)
(FRAC, 2021).

Valle de la Paz et al. (2019b), evaluaron la sensibilidad in vitro de L. theobromae ante el tiofanato
metil, concluyendo que el hongo es altamente sensible a este fungicida, dado que no presento
crecimiento micelial en ninguna dosis evaluada (0.1, 0.08, 0.06 g/100 mL agua); sin embargo, esto
pudo deberse a que las concentraciones utilizadas fueron las recomendaciones del fabricante para
Su uso en campo. Por su parte, Yang et al. (2021), determinaron que de 224 aislados de L.
theobromae obtenidos de mango en China, el 28% fue sensible, 10% fue resistente, 25% fue
altamente resistente a carbendazim con una concentracion efectiva que inhibe el 50% del
crecimiento micelial (CEso) que oscilé entre 0.001-1, 48.89-98.63 y 102.1-898.60 pg/mL
respectivamente; mientras, que 63% restante creci6 de forma normal. Similarmente, la
susceptibilidad in vitro de L. theobromae ante tiofanato metil se evalu6 por Cavalcante et al. (2014)
en Brasil, cuyos resultados fueron que de 109 aislados de L. theobromae el 79.8% fue sensible con
una CEso media de 1.87 pg/mL, mientras que el 20.2% de los aislados se denomind resistentes a

tiofanato metil con una CEsg superior a 300 pg/mL.
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En condiciones de campo, Rolshausen et al. (2010), determinaron que el tiofanato metil al 1% fue
el fungicida que presentdé mayor control sobre Botryosphaeria spp., disminuyendo la incidencia de
este patdgeno en alrededor del 80% en el cultivo de uva (Vitis spp.). La sensibilidad de
Botryosphaeria spp. ante el tiofanato metil, también se evalué en un estudio realizado por
Amponsah et al. (2012), donde este fungicida se aplicé a dosis de 40 g ia/L y se redujo

significativamente la incidencia de Neofusicoccum luteum en un 83%.

3.5.1.2. Fungicidas inhibidores de la quinona (Qol). Los fungicidas Qol son altamente efectivos
para inhibir la esporulacion, la germinacion de esporas y el crecimiento del micelio de los
patogenos flngicos objetivos. Su modo de accion es unirse al llamado sitio externo de quinona del
citocromo b en el complejo bc: (complejo 111) de la cadena de transporte de electrones de la
mitocondria, bloqueando la transferencia de electrones del citocromo b al citocromo ¢ y, en dltima
instancia, lleva a una interrupcién de la sintesis de tri-fosfato de adenosina (Bartlett et al., 2002;
Liang et al., 2019). Sin embargo, los hongos pueden evitar parcialmente los efectos tdxicos in vitro
de los fungicidas Qol mediante la activacion de la oxidasa alternativa (AOX) ubicada en la
membrana mitocondrial, pero, para los hongos en las plantas, la AOX es inhibida por los
metabolitos secundarios de las plantas, como los flavonoides (Wood y Hollomon, 2003). Por este
motivo se debe de agregar un inhibidor de la AOX al medio de cultivo artificial, el acido
salicilhidroxamico (SHAM), es un inhibidor de la AOX, este se incluye de forma rutinaria en un
medio artificial para suprimir la AOX (Malandrakis et al., 2006; Walker et al., 2009; Duan et al.,
2012; Liang et al., 2019). La concentracion de SHAM utilizada, generalmente es de 100 pg/mL,
este reducira la concentracion efectiva para los valores de la inhibicion del 50% (CEso) para el
fungicida Qol probado, como lo demostraron los valores de CEso de azoxistrobin con y sin SHAM
contra Ascochyta rabiei (Wise et al., 2008) y Sclerotinia sclerotiorum (Duan et al., 2012).

Debido a la aplicacion extensiva de esta clase de fungicidas con un solo sitio de accién (Sun et al.,
2015), muchos patdgenos de plantas como Botrytis cinerea (Xiao et al., 2017), Cercospora beticola
(Birla et al., 2012) y Sclerotinia sclerotiorum (Liang et al., 2015) han desarrollado resistencia al
piraclostrobin. En un estudio realizado por Fan et al. (2019), se determind la sensibilidad a
piraclostrobin en asilados de Botryosphaeria sp. obtenidos de huertos de manzanas que nunca

habian estado expuestos a este fungicida, por lo que se concluy6 que los de CEsg oscilaron entre
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0.7y 7.13 pg/mL. Por su parte, Pitt et al. (2012), evaluaron la sensibilidad in vitro de piraclostrobin
contra los agentes causales de la muerte descendente de la vid (Neofusicoccum parvum,
Botryosphaeria dothidea, Diplodia seriata y Lasiodiplodia theobromae) en Australia para las
cuales, la concentracion media del fungicida resulté en 0.86 pg/mL. Més adelante, Yang et al. en
el 2021 sefialaron que de 224 aislados de L. theobromae probados in vitro con piraclostrobin, solo
el 43% fue sensible, mientras que el 57% restante se clasificO como resistente o altamente resistente
con CEso que oscilaron entre 0.13 y 1525.43 pg/mL.

3.5.1.3. Fungicidas inhibidores de la succinato hidrogenasa (SDHI). Los fungicidas de la clase
SDHI, clasificados como carboxamidas, inhiben la enzima succinato ubiquinona reductasa,
también conocida como complejo 11, en la cadena de transporte de electrones en la membrana
mitocondrial interna. Dentro de la clase carboxamidas se encuentran los fungicidas boscalid,
carboxin, sedaxane, fluxapyroxad, fluopiram, entre otros (FRAC, 2021). Un estudio realizado por
Froelichyguido (2019), donde evalud la concentracion efectiva de los fungicidas boscalid y
fluopiram para el patdogeno Botryosphaeria obtusa, aislado del tizén de ramas de durazno,
reportaron que este patdgeno en base a los valores de CEso fue resistente a estos fungicidas con
valores iguales o superiores a 56.819 pg/mL siendo ineficaces para su control. De manera similar,
Pitt et al. (2012) evaluaron la eficacia in vitro de boscalid para el control de los agentes causales
del cancro de la vid por Botryosphaeriaceae en Australia, donde el fungicida resulté ineficaz para
controlar a los aislados de L. theobromae, D. seriata, B. dothidea y N. parvum.

Sin embargo, el fungicida Boscalid, es ampliamente utilizado por los citricultores para el control
de diversas enfermedades fungicas, debido que su uso esta aprobado por la Agencia de Proteccion

Ambiental (EPA, por sus siglas en inglés) para la exportacion de fruta citrica (EPA, 2022).

3.5.1.4. Fungicidas anilo pyrimidinas (AP). Los fungicidas AP inhiben la sintesis de aminoacidos
y proteinas afectando la metionina, ubicandose entre ellos a los fungicidas ciprodinil, mepanipirim
y pyrimethanil (FRAC, 2021). Pitt et al. (2012) reportaron que los fungicidas ciprodinil y
pyrimethanil son, en gran medida, ineficaces para inhibir el crecimiento micelial in vitro de los
agentes causales del cancro de la vid por Botryosphaeriaceae (L. theobromae, D. seriata, B.

dothidea y N. parvum) aislados en Australia, utilizando dosis inferiores a 5 ug/mL. En un estudio
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realizado por Amponsah et al. (2012), indicaron que pyrimethanil fue ineficaz para controlar el
crecimiento micelial in vitro de las especies Neofusicoccum australe, N. luteo y Diplodia mutila
aisladas de vid en Nueva Zelanda. Por su parte, Tovar-Pedraza et al. (2013) indicaron que el
fungicida pyrimethanil fue eficaz para controlar el crecimiento micelial in vitro de L. theobromae
en mamey (Pouteria sapota) con una CEsp media de 1.8 pg/mL.

No obstante, el fungicida pyrimethanil, es utilizado por los citricultores para el control de diversas
enfermedades causadas por hongos fitopatdgenos, dado que, su uso esta aprobado por la Agencia
de Proteccién Ambiental (EPA, por sus siglas en inglés) para la exportacién de fruta citrica (EPA,
2022).

3.5.1.5. Fungicidas cloronitrilos. Clorotalonil es un fungicida de accion multisitio dentro de las
células del hongo; este se adhiere a los grupos —SH de las moléculas de los aminoacidos,
bloqueando asi muchos procesos metabolicos importantes de las células fangicas; uno de estos es
la produccién de ATP via ciclo de Krebs, ya que clorotalonil se acopla con el agente reductor
glutation (FRAC, 2021). Un estudio realizado por Pitt et al. (2012) aislaron a los agentes causales
del cancro por Botryosphaeriaceae de la vid en Australia, sefialando que el clorotalonil es efectivo
para inhibir el crecimiento micelial in vitro de L. theobromae, D. seriata, B. dothidea y N. parvum
con una CEso < 2 mg/L. Simultaneamente, Amponsah et al. (2012), indicaron que el fungicida
clorotalonil fue eficaz para controlar a las especies Neofusicoccum australe, N. luteo y Diplodia
mutila con valores medios de CEso de 3.8, 7.8 y 0.2 mg/L respectivamente, aisladas de vid en
Nueva Zelanda. En este mismo sentido, Tovar-Pedraza et al. (2013), indican que el fungicida
clorotalonil fue eficaz para inhibir el crecimiento micelial in vitro de L. theobromae, aislada de

zapote mamey en Guerrero, México.

3.5.2. Control con Extractos Vegetales

3.5.2.1. Extractos vegetales. En los Gltimos afios el uso de fungicidas de sintesis quimica ha
aumentado la preocupacidn del consumidor y su uso es cada vez mas restrictivo debido a problemas

secundarios como efectos cancerigenos en humanos, toxicidad residual, contaminacién ambiental
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y la resistencia adquirida de los patdgenos a los grupos quimicos; por lo que hoy en dia se requiere
de nuevas alternativas de manejo para controlar a los fitopatdgenos y que tengan bajo impacto
ambiental, tal como es el uso de fungicidas de origen natural (Céspedes et al., 2014). Sin embargo,
estos productos no garantizan la erradicacion del organismo fitopatdgeno, dado que una aplicacion
deficiente o inadecuada del fungicida puede no controlar al hongo (Céspedes et al., 2014). Un
estudio realizado por Faruk-Hansan et al. (2020), donde evalud extractos de plantas (Centella
asiatica, Cassia alata, Datura metel, Coccinia grandis, Psidium guajava y Azadirachta indica)
contra el patdgeno L. theobromae sefialo que D. metel y C. alata mostraron la inhibicion més alta
con 50 pg de extracto/disco, inhibiendo el 75.25 y 69.31% del crecimiento micelial in vitro,
respectivamente, mientras que la inhibicion méas baja del crecimiento de micelio fue del 35.65%

por el extracto de la hoja de A. indica.
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4. HIPOTESIS

La muerte descendente de ramas de limon Persa en huertos comerciales en Sinaloa es causada

por al menos dos especies de Lasiodiplodia.

Los aislados obtenidos de Lasiodiplodia spp. presentan diferente nivel de virulencia.

Las especies de Lasiodiplodia tienen alta sensibilidad in vitro a los fungicidas tiofanato-

metilico y pyraclostrobin.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Identificar, caracterizar patogénicamente y determinar la sensibilidad in vitro a fungicidas en los
hongos causantes de la muerte descendente de ramas de arboles de limén Persa en Sinaloa.

5.2. Objetivos Especificos

1. Caracterizar morfoldgica y molecularmente al agente causal de la muerte descendente de
ramas de limon Persa en huertos comerciales en Sinaloa, México.

2. Verificar la patogenicidad y determinar la virulencia de hongos asociados a la muerte
descendente de ramas de limon Persa en Sinaloa, México.

3. Determinar la sensibilidad in vitro a fungicidas de diferentes clases quimicas en los hongos

asociados a la muerte descendente de ramas de limon Persa en Sinaloa, México.
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6. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Una de las limitantes en la produccién de limon Persa en Sinaloa, es la enfermedad causada
por hongos fitopatdgenos conocida como muerte descendente de ramas. Un primer paso para el
control de esta enfermedad es la identificacion correcta del agente causal.

Una vez caracterizado e identificado al agente causal, se debe seleccionar la o las estrategias de
control adecuado del hongo fitopatdgeno, y asi aumentar la rentabilidad del cultivo reduciendo

dafos ocasionados por la enfermedad.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Recoleccién de Material Bioldgico

Durante el periodo de junio a agosto de 2021, se recolectd el material vegetal enfermo de arboles
de limon Persa de tres huertas comerciales distribuidas en el estado de Sinaloa. Las muestras
presentaban los siguientes sintomas: pudricion del tallo, ramas secas, frutos con pudricién, cancros
y gomosis en la corteza de las ramas, amarillamiento del follaje y muerte descendente de ramas
(Figura 3). Las muestras recolectadas se transportaron en bolsas de polietileno etiquetadas con los
siguientes datos de: nombre de la huerta, tipo de material y portainjerto, predio, tabla, fecha y
nombre del colector.

La recoleccion de ramas sintomaticas de los arboles de limon Persa se realizo dividiendo al estado
dos en zonas:

a. Norte: Ahome y Salvador Alvarado.

b. Centro: Culiacan, Navolato y Elota.
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Figura 3. Sintomas de muerte descendente en limon Persa (Citrus latifolia) asociado con
Botryosphaeriaceae en Sinaloa. (A) Arbol con ligero amarillamiento foliar. (B) Arbol con muerte
descendente de ramas y severa defoliacion. (C) Arbol con muerte de ramas, frutos y hojas. (D) Picnidios en
la superficie del tronco.

7.2. Aislamiento de los Hongos

Las muestras de tejido vegetal se observaron bajo el microscopio estereoscopico para detectar la
presencia de estructuras fungicas (picnidios), a partir de los cuales se realizaron cortes finos de las
estructuras cuando habia presencia. Posteriormente, se procedio a recolectar fragmentos de ramas
de 4-5 mm de longitud, del margen entre el tejido necrotico y sano, los cuales se desinfestaron en
una solucion de hipoclorito de sodio al 2% por 2 min, se enjuagaron tres veces con agua destilada
estéril y se secaron sobre papel secante estéril. Los fragmentos se colocaron en placas Petri con
medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) y se incubaron a 27 °C en completa oscuridad por 72
h. De los hongos desarrollados se realizaron purificaciones por punta de hifa con la finalidad de
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obtener cultivos puros (Bautista-Cruz et al., 2019).

Una vez obtenidos los aislamientos de los hongos purificados, se procedié a inducir la presencia
de estructuras fungosas (picnidios), para lo cual se colocaron trozos de aciculas de pino
esterilizadas sobre las placas de medio de cultivo PDA, posteriormente, se coloco un disco de PDA
con desarrollo fungoso del aislado a una distancia de 5 cm, dejando incubar a 28 °C, se observo
diariamente hasta la presencia de las estructuras fungosas, las que fueron analizadas y
caracterizadas, considerando el tipo de cuerpo fructifero y morfologia de los conidios (Phillips et
al., 2013)

Los hongos aislados y purificados se conservaron en tubos con medio de cultivo PDA y se
cubrieron con aceite mineral esterilizado (Crous et al., 2006).

7.3. Identificacion

7.3.1. Morfologica

La identificacion morfoldgica de los aislados se realizd usando de las claves y descripciones
taxonomicas de Phillips et al. (2013), basado en las caracteristicas morfoldgicas de la fase asexual
de los hongos como son: micelio: sumergido o superficial, ramificado, septado, café oscuro,
conidioforos: hialinos, simples, a veces septados, rara vez ramificado, cilindricos, surgen de las
capas internas de las células que revisten los l6culos, conidios: hialinos cuando son jévenes, luego
se vuelven bicelulares, café oscuro con estrias longitudinales, de paredes gruesas, oblongo a

elipsoide, recto, ampliamente redondeado en el apice, base truncada.

7.3.2. Molecular

El ADN gendmico de cada aislado fungico, se extrajo de acuerdo con el método de bromuro de

cetil-trimetril-amonio (CTAB) descrito por Doyle (1991). Los aislados se cultivaron en medio PDA
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por 6 dias a 27 °C en completa oscuridad. Posteriormente, el micelio aéreo se raspd directamente
con ayuda de una espatula estéril y se coloco en microtubos para centrifuga de 2mL, el micelio se
suspendi6 en 800 mL de solucion CTAB al 2% y se macerd con pistilos estériles. Los microtubos
se pasaron por el vortex y se incubaron a 70°C durante 15 min y se centrifug6é durante 10 min a
12,000 rpm. EI sobrenadante se recolectd y se le agregaron 300 uL de cloroformo, se mezcld y
posteriormente se centrifugd durante 10 min. Nuevamente el sobrenadante se transfirié a un tubo
estéril y se le agregaron 0.7 volimenes de isopropanol, esto se mezcl6 por inversién, se incubd por
10 min a temperatura ambiente y se centrifugd por 10 min a 12,000 rpm. El sobrenadante se decant6
y se agreg6 etanol al 70%, se agité en un vortex y se centrifugé nuevamente durante 10 min a
12,000 rpm, para por ultimo decantar el sobrenadante. La pastilla de ADNg resultante se dejé secar
por 1 h dentro de la campana de flujo laminar, posteriormente se re-suspendié en 30 uL de agua
libre de nucleasas.

La integridad del ADNg se corrobor6 por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, tefiido con
bromuro de etidio, utilizando el buffer de corrida TAE 1 X, por 45 min a 90 Volts. La concentracion
se cuantifico con un espectrofotdmetro NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific, Madison, WI) y
el ADN se almaceno a -4°C.

El ADN de cada aislado se utilizé como templado para la amplificacion por PCR de la region y de
los genes de interés con los marcadores descritos en el Cuadro 4. La mezcla de reaccién para la
amplificacion por PCR se prepard con un volumen final de 25 pL: 2.5 mM MgCI2; 0.2 mM dNTP;
0.8 uM de cada primer; 0.5 U de Tag DNA polimerasa (Invitrogen®) y 4 ng de DNA. La
amplificacion se llevd a cabo en un termociclador Bio-Rad C1000 (Bio-Rad Laboratories, EE.
UU.) con las siguientes condiciones: un paso inicial de desnaturalizacién a 94°C por 2 min seguido
de 35 ciclos de 94°C por 30 s; alineamiento a 55°C para la region ITS, 54 °C para el gen EF-1a y
58°C para el gen BT2 durante 30 s; extension a 72 °C por 1 min; y un paso final de extension a 72
°C durante 10 min (Cuadro 4).

Del producto de PCR se utilizaron 4 uL para electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiida con
bromuro de etidio, con el buffer de corrida TAE 1 X, por 45 mina 90 volts. El producto se visualizd
bajo luz ultravioleta.

Finalmente, los productos de PCR se purificaron con el kit de purificacion de PCR QlAquick
(Qiagen, Valencia, CA) y se secuenciaron por Macrogen (Macrogen Inc., Seul, Corea) en ambas

direcciones con los mismos iniciadores que se usaron para las reacciones de PCR.
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Cuadro 4. Nombres de los genes o regiones amplificados, los marcadores utilizados, su secuencia,
los fragmentos (pb), la temperatura de fusion y referencia.

Gen o Marcador Secuencia Fragmento (pb) Tm Referencia

region (°C)

ITS ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC ~ 315 55 White et al,
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 1990

EF-la EF1-688F CGGTCACTTGATCTACAAGTGC ~ 300 54 Alves et al,
EF1-1251R  CCTCGAACTCACCAGTACCG 2008

BT2 Bt2A GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC  ~495 58 Glass y
Bt2B ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC Donaldson,

1995

7.3.2.1. Filogenia. Las secuencias obtenidas se ensamblaron utilizando el paquete Staden (Stadem
et al. 1998). Las secuencias tipo y los aislados de las referencias de las especies de Lasiodiplodia
de cada locus analizado se descargaron en la base de datos de secuencias del GenBank y se
combinaron con las secuencias recién generadas. Se realizaron multiples alineaciones de
secuencias para cada locus de forma independiente utilizando MEGA 7.0.14 (Kumar et al. 2016),
y se realizaron ajustes manuales cuando fue necesario. La alineacion de cada locus se realizé con
SequenceMatrix v.1.8 (Vaidya et al. 2011) para construir la matriz concatenada.

La filogenia para cada locus (ITS, EF-/a y BT2) y la matriz concatenada se infirieron bajo el
criterio de Maxima Verosimilitud (ML) y Maxima Parsimonia (MP).

Los andlisis se realizaron en RAXML-HPC2 (Stamatakis, 2014) implementando en el portal
CIPRES Science Gateway. Las busquedas del arbol se realizaron bajo el modelo GTRGAMMA
con 1000 seudoréplicas.

Las secuencias generadas se depositaron en la base de datos del GenBank (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Numero de acceso de GenBank de secuencias de ADN de Botryosphaeriaceae incluidos en el

estudio filogenético.

Cadigo de

Numero de acceso de GenBank

Especie aislado Hospedante Origen ITS EF-1a BT2
Barriopsis MFLU 20 - . . .
archontophoenicis 0523 Camellia sinensis Taiwan MT876524 MT897877 Desconocido
B. archontophoenicis | MPEWCC | Archontophoenix | g | k235306 | KX235305 | Desconocido
141164 aleandrae
B. iraniana IRAN1448C Mangifera indica Irdn FJ919663 FJ919652 Desconocido
B. iraniana IRAN1449C Olea sp. Irdn FJ919665 FJ919654 Desconocido
B. stevensiana CBS 174 26 Desconocido Desconocido | EU673330 EU673296 Desconocido
B. tectonae G%)g:b%lQ Desconocido China MZ781424 MZ781491 MZ852497
B. tectonae M ey - | Tectonagrandis | Tailandia | KIS56515 | KJ556516 | KJ556517
B. thailandica CCLF359 Citrus latifolia México |  --m-m-ee-
. . MFLUCC 14 . . . .
B. thailandica 1190 Desconocido Tailandia KY115675 KY115676 Desconocido
Diplodia mutila CMW?7060 Fraxinus excelsior | Paises bajos CMW?7060 AY236955 AY236904
D. seriata CBS112555 Vitis vinifera Portugal AY259094 AY573220 Desconocido
Lastediplodia CMW41467 | Avicenniamarina | Sudafrica | KP860835 | KP860680 | KP860758
L. avicenniae LAS199 Avicennia marina Sudafrica KU587957 KU587947 KU587868
L. brasiliense CCLF353 Citrus latifolia México | = ----------
L. brasiliense CMM4015 Mangifera indica Brasil JX464063 JX464049 Desconocido
L. brasiliense CMW35884 Adansonia | \poqacascar | KUBB7004 | KUBS6972 | KU887466
madagascariensis
L. cinnamomi CFCC 51997 | Cinnamomum sp. China MG866028 MH236799 MH236797
L. cinnamomi CFCC 51998 | Cinnamomum sp. China MG866029 MH236800 MH236798
L. gravistriata CMM4564 | Anacardium humile Brasil KT250949 KT250950 Desconocido
L. gravistriata CMM4565 Anacardium sp. Brasil KT250947 KT266812 Desconocido
L. iraniensis IRAN1502C Juglans sp. Iran GU945347 GU945335 KU887517
L.a iraniensis IRAN1520C | Salvadora persica Iran GU945348 GU945336 KUB887516
L. jatrophicola CCLF352 Citrus latifolia México | = ----------
L. jatrophicola CMM3610 Jatropha curcas Brasil KF234544 KF226690 KF254927
L. mediterranea BL1 Quercus ilex Italia KJ638312 KJ638331 Desconocido
L. mediterranea BL101 Vitis sp. Italia KJ638311 KJ638330 Desconocido
L. pseudotheobromae | CBS116459 Gmelina arborea Costa Rica EF622077 EF622057 EU673111
L. pseudotheobromae CCLF354 Citrus latifolia México | = ----------
L. pseudotheobromae CCLF355 Citrus latifolia México |  -------e--
L. pseudotheobromae CCLF356 Citrus latifolia México |  -------e--
L. pseudotheobromae CCLF357 Citrus latifolia México |  -------e--
L. pseudotheobromae CCLF358 Citrus latifolia México |  -------e--
L. pseudotheobromae CGl'\él&c; 3 Pteridium sp. China KX499876 KX499914 KX499989
L. subglobosa CCLF351 Citrus latifolia México |  ----m--ee-
L. subglobosa CMM3872 Jatropha curcas Brasil KF234558 KF226721 KF254942
L. subglobosa CMM4046 Jatropha curcas Brasil KF234560 KF226723 KF254944
L. thailandica B0041 Phyllanthus acidus Tailandia KM006433 KMO006464 | Desconocido
L. thailandica B0421 Desconocido Desconocido | Desconocido | Desconocido | Desconocido
L. theobromae CBS111530 Desconocido Desconocido EF622074 EF622054 KU887531
Fruta en la costa de Nueva
L. theobromae CBS164.96 arrecifes de coral guinea AY640255 AY640258 KU887532
L. viticola UCD2553AR Vitis sp. U.S A HQ288227 HQ288269 HQ288306
L. viticola USD2604MO Vitis sp. U.S A HQ288228 HQ288270 HQ288307
Pgﬁggggrf” CFCC 53776 Rhus typhina China MN215838 | MN215873 | MN205997
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7.4. Pruebas de Patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad de los aislados de Lasiodiplodia spp. y del aislado de B. thailandica
se llevaron a cabo en éarboles certificados de limon Persa de un afio. Para la inoculacién se
realizaron heridas en las ramas de limon Persa con un bisturi estéril, se coloc6 un disco de PDA
colonizado (5 mm de diametro) de 7 dias de edad en el area de la herida y se sell6 con papel
Parafilm para evitar la desecacion. Con cada aislado fungico se inocularon tres ramas.
Inmediatamente después de la inoculacion, cada planta se rocié con agua estilada estéril y se cubrid
con una bolsa de plastico durante 72 h para mantener la humedad. Los arboles se manejaron
agronémicamente durante un mes en invernadero bajo condiciones de luz y temperatura naturales.
La virulencia de los aislados se evalud 30 dias después de la inoculacion, eliminando la corteza y
midiendo la longitud de la lesion vascular con un vernier digital (Bautista-Cruz et al., 2019).
Posteriormente, se llevo a cabo el re-aislamiento de los hongos a partir de las ramas sintomaticas

con la finalidad de completar los postulados de Koch (Agrios, 2005).

7.5. Sensibilidad in vitro de Lasiodiplodia spp. a Fungicidas

En este estudio se utilizaron fungicidas comerciales de pyraclostrobin, tiofanato metil, pirimetanil,
clorotalonil, boscalid y un extracto vegetal (Cinnamomum spp., Ricinus spp., Azadirachta spp.,
quitinasa y lipasa) (Cuadro 7). Las concentraciones evaluadas se basaron en el ingrediente activo
para cada uno de los fungicidas.

La sensibilidad in vitro se determiné con base en ensayos de inhibicion del crecimiento micelial de
ocho aislados de Lasiodiplodia spp. Para ello, se prepar6 una solucion madre de los fungicidas en
agua destilada estéril, agregando tnicamente al pyraclostrobin 100 pg mL* de SHAM, y se agrego
al medio PDA, después de la esterilizacion, para obtener las concentraciones indicadas en el Cuadro
7. Placas Petri con medio PDA sin fungicidas sirvieron como testigo. Todas las placas Petri con
medio PDA con fungicida se prepararon 24 h antes de usarlas en la prueba y se mantuvieron en

oscuridad continua. Para cada aislado, se tomaron discos miceliales de 5 mm de diametro del
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margen con crecimiento activo de una colonia de 5 dias de edad y se colocaron en el centro de
placas Petri con PDA + fungicida a cada una de las concentraciones a evaluar. Las placas se
incubaron durante 3 dias a 28°C en oscuridad continua. Para cada aislado, se usaron tres replicas
por concentracion. El diametro de la colonia en cada placa Petri se midi6 de forma perpendicular
en dos direcciones y se promedio. El experimento completo se realizando dos veces.

La concentracion efectiva que inhibe el 50% del crecimiento micelial (CEso) para cada aislado se
calcul6 con una curva de dosis-respuesta ajustada a los datos con una regresion log-logistica con
el paquete R ezec (Kamvar, 2016) usando el modelo LL.3 en el paquete R drc (Ritz et al., 2015).
La normalidad de los datos de ambos experimentos para cada fungicida se verifico con la prueba
de Shapiro-Wilk (Mora-Aguilera et al., 2021).

El modelo log-logistico corresponde a la funcion:

d—c

f(x,(b,c,d,e))=c+ (1 + exp(b(log(x) — log(e))))

Cuadro 6. Fungicidas y concentraciones utilizadas para la prueba de sensibilidad in vitro con ocho
aislados de Lasiodiplodia spp. obtenidos de tejidos enfermos de limén Persa.

Fungicida Empresa Ingrediente activo (i.a) % de  Concentraciones (ug mL™)
i.a

Headline Syngenta pyraclostrobin 23.6 0.01,0.05,0.1,05,1,5y10

Cercobin M BASF tiofanato-metil 70 0.1,0.5,1,5,10y 50

Scala60 SC Bayer CropScience  pirimetanil 546 0.1,05,1,510y50

Cantus Basf boscalid 50 1,5,10,50y 100

Econil 720  Gurpo LUCAVA clorotalonil 52 1,5, 10, 50, 100, 500

Extrac FORMULABAGRO extracto vegetal 90 100, 500, 1000, 2500, 5000

Bacter

7.6. Analisis Estadistico de la Prueba de Patogenicidad

Los experimentos se establecieron bajo un disefio de dos factores, Region y Aislado, con el factor
Aislado anidado en el factor Regién (Gavilanez-Luna, 2021). Para cada uno de los tratamientos se

realizaron tres replicas (Cuadro 6). Las diferencias de virulencia (longitud de lesién interna) de los
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diferentes aislados de Lasiodiplodia spp. y B. thailandica se determinaron mediante un anélisis de
varianza y las medias se compararon con la prueba LSD, al 5% de probabilidad usando el paquete
estadistico Minitab 19.

Cuadro 7. Anélisis estadistico para la prueba de patogenicidad.

Regidn Aislado Replica
Norte Al X X X
X X X
A5 X X X
Centro A6 X X X
X X X
Ald X X X
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8. RESULTADOS

8.1. Estudio de Campo

Durante el muestreo en las huertas de limén Persa se realiz6 un recorrido por toda el &rea detectando
arboles con sintomas de muerte descendente: gomosis, amarillamiento foliar, presencia de
estructuras fungicas (picnidios), cancros en el tallo y muerte descendente de ramas, posteriormente
se procedio a seleccionar 10 arboles al azar ubicados en distintas zonas de la huerta, una vez
seleccionados los arboles, se tomaron fragmentos de los tallos sintomaticos, estos fueron puestos
en bolsas de polietileno, se rotularon y fueron transportados a las instalaciones de CIAD en una

hielera para su posterior procesamiento en el laboratorio.

8.2. Recolecta de Muestras y Aislamiento de los Hongos

En este estudio se obtuvieron un total de 18 aislados fungicos de la familia Botryosphaeriaceae a
partir de tejidos sintomaticos de limon Persa, recolectados en tres huertas comerciales, distribuidas
en los municipios de Ahome, Navolato y Elota en el estado de Sinaloa. Con base en la morfologia
de las colonias, se utilizé una submuestra de 9 aislamientos representativos (tres por huerto) para
los analisis morfoldgicos y filogenéticos, prueba de patogenicidad y virulencia, asi como las

pruebas de sensibilidad a fungicidas.

8.3. Identificacion Morfoldgica

De los aislados seleccionados, solo ocho de ellos fueron identificados morfoldgicamente con el

apoyo de las claves y descripciones taxondmicas descritas por Phillips et al. (2013).
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Los ocho aislados fueron observados bajo el microscopio estereoscopico, donde se identificaron
colonias con crecimiento de micelio inicialmente blanco, pasando a gris ahumado, gris olivo, azul
pizarra oscuro y finalmente negro. La presencia de picnidios desarrollados sobre las aciculas de
pino, se observo después de transcurrir 30 dias de incubacion. Los conidios producidos, formados
por una sola célula fueron de forma ovalada, hialinos y de doble pared en su inmadurez. En la
madurez los conidios mostraron una coloracion café oscura, bi-celulares y con estriaciones
longitudinales (Figura 4). Estas caracteristicas coinciden con las estructuras reproductivas
asexuales del genero Lasiodiplodia, concordando con lo reportado por Phillips et al. (2013).
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Figura 4. . Morfologia de aislados de Lasiodiplodia pseudotheobromae (A-D), L. brasiliense (E—
H), L. jatrophicola (I-L) y L. subglobosa (M-P) asociados a sintomas de muerte descendente de
ramas de limén Persa en Sinaloa, México. A, E, I, M) Colonias en PDA después de 7 dias de
crecimiento a 28°C en oscuridad continua. (B, F, J, N) Picnidios. (C, G, K, O) Conidios inmaduros.
(D, H, L, P) Conidios maduros. Barras de escala: B, F, J, N =50 um; C, D, G, H, K, L, O, P=10
um.
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8.4. Andlisis Filogenéticos

Los nueve aislados de las especies de la familia Botryosphaeriaceae se identificaron con base en
andlisis filogenéticos de la region ITS y parte de los genes EF-1a y BT2. Los conjuntos de datos
combinados permitieron distinguir a cuatro especies de Lasiodiplodia y una de Barriopsis (Figura
5). El primer clado con un aislado (CCLF353) agrupé para L. brasiliense, el segundo con un aislado
(CCLF352) alined para L. jatrophicola, el tercero con cinco aislados (CCLF356, CCLF357,
CCLF358, CCLF354 y CCLF355) agruparon para L. pseudotheobromae y el cuarto clado con un
aislado (CCLF351) agrupo para L. subglobosa (Los valores bootstrap y clados filogenéticos se
muestran en la Figura 5). Por otra parte, el aislado CCLF359 se agrupo con el clado de Barriopsis
thailandica con alto valor bootstrap (Figura 6).

Lasiodiplodia brasiliense CMM4015

Lasiodiplodia brasiliense CMW35884

CCLF353

99 | Lasiodiplodia viticola UCD2553AR

Lasiodiplodia viticola UCD2604MO

Lasiodiplodia theobromae CBS111530

94-L | asiodiplodia theobromae CBS164.96

CCLF352

Lasiodiplodia jatrophicola CMM3610

Lasiodiplodia iraniensis IRAN1520C

Lasiodiplodia iraniensis IRAN1502C

| Lasiodiplodia thailandica B0421

Lasiodiplodia thailandica B0041

CCLF356

CCLF357

CCLF358

CCLF354

CCLF355

Lasiodiplodia pseudotheobromae CGMCC 3-18047

Lasiodiplodia pseudotheobromae CBS116459

1001100 Lasiodiplodia avicenniae CMW41467

Lasiodiplodia avicenniae LAS199

( L 100/98 F Lasiodiplodia mediterranea BL1

Lasiodiplodia mediterranea BL101

1004 | Lasiodiplodia cinnamomi CFCC 51998

89/-

97/98

1001100 Lasiodiplodia cinnamomi CFCC 51997

100/01) Lasiodiplodia subglobosa CMM3872
E Lasiodiplodia subglobosa CMM4046
CCLF351

Lasiodiplodia gravistriata CMM4564
Lasiodiplodia gravistriata CMM4565

‘'————— Diplodia seriata CBS112555
Diplodia mutila CMW7060

0.02

Figura 5. Arbol filogenético de las especies de Lasiodiplodia inferido de una alineacion
concatenada de alineacion de secuencias ITS, EF1-o y BT2. Los valores bootstrap por el método
de Maxima Parsimonia y Maxima Verosimilitud se muestran en las ramas respectivas Diplodia
mutila (CMW?7060) y Diplodia seriata (CBS112555) se usaron como grupos externos.
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Barriopsis archontophoenicis MFLU 20 0523

Barriopsis archontophoenicis MFLUCC 14 1164
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91193 [Barriopsis tectonae MFLUCC 12 0381
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—i
0.0050

Figura 6. Arbol filogenético de las especies de Barriopsis inferido de una alineacion concatenada
de secuencias ITS, EF1-a y BT2. Los valores bootstrap por el método de Méxima Parsimonia y
Méaxima Verosimilitud se muestran en las ramas respectivas. Phaeobotryon aplospora (CFCC

53776) se us6 como grupo externo.

8.5. Distribucion de las Especies de Lasiodiplodia

Lasiodiplodia pseudotheobromae fue la especie mas frecuentemente aislada (55.5%) de las ramas
enfermas de limén Persa, seguida por las especies L. brasiliense, L. subglobosa, L. jatrophicola y
Barriopsis thailandica (11.1% cada una). La distribucion de las especies de Botryosphaeriaceae
vario entre las tres huertas distribuidas en el estado de Sinaloa, México (Figura 7). L.
pseudotheobromae se encontrd en dos de las huertas, entretanto, L. brasiliense, L. subglobosa, L.

jatrophicola y B. thailandica se encontraron Gnicamente una huerta.
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Figura 7. Sitios de recoleccion de muestras de tejidos infectados con géneros de la familia
Botryosphaeriaceae en huertos de limén Persa distribuidos en el estado de Sinaloa. Los circulos
representan la frecuencia de la asociacion de cada especie con limén Persa que mostraron sintomas
de muerte descendente de ramas en cada huerto muestreado, n es el nimero de aislados analizados
en cada poblacién.

8.6. Patogenicidad y Virulencia en Ramas

Treinta dias después de la inoculacion, se realiz6 la observacion correspondiente de las ramas
inoculadas, donde encontramos que no todos los aislados inoculados fueron patogénicos en las
plantas jovenes de limén Persa. Los ocho aislados de Lasiodiplodia spp. indujeron exudaciones
gomosas Yy lesiones necroticas alargadas que se extendian hacia ambos lados desde el sitio de
inoculacion en las ramas inoculadas. Sin embargo, el aislado de Barriopsis thailandica no causo
sintomas en las ramas inoculadas (Figura 8). Todos los aislados de Botryosphaeriaceae se
recuperaron a partir de las ramas inoculadas (re-aislamiento), cumpliendo con los postulados de
Koch. En la Figura 9 se muestran las longitudes de las medias de las lesiones causadas por

Lasiodiplodia spp. y Barriopsis thailandica.
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Figura 8. Sintomas desarrollados en ramas de arboles jovenes de limon Persa (Citrus latifolia), inoculados
artificialmente con Lasiodiplodia pseudotheobromae y Barriopsis thailandica. 30 dias después de la
inoculacion. (A-B) Ramas inoculadas con B. thailandica, sin presencia de necrosis ni exudaciones gomosas.
(C) Rama inoculada con L. pseudotheobromae produciendo exudaciones gomosas. (D) Rama con sintomas
de necrosis y gomosis. (E) Rama con necrosis alrededor del sitio de inoculacién y en los haces vasculares.

Cuadro 8. Analisis de Varianza (ANOVA).

Fuente  GL SC Sec. Contribucién SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Aislado 8 1468.31 98.94%  1468.31 183.539  209.80 0.000
Error 18 15.75 1.06% 15.75 0.875
Total 26 1484.06 100.00%

Cuadro 9. Resumen del modelo ANOVA.
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) PRESS (pred) AICc BIC
0.935315 98.94%  98.47% 3543 97.61% 95.81 95.02

Cuadro 10. Comparacién de medias con el método de Tukey con confianza de 95%.

Aislado N Media Agrupacion
L. pseudotheobromae Elo (CCLF355) 3 26.2667 A

L. pseudotheobromae Elo (CCLF358) 3 23.9667 AB

L. pseudotheobromae Elo (CCLF357) 3 225667 B

L. jatrophicola Nav (CCLF352) 3 223333 B

L. pseudotheobromae Elo (CCLF356) 3 18.5667 C
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L. pseudotheobromae Aho (CCLF354) 3 17.9333 CD

L. brasiliense Aho (CCLF353) 3 15.6333 DE
L. subglobosa Nav (CCLF351) 3 14.0000 E
B. thailandica Aho (CCLF359) 3  -0.0000 F

La prueba de Tukey para la comparacion de medias arroja seis grupos de medias diferentes entre
si en los aislados comparados, existiendo diferencia de patogenicidad entre los aislados obtenidos

de la misma huerta de muestro, inclusive siendo la misma especie identificada.
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Figura 9. Patogenicidad y virulencia de nueve aislados de Botryosphaeriaceae asociados a la muerte
descendente del limén Persa (Citrus latifolia) en huertos comerciales de Sinaloa, México. Los datos
representan la longitud promedio de lesiones internas a los 30 dias después de la inoculacion con discos de
PDA colonizados con micelio colocados en heridas de las ramas. Error estdndar 98.94%.

8.7. Prueba de Sensibilidad a Fungicidas

El fungicida tiofanato-metil fue el que caus6 la mayor inhibicion del crecimiento micelial de los

ocho aislados de Lasiodiplodia spp., con valores de CEsg que oscilaron entre 0.0018-0.0162 pg
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mL1, mostrando que todos los aislados evaluados durante el estudio fueron altamente sensibles a
este fungicida (Figuras 10). Los valores de CEsp para los fungicidas clorotalonil, piraclostrobin,
pyrimethanil y boscalid, variaron de 0.3327-13.7663, 0.66-69.59, 56.72-299.21 y 448.7-1418.8 ug
mL, respectivamente (Figura 10). Por otra parte, el extracto vegetal analizado durante la prueba
de sensibilidad, resulté con valores de CEso con rango de 24.88-126.38 pug mL™ (Figura 10).
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Figura 10. Valores de concentracion efectiva de tiofanato-metil, pyraclostrobin, boscalid
pyrimethanil, clorotalonil, y extracto vegetal que inhiben el 50% del crecimiento micelial (CEso)
para ocho aislados de Lasiodiplodia spp. obtenidos de tres huertos comerciales de limén Persa en
Sinaloa, México.
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9. DISCUSION

En este estudio se muestran los primeros hallazgos sobre especies de la familia
Botryosphaeria que infectan a arboles de limon Persa en Sinaloa, México. Con base en analisis
filogenéticos con secuencias combinadas de la regién ITS, y parte de los genes EF1-a y BT2, se
distinguieron cuatro especies de Lasiodiplodia y una del género Barriopsis, asociadas a la muerte
descendente de ramas. Estas especies incluyeron a Lasiodiplodia subglobosa, L. brasiliense, L.
jatrophicola, L. pseudotheobromae y Barriopsis thailandica. No se realizd una caracterizacion
morfoldgica detallada, debido a que las especies de Botryosphaeriaceae son cripticas, y solo debe
utilizarse para complementarlos resultados de la filogenia del ADN (Phillips et al., 2013; Bautista-
Cruz et al., 2019).

En general, los resultados obtenidos en nuestro estudio en arboles de limén Persa en Sinaloa,
México, muestran gran similitud con los resultados obtenidos por Bautista-Cruz et al. (2019),
Tibpromma et al. (2017) y Correia et al. (2016), ya que identificaron al menos tres de las mismas
especies de Lasiodiplodia. Sin embargo, no se encontro la presencia de algunas de las especies
mayormente reportadas en citricos, tales como: L. theobromae (Bautista-Cruz et al., 2019; Valle
de la Paz et al., 2019a; Polanco-Florian et al., 2019; Al-Sadi et al., 2013), L. citricola (Bautista-
Cruz et al., 2019; Valle de la Paz et al., 2019a) y L. iraniensis (Bautista-Cruz et al., 2019; Al-Sadi
et al., 2013).

Lasiodiplodia pseudotheobromae fue la especie mas frecuentemente aislada de plantas de limén
Persa con sintomas de muerte descendente, y se encontrd en dos de los huertos analizados durante
el estudio en Sinaloa. Estos resultados coinciden con lo reportado por Bautista-Cruz et al. (2019),
quienes aislaron a 6 especies de Lasiodiplodia afectando a limén Persa en huertos comerciales
distribuidos en los estados de Puebla y Veracruz, siendo L. pseudotheobromae la especie mas
frecuentemente encontrada. Similarmente, Valle de la Paz et al. (2019a), también registraron la
presencia de esta especie causando sintomas de muerte descendente en limon Persa en huertos
ubicados en el estado de Morelos. Cabe resaltar que el hongo L. pseudotheobromae también se ha
asociado con enfermedades en otras especies de citricos, como naranja agria en Surinam (Alves et
al., 2008), especies de Citrus en Iran (Abdollahzadeth et al., 2010), lim6n en Turquia (Awan et al.,

2016) y mandarina en Paquistan (Ahmet et al., 2020). Por otra parte, los resultados de la prueba de
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patogenicidad revelaron que los aislados de L pseudotheobromae fueron mas virulentos en las
ramas de limon Persa en comparacion con los aislados de L. jatrophicola, L. subglobosa y L.
brasiliense. Coincidiendo con lo reportado por Bautista-Cruz et al. (2019), quienes indicaron que
L. pseudotheobromae fue mas virulenta que L. brasiliense, sin embargo, nuestros resultados
difieren en la patogenicidad de L. subglobosa, ya que ellos reportan mayor patogenicidad de L.
subglobosa que de L. pseudotheobromae. Por lo que se sugiere un estudio de patogenicidad con un
namero mayor de aislados de diversas especies de Lasiodiplodia con la finalidad de resolver esta
incertidumbre.

Lasiodiplodia jatrophicola fue descrita por primera vez en Brasil (Machado et al., 2014), donde
sefialaron que L. jatrophicola es filogenéticamente similar a L. iraniensis, pero, L. jatrophicola
tiene conidios méas grandes y paréafisis mas pequefios. Esta especie fungica se ha registrado
previamente en Jatropha curcas (Machado et al., 2014), uva de mesa (Correia et al., 2016)
Anacardium occidentale (Netto et al., 2017) y, nopal (Nopalea cochenillifera) en Brasil (Feijo et
al., 2019), asi como en Adansonia digitata en Sudafrica (Cruywagen et al., 2017), Caryota mitis
en China (Zhu et al., 2015), y, Acacia heterophylla en EE.UU. (Jami et al., 2019),. Para nuestro
conocimiento, este es el primer reporte mundial de L. jatrophicola infectando arboles de citricos.
En la prueba de patogenicidad, L. jatrophicola fue mas virulenta en comparacién con L. subglobosa
y L. brasiliense, pero no mas que L. pseudotheobromae. Los resultados obtenidos por Correira et
al. (2015) coinciden en que L. pseudotheobromae es mas virulenta que L. jatrophicola, pero
difieren en la virulencia de L. brasiliense, ya que ellos sefialaron que es mas virulenta en
comparacion con L. jatrophicola cuando la inocularon en brotes verdes desprendidos de uva.
Lasiodiplodia brasiliense se reportd previamente por Bautista-Cruz et al. (2019) causando
sintomas de muerte descendente en limon Persa en Puebla y Veracruz, México. Ademas, L.
brasiliense se ha registrado como el agente causal de enfermedades en otros cultivos frutales,
incluyendo la papaya en Brasil (Netto et al., 2014), uva de mesa en Brasil (Correia et al., 2016),
mango en Perl (Rodriguez-Galvez et al., 2017), entre otros. En nuestro estudio, el aislado de L.
brasiliense fue mas virulento en comparacion con L. subglobosa, pero menos que L.
pseudotheobromae y L. jatrophicola en plantas jovenes de limén Persa. Comparandolo con el
estudio realizado por Bautista-Cruz et al. (2019), encontramos que nuestros resultados concuerdan
en que L. brasiliense es menos virulento que L. pseudotheobromae; pero difieren en la

patogenicidad de L. subglobosa, debido a que ellos observaron mayor grado de virulencia de L.
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subglobosa en comparacion a L. brasiliense.

Lasiodiplodia subglobosa se describié por primera vez en Brasil a partir de nueces (Machado et
al., 2014). Posteriormente, en Brasil, se reporté en nuez pecana (Carya illinoinensis) (Poletto et
al., 2016) y en cocotero (Cocos nucifera) (Coelho et al., 2022). En México, Bautista-Cruz et al.
(2019) reportaron por primera vez a L. subglobosa fuera de Brasil, afectando a arboles de limén
Persa indicando que fue la especie menos comunmente aislada, sin embargo, en su prueba de
patogenicidad con arboles jovenes de limon Persa resulto ser la mas virulenta, lo que difiere con
los resultados obtenidos durante este estudio, ya que fue la especie con menos grado de virulencia
entre las 4 especies aisladas.

Barriopsis thailandica se describié por Tibpromma et al. (2017) como un hongo saprofito en la
corteza en descomposicion de Tactona grandis, lo cual coincide con lo encontrado en nuestro
estudio, debido a que, en la prueba de patogenicidad, los arboles de limon Persa no mostraron
sintomas durante el tiempo que duro la prueba.

El complejo de especies de Lasiodiplodia representa una potente amenaza para la industria del
limon Persa y se necesitan estudios posteriores sobre el impacto y la epidemiologia de estos hongos,
para desarrollar estrategias de manejo adecuadas y asi para reducir el impacto de la enfermedad en
la productividad y longevidad de los huertos de limén Persa en Sinaloa, México.

En este estudio, se encontraron especies de Lasiodiplodia altamente sensibles al tiofanato-metil, ya
que, el valor maximo obtenido para CEso fue de 0.016 ug mL?, indicando una alta efectividad de
los fungicidas MBC para el control de los aislados de Lasiodiplodia spp. obtenidos de limon Persa
en Sinaloa. En otros estudios se han encontrado aislados resistentes o altamente resistentes, como
lo indican los autores Yang et al. (2021), quienes evaluaron la sensibilidad in vitro a tiofanato-
metil en 224 aislados de L. theobromae obtenidos de mango en China, de los cuales solo el 28% se
clasifico como sensible con valores de CEsp de 0.001-1 pg mL*, mientras que, para el resto de los
aislados, la CEsp vario entre 48.89-898.60 pug mL™. Por su parte, Cavalcante et al. (2014) en Brasil,
aislaron a la especie L. theobromae de papaya, determinando que el 79.8% de 109 aislados fueron
sensibles al tiofanato-metil con una CEso media de 1.87 ug mL™, mientras que para el resto de la
CEso media fue >300 pug mL™.

El fungicida clorotalonil, fue eficaz para la inhibicién del crecimiento micelial de Lasiodiplodia
spp., ya que los valores de CEso fueron <13.77 pg mL™. Los aislados mas sensibles fueron L.
brasiliense (CCLF353) y L. pseudotheobromae (CCLF354) obtenidos de un huerto en Ahome; asi
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como un aislado de L. pseudotheobromae (CCLF358) obtenido de un huerto de Elota, cuyos
valores de CEso fueron <0.56 pug mL™. Nuestros resultaos son consistentes con los obtenidos por
Pitt et al. (2012) y Amponsah et al. (2012), quienes aislaron a diferentes géneros de la familia
Botryosphaeriaceae de tejidos de vid en Australia y Nueva Zelanda, respectivamente, y
determinaron su sensibilidad in vitro al fungicida clorotalonil, concluyendo que los aislados fueron
sensibles en ambos estudios con valores de CEso <2 mg L™ y <2 mg L. Asi mismo, Tovar-Pedraza
et al. (2013), reportaron una CEso media de 7.598 pg mL™ de clorotalonil en un estudio de
sensibilidad in vitro con un aislado de L. theobromae obtenido de zapote mamey (Pouteria sapota)
en Guerrero, México.

Los aislados de Lasiodiplodia spp. analizados en este estudio fueron en su mayoria sensibles al
fungicida pyraclostrobin, el 87.5% de los aislados presento valores de CEsg entre los rangos 0.66 y
11.02 pg mL*; mientras que el aislado de L. brasiliense tuvo un valor de CEso de 69.59 pg mL™.
Con base en la escala de sensibilidad (valores de CEso < 10 ug mL™*= sensibles; 10-100 ug mL™* =
resistentes; y valores >100 pg mL™* = altamente resistentes) a pyraclostrobin reportada por Yang
et al. (2021) para aislados de L. theobromae, tenemos que el 87.5% de nuestros aislaos es sensible
y el 12.5% se considera resistente al piraclostrobin. Los resultados de este estudio concuerdan con
los obtenidos Pitt et al. (2012), quienes evaluaron la sensibilidad in vitro a pyraclostrobin de L.
theobromae obteniendo una CEsp media de 3.99 mg L. Asi mismo, los autores Fan et al. (2019),
reportan que la especie B. dothidea aislada de manzana en China, no tuvo resistencia al
pyraclostrobin, obteniendo una CEsp entre 0.70 y 7.13 pug mL™ en los 97 aislados evaluados.

El fungicida pyrimethanil, fue ineficaz para inhibir el crecimiento micelial in vitro de las especies
de Lasiodiplodia aisladas de limon Persa en Sinaloa, resultando en una CEso media de 156.01 ug
mL; L. brasiliense (CCLF353) y dos aislados de L. pseudotheobromae (CCLF355 y CCLF358)
obtuvieron valores de CEso entre 56.7-98.8 ug mL™, mientras que el resto de los aislaos tuvieron
una CEso superiores a 141.2 pg mL™. Nuestros resultados son consistentes con los obtenidos por
Pitt et al. (2012) y Tovar-Pedraza et al. (2013), quienes evaluaron la sensibilidad de L. theobromae
al fungicida pyrimethanil, obteniendo CEsp media de 12.37 y 1.8 ug mL™, respectivamente. Sin
embargo, las concentraciones medias obtenidas en estos estudios son muy inferiores a las
registradas en este estudio (156.01 pg mL™). Por su parte, Amponsah et al. (2012), sefialan que el
crecimiento micelial in vitro de las especies Neofusicoccum australe, N. luteum y D. mutila, no se

inhibid por el fungicida pyrimethanil, inclusive a concentraciones de 1000 mg L.
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Los resultados de la prueba de sensibilidad in vitro de Lasiodiplodia spp. a boscalid, indicaron que
este fungicida fue ineficaz para la inhibicion del crecimiento micelial de estas especies, debido a
que las CEsp oscilaron entre 448.7-1418.83 ug mL™, con una CEso media de 862.9 pug mL™. Esto
es consistente con lo obtenido por Pitt et al. (2012), quienes evaluaron la sensibilidad in vitro a
boscalid de las especies L. theobromae, D. seriata, B. dothidea y N. parvum, obteniendo una CEso
media de 8.14 pug mL™, la cual, a pesar de ser muy inferior a la obtenida en este estudio, corrobora
la ineficacia de boscalid para el control de hongos de la familia Botryosphaeriaceae, y la resistencia
generada por los patdgenos hacia este ingrediente activo. Similarmente, Froelichyguido (2019),
evaluo los fungicidas boscalid y fluopiram pertenecientes a la clase SDHI, indicando que la CEsg
de Botryosphaeria obtusa fueron >56.819 pg mL* y >100 pug mL™, respectivamente, ambos
resultaron ineficaces para el control de este hongo, no obstante, la CEsg minima encontradas
durante este estudio fue en gran medida superior a la encontrada durante el estudio de
Froelichyguido (2019), esto puede estar directamente relacionado con la especie probada, o con la
resistencia generada por los patdgenos, para lo cual se requiere de un estudio mas detallado con
ambos generos y un mayor namero de aislados evaluados.

El extracto vegetal evaluado en condiciones in vitro mostré mayor efecto inhibidor del crecimiento
micelial que algunos fungicidas quimicos probados durante este estudio. Para esta prueba, las CEso
oscilaron entre 24.8 y 126.3 pug mL™?, con una CEso media de 84.94 pug mL™. El 62.5% de los
aislados obtuvo una CEso <80.33 pg mL™, mientras que el 37.5% de los aislados restantes, tuvieron
una CEso >101.9 pg mL?. Estos valores de sensibilidad, fueron menores en comparacion a los
reportados por Langa-Lomba et al. (2021), quieres realizaron pruebas de sensibilidad in vitro de
los patdgenos causantes del cancro por Botryosphaeriaceae en vid a dos extractos botanicos de
Urtica dioica (ortiga) y Equisetum arvense (cola de caballo) ambas adicionadas con oligdmeros de
quitosano (COS), donde las CEso oscilaron entre 72.6 y 215.2 ug mL™ para COS + ortiga, y, entre
109.4 y 304.1 ug mL* para COS+ cola de caballo. Esta variabilidad puede deberse a la diferencia
de especies y extractos utilizados en ambos casos. Por otra parte, Céspedes et al. (2014) evaluaron
la sensibilidad de L. theobromae diversos de extractos vegetales, indicando que los de mayor efecto
fueron los extractos de Datura metel y Cassia alata, inhibiendo el 75.25 y 69.31% del crecimiento

micelial in vitro, respectivamente.
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10. CONCLUSION

Los hallazgos en este estudio representan la primera investigacion detallada sobre la
filogenia, distribucion, patogenicidad y sensibilidad a fungicidas de cuatro especies de
Lasiodiplodia asociadas con sintomas de muerte descendente de arboles de limén Persa en Sinaloa.
Lasiodiplodia pseudotheobromae fue la especie mas frecuentemente aislada y con mayor
virulencia en comparacion con las otras tres especies identificadas durante este estudio (L.
subglobosa, L. jatrophicola y L. brasiliense).

La sensibilidad in vitro a los fungicidas evaluados entre las especies de Lasiodiplodia fue similar,
y se encontrd que los fungicidas tiofanato-metil y piraclostrobin mostraron mayor inhibicion del
crecimiento micelial in vitro de Lasiodiplodia spp.; sin embargo, no se puede restar la importancia
del uso de extractos vegetales, ya que, en este estudio, resulté con mayor efectividad que algunos
fungicidas quimicos como boscalid y pyrimethanil.

No obstante, se requieren estudios posteriores de la evaluacion de la eficacia de los fungicidas en

huertos comerciales de limon Persa para el manejo de la enfermedad.
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