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ETIOLOGIA DE LA MUERTE DESCENDENTE DEL LIMON

‘PERSA’,

FILOGENIA, PATOGENICIDAD Y CONTROL DE SU AGENTE CAUSAL
ETIOLOGY OF PERSIAN LIME DIEBACK, PHYLOGENY, PATHOGENITY AND

CONTROL OF ITS CAUSATIVE AGENT

Marco Antonio Bautista Cruz ' y Gustavo Almaguer Vargas 2

RESUMEN

El presente estudio consisti6 en identificar
mediante técnicas moleculares, al agente causal
de la muerte descendente del limén ‘Persa’,
evaluar su patogenicidad y virulencia en arboles
de limén ‘Persa’, y su control en campo con
fungicidas quimicos y biolégicos. En agosto de
2015, de 12 huertos comerciales de los
Municipios de Martinez de la Torre, Tlapacoyan
y Papantla del Estado de Veracruz y de Acateno
y Hueytamalco del Estado de Puebla, se
recolectaron 120 muestras de &rboles con
sintomas de muerte descendente y a partir de
ellas, se obtuvieron 32 aislados flngicos que se
identificaron utilizando analisis filogenéticos
basados en la secuencia parcial de los genes de
factor de elongaciéon 1-a (TEF1-a), y beta
tubulina (B-tub), asi como la region del
espaciador  transcrito interno  (ITS). Se
identificaron siete especies: Lasiodiplodia
pseudotheobromae, L. subglobosa, L.
theobromae, L. citricola, L. brasiliensis, L.
jattophicola 'y L.sterculiae, las cuales se
inocularon en arboles de limén ‘Persa’ y todas
mostraron ser patogénicas. Se evalué en campo
la efectividad de tiofanato de metilo (1 g L7?),
tiabendazole (2.5 g L), clorotalonil (3 g L),
mancozeb (4 g L?), Trichoderma harzianum
+Trichoderma viridae (20 mL L) y un testigo sin
aplicacién, para el control de Lasiodiplodia
después de la poda. Se utilizé un disefio de
bloques completos al azar. La unidad
experimental se constituydé de dos arboles con
tres repeticiones. La unidad de muestreo fueron
dos ramas podadas de cada punto cardinal del
arbol, dentro de cada unidad experimental.
Tiofanato de metilo presentdé mayor efectividad
en el control de Lasiodiplodia, seguido de
tiabendazol y Trichoderma spp.
Palabras clave: Citrus latifolia  Tan.,
Lasiodiplodia, control en campo

Tesista: Marco Antonio Bautista Cruz

Director: Gustavo Almaguer Vargas

ABSTRACT

This study consisted of identifying the
causative agent of dieback in Persian lime,
with the use of molecular techniques, and
evaluating its pathogenicity and virulence in
Persian lime trees, and its control in the field
with chemical and biological fungicides. In
August of 2015, 120 samples with symptoms
of dieback were collected from 12 commercial
orchards in the municipalities of Martinez De
La Torre, Tlapacoyan, and Papantla in the
state of Veracruz, and in those of Acateno and
Hueytamalco in the state of Puebla. From
these samples, 32 fungal isolates were
obtained and identified using phylogenetic
analysis based on partial sequencing of the
genes elongation factor 1-a (TEF1-a), beta-
tubulin (B-tub) and the internal transcribed
spacer (ITS). Seven species were identified:
Lasiodiplodia pseudotheobromae, L.
subglobosa, L. theobromae, L. citricola, L.
brasiliensis, L. jattophicola and L.sterculiae,
which were inoculated into Persian lime trees
and all were shown to be pathogenic. A field
test was carried out, evaluating the
effectiveness of thiophanate-methyl (1 g L?),
tiabendazole (2.5 g L), chlorothalonil (3 g L
1), mancozeb (4 g L%1), Trichoderma
harzianum +Trichoderma viridae (20 mL L?)
and an experimental control for the control of
Lasiodiplodia after pruning. A complete
randomized block design was used and the
experimental unit consisted of two trees with
three replications. The sampling units
consisted of two pruned shoots of every
cardinal direction in every tree. Thiophanate-
methyl presented the greatest effectiveness in
the control of Lasiodiplodia, followed by
tiabendazole and Trichoderma spp.

Keywords: Citrus latifolia Tan., Lasiodiplodia,
field management.



1. INTRODUCCION

A nivel mundial, el cultivo de limas y limones es de gran importancia, por su aporte
de 4cido citrico, aceites esenciales y otros subproductos. La India ocupa el primer
lugar en produccion, seguida por México y China con una superficie cosechada
de 255,200.00, 151,765.00 y 87,000.00 ha respectivamente (FAO, 2013).

México es el pais lider en la exportacion de este producto, aportando cerca de la
cuarta parte de la produccion nacional, aproximadamente 525, 482 ton, a Estados
Unidos principalmente lo que representa un 90 % de las exportaciones totales
por este concepto. De las cuales poco mas del 85 % de estas exportaciones
corresponde a limén persa. EI consumo anual per capita de limén en México
oscila en 13.9 kg. Los principales estados productores de limén ‘Persa’ son

Veracruz, Michoacén, Oaxaca, Tabasco y Puebla. (SIAP, 2017).

Las condiciones céalido-hUmedas que prevalecen en la region limonera de
Martinez de la Torre, Tlapacoyan, Papantla, Acateno y Hueytamalco, favorecen
la incidencia de enfermedades fungosas como la gomosis de los citricos. Esta
enfermedad es la causa principal de la decadencia y muerte de arboles de limén
‘Persa’. En varias regiones del mundo y en la region citricola de Veracruz y
Tabasco, se ha atribuido a diversas especies de Phythopthora (Acosta et al.,
2014), en casos especificos a especies de Fusarium (Silva et al., 2016). Algunos
estudios, relacionaron a hongos de la familia Botryosphaeriacea como agentes
causales de la gomosis (muerte descendente) en varios cultivos tropicales
incluidos los citricos. Sin embargo, en México no existen reportes que relacionen

directamente a estos hongos afectando a limoén ‘Persa’.

Los tratamientos utilizados para el control de la gomosis consisten en la
aplicacion de fungicidas como Fosetil-Al y Metalaxil, pero el control no ha sido
efectivo y la enfermedad se incrementa. Por esta razon el presente estudio tuvo
como objetivo identificar al agente causal de esta enfermedad en la regién
limonera de los Municipios de Martinez de la Torre, Tlapacoyan y Papantla en el

Estado de Veracruz y de Acateno y Hueytamalco en el Estado de Puebla,
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mediante analisis de secuencias del ADNr. Asi también, evaluar la eficiencia de

productos fungicidas quimicos y bioldgicos para su control.

1.1. Objetivos generales

Identificar al agente causal de la muerte descendente del limén ‘Persa’ en la
zona limonera Martinez-Tlapacoyan-Papantla, Hueytamalco-Acateno,
mediante aislamientos, pruebas de patogenicidad y analisis de secuencias del
ADNI.

Evaluar la efectividad de productos quimicos y biolégicos para el control del

agente causal de la enfermedad en el limon ‘Persa’.
1.2. Objetivos especificos

Colectar muestras de tejido afectado en arboles de limoén ‘Persa’ de doce
huertos de la region limonera de Martinez-Tlapacoyan-Papantla,
Hueytamalco-Acateno, para aislar e identificar al agente causal de la muerte

descendente.

Evaluar la patogenicidad y virulencia de los aislados obtenidos, en arboles de

limén persa.

Identificar mediante técnicas moleculares, las especies fungicas presentes del

agente causal de la muerte descendente de limén "Persa’.

Evaluacion en campo del control quimico y biolégico de la muerte

descendente del limoén ‘Persa’.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes del cultivo de limén en México

En México se cultivan dos variedades de limas &cidas de interés comercial
conocidas comunmente como limones, la lima ‘Tahiti’ o "Persa’ (Citrus latifolia
Tan.) y la lima ‘Key’ o ‘Mexicana’ (Citrus aurantifolia L.). Los frutos de estas
variedades se diferencian por la presencia de semillas en limén mexicano, por su
composicién quimica (menos acida y con mayor contenido de vitamina C en lima
‘Persa’) y por su tamano, que en el caso del ‘Persa’ es de mayor tamafio y con
ausencia de semillas. Los arboles se diferencian en limon ‘Persa’ por ser de
mayor tamafo, con hojas mas grandes y oscuras y con menor cantidad de

espinas en ramas (Schwentesius y Gomez, 2005).

El cultivo del limon con fines comerciales en México se inicié en 1911 en el estado
de Michoacan y en 1925 en Colima, con el cultivar limén ‘Mexicano’. Para 1927
la superficie cosechada era de 3,135 ha™l. El cultivo crecié a una tasa del 3.5 %
hasta 1938, y a partir de ese afio hasta 1950 la tasa de crecimiento se incrementé
al doble, debido a que en Europa se afectaron las regiones productoras. De 1950
a 1960 la tasa de crecimiento del cultivo se estancé en 3 %. Después de 1970 la
politica institucional fomenté el desarrollo del cultivo otorgando crédito barato,
impulsando sociedades colectivas, programas de investigacion y extensionismo
y demas estrategias como parte del fendbmeno de hortoculturizacion de la
agricultura mexicana. Esto se reflejé en el incremento de la superficie cultivada
que paso de 22 698 halen 1970 a 48 286 ha' en 1971 manteniendo una tasa
de crecimiento del 9.7 % (ASERCA, 1996). El limén Mexicano se cultiva
principalmente en la zona costera del pacifico, en los estados de Michoacéan,
Colima, Oaxaca, Guerrero y Jalisco y ocupa una superficie cultivada de
aproximadamente 97,988.73 ha* (SIAP, 2016).

El cultivo de limén ‘Persa’ en México inicié en Martinez De La Torre, Veracruz, y
fue promovido por la empresa refresquera Coca Cola en la década de los 70, con
la finalidad de proveerse de acido citrico para elaborar sus refrescos. Sin
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embargo, el producto obtenido no tuvo la calidad demandada por parte de la
empresa refresquera (mucho jugo y poco aceite) y la empresa abandoné el
proyecto. Los productores comenzaron a introducir el limén al mercado
estadounidense por la ruta del valle de Texas. En 1982 EEUU cerro la frontera a
la importacion de limon ‘Mexicano’ procedente de Colima y Michoacan
argumentando problemas con “la bacteriosis de los citricos”, el limon ‘Persa
encontré mayores perspectivas y se consolidé al destruirse la producciéon de
limén de la Florida por una helada a fines de 1989 y al ser arrasada por el huracan
Andrew en agosto de 1992. Este cultivo ha resultado ser una alternativa real para
muchos productores y comerciantes de la region costera del golfo de México,
porque su mercado tanto externo como interno, se encuentra en expansion. El
limén ‘Persa’ se cultiva en la zona costera del Golfo de México en los estados de
Veracruz, Tabasco, Yucatan, Puebla y parte de Oaxaca (Schwentesius y Gomez,
2005).

2.2. Principales enfermedades del limén "Persa’
2.2.1. Antracnosis

La antracnosis de los citricos es una enfermedad importante porque esta
directamente correlacionada con la produccién, a mayor incidencia menor
produccion, existen reportes que atribuyen a esta enfermedad una disminucion
de la produccién de hasta 76 %. La antracnosis es causada por el hongo
Colletotrichum acutatum, se caracteriza por causar dafio a hojas nuevas, frutos
inmaduros y botones florales. Cuando afecta los botones florales, estos se tornan
color salmon y son abortados. Previo a la caida, los frutos pequefios toman una
coloracién amarilla en la base y al desprenderse queda adherido a la rama el
disco basal, caliz y pedunculo que en la regiébn de Martinez De la Torre es
conocida como “tachuela”. Si el fruto es infectado en etapa tardia, desarrollan
lesiones grandes con hundimientos, se convierten en frutos deformes y de
tamafo reducido. Esta enfermedad se ve favorecida cuando las floraciones

coinciden con la temporada de lluvias. (Barquero et al., 2012; Ruiz et al., 2014).



2.2.2. Huanglongbing

Entre los factores limitantes para el cultivo de limén persa a nivel mundial, estan
las enfermedades como el Huanglongbing (Candidatus Liberibacter) o dragén
amarillo que ha causado dafios importantes en Taiwan, Sudéfrica, Africa, Asia,
EEUU vy recientemente en México donde ha causado estragos en la citricultura

de la region costera del Pacifico (Mora et al, 2013; Robles et al, 2013).

Esta enfermedad afecta los tejidos del floema limitando el traslado de
fotoasimilados en el arbol. Algunos sintomas caracteristicos en citricos son
aparicion de brotes amarillos con aspecto moteado, el rendimiento se ve
disminuido considerablemente por frutos pequefios, deformes y con poca
coloracién que se desprenden prematuramente del arbol. Los arboles afectados

presentan defoliacién y se observan con escaso follaje (Robles et al., 2013).
2.2.3. Leprosis de los citricos

Esta es una enfermedad destructiva de tipo viral, ocasiona dafios considerables
en cosechas de citricos y su agente causal es el Citrus leprosis virus (CiLV). Fue
descrita por primera vez en 1923 en EEUU, hoy se encuentra en América del Sur
y se propaga por varios paises de Centroamérica. En 2004 se detecté en Chiapas
en plantas de traspatio y para 2006 se detectdé en huertos comerciales de
Tabasco, en ambos casos se decretd cuarentena y se eliminaron mas de 100
000 arboles. Sin embargo, se detecté en Las Choapas, Veracruz en 2010. Afecta
varias especies citricos de los cuales el naranjo es el mas susceptible. El virus
causa infecciones y lesiones locales no sistémicas en plantas susceptibles, en
ramas jovenes hojas y frutos aparecen anillos cloréticos si el arbol se encuentra
en produccion, presenta dafios corticales en tronco, ramas y frutos. En las ramas
mas jovenes, hojas y frutos aparecen anillos cloréticos, en ocasiones con una
necrosis central, que se convierten en cancros con presencia de goma. Los frutos
afectados presentan lesiones con formas irregulares lisas y amarillas, que se

tornan oscuras a cuando el fruto madura.



Los acaros Brevipalpus phoenicis, B. obovatus y B. californicus son los vectores

del virus cuando se alimentan de tejidos infectados (Pefia et al., 2004).
2.2.4. Exocortis

La exocortis de los citricos es una enfermedad con presencia en la mayoria de
las areas citricolas del mundo. Tiene como agente causal al Citrus exocortis
viroide del género Pospiviroid. Esta enfermedad causa enanismo, rajaduras y
descamacion en la corteza del tronco, pocas veces tiene efecto letal, sin
embargo, reduce los rendimientos. En limén puede observarse tejidos cloroticos.
Esta enfermedad se transmite por injerto con yemas infectadas o en forma

mecanica por herramientas contaminadas (Pefia et al., 2004).
2.2.5. Tristeza de los citricos

La tristeza de los citricos es una enfermedad de tipo viral originada en el sudeste
asitico, y de ahi se ha distribuido en la mayoria de los paises citricolas. El agente
causal es el Citrus tristeza virus (CTV), que es un virus de varilla flexible y esta
limitado al floema. Se manifiesta como un complejo de variantes del virus con
diferente grado de severidad, por esta razén los sintomas son variados y van
desde arboles asintométicos hasta los que colapsan a consecuencia de la
necrosis del floema en la linea de unién entre patron e injerto, induciendo efecto
de anillado, tomando el follaje un aspecto clorético, marchito y con fructificacion
abundante y con la destruccion del sistema radical. Cuando el declinamiento es
lento se observan acanaladuras en el tallo, protuberancias en forma de agujas
relacionados con orificios pequefios en la corteza. Esta enfermedad se detectd
por primera vez en México en 1982, en el estado Tamaulipas y para 1986 se
reporté en Veracruz, como medida de contencién se eliminaron las plantas
enfermas, sin embargo, en 1992 se reportaron plantas positivas en vivero
procediendo a su erradicacion. Con fundamento en estos hechos, en agosto de
2001, se establece la Campafia contra el Virus Tristeza de los Citricos (NOM-
031-FITO-2000), donde puntualiza no utilizar el naranjo agrio (C. aurantium)

como portainjerto, excepto en cultivares de limén mexicano y para 2002 se



establecieron los “Requisitos fitosanitarios para la produccidon y movilizacién de
material propagativo de citricos libre de virus tristeza y otros patégenos asociados
a citricos” (NOM-079-FITO 2002). En esta Norma se estipulan los requisitos para
la certificacion de Bancos de Germoplasma, Lotes Productores de Yemas,
Huertas Productoras de Semilla y Viveros para la produccion de plantas
certificadas (SENASICA, 2011; Villegas y Mora, 2011).

2.2.6. Gomosis de los citricos

La gomosis de los citricos es una enfermedad que tiene como agente causal a
varias especies del género Phythophtora (Alvarez, 2008). Acosta et al., (2012),
observaron que la gomosis provoca la pérdida de arboles de hasta un 5 % anual
en la region de Huimanguillo, Tabasco. Comienza con la aparicion de lesiones o
rajaduras en el tallo que aumentan hasta rodear por completo la rama y destruir
los tejidos floematicos causando el colapso del arbol. Los arboles de limén
Mexicano enfermos de gomosis reducen su rendimiento hasta en un 60 %,
mientras que en aquellos arboles con dafio ligero se reduce entre un 5 a 10 %
(Gonzalez et al, 2003).

El manejo integrado de esta enfermedad contemplaba el uso del portainjerto
naranjo agrio que ofrecia alta resistencia a esta enfermedad, sin embargo, con la
finalidad de prevenir el CTV, a finales de la década de los noventa, las
plantaciones de citricos se hacen utilizando portainjertos tolerantes a este virus y
la mayoria de ellos son sensibles a la gomosis o pudricion del pie (Castillo et al.,
2004; Acosta et al., 2012), con excepcion de Poncirus trifoliata, Citrange troyer y

Citrange carrizo que son tolerantes a esta enfermedad (Echemendia, 2003).

El salpigue de las gotas de lluvia ademas de las practicas agricolas como la poda,
favorecen la diseminacion de este patdgeno. Asi mismo, debido a que
Phytophthora spp. requiere de humedad en el suelo para germinar sus
zoosporas, los suelos con mal drenaje favorecen el desarrollo de esta
enfermedad (Perches y Galindo, 1967; Alvarez et al., 2006).



Algunas practicas que pueden ayudar a prevenir este problema son las
siguientes: Injertar la variedad comercial a una altura mayor a 30 cm a partir del
suelo; establecer drenajes adecuados; evitar practicas que produzcan heridas a
las plantas; realizar raspado de la goma y de los tejidos necrosados, y aplicar
fungicidas como fosetil aluminio (Echemendia, 2003). Con la finalidad de reducir
la pérdida de arboles, los productores de la region de Martinez De La Torre tienen

la cultura “del replante” (Villegas y Mora, 2011).
2.2.7. Muerte descendente

La “muerte descendente” es una de las principales enfermedades en varios
cultivos de importancia econémica en las regiones del tropico y subtrépico. Varios
estudios identificaron hongos de la familia Botryosphaeriaceae, como agentes
causales y la reportan en mango, zapote mamey, aguacate, vid, guanabana,
durazno, pera, manzana y en eucalipto (Vazquez et al., 2009; Eskalen et al.,
2013; Hernandez et al., 2016; Urbez et al., 2008; Delgado et al., 2016). Cedefio
& Palacios (1992) y Adesemoye et al, (2014) encontraron que Lasiodiplodia

causo esta enfermedad en citricos de Venezuela y California respectivamente.

Los sintomas caracteristicos de la muerte descendente en la mayoria de los
frutales afectados son: rajadura de corteza, escurrimientos de goma, y cancer o
necrosis de tallo en arboles, muerte de ramas, anillamiento del tronco principal y
muerte del arbol. Esta enfermedad se disemina rapidamente convirtiéndose en
un serio problema fitosanitario en cualquier etapa del cultivo, desde el vivero
hasta en huertos de cualquier edad (Cedefio y Palacios, 1992; Vazquez et al.,
2009; Adesemoye et al, 2014).

2.3. Descripcion de Lasiodiplodia

Lasiodiplodia theobromae es la especie tipo del género Lasiodiplodia, descrito
por primera vez por Saccardo en 1980, pertenece a la Division Ascomycota, al
orden Botryosphaeriales y a la familia Botryosphaeriaceae. Es un hongo

cosmopolita, catalogado como patdgeno latente, se encuentra como endoéfito en



la planta, y cuando la planta se estresa o debilita, el hongo se convierte en
patégeno. Este hongo presenta picnidios, paréfisis y estriaciones longitudinales
en conidios maduros, estas caracteristicas han permitido describir
morfologicamente cerca de 20 especies. Las descripciones mas recientes de
estas especies, aparte de la morfologia, se basan en la secuenciacion de las
regiones espaciadoras intergénicas del rDNA (ITS) y factor de elongacion 1 alfa
(EF-1). Las colonias en medio de cultivo son moderadamente densas, con micelio
aéreo, inicialmente blancas tornandose gris-olivo a los 7 dias y con el tiempo

adquieren un color negro. (Picos et al., 2014; Hernandez et al., 2016).

Este hongo ocasiona muerte descendente, cancer, gomosis, tizon de la hoja,
pudricion de raiz en plantas maderables y cultivos. La principal via de entrada de
Lasiodiplodia a los hospedantes es a través de heridas producidas por el manejo
como poda, heridas provocadas por insectos o causas naturales. A nivel mundial
se reporta en mango, aguacate, papaya, platano, rambutan, litchi, uva,
guanabana, nuez de la India, citricos, duraznos y longan entre otros. También se
ha reportado afectando semillas en por lo menos 24 géneros de plantas, entre
ellos cacahuate, calabaza, algodon, pino y maiz (Picos et al.,, 2014; Le6n y
Mattos, 2016). En México se ha reportado desde 1976 afectando cacao, reportes
posteriores a este lo mencionan afectando aguacate, papaya, arbol de caucho,
cafia de azlcar, durazno, mango, chirimoya, zapote mamey, vid, algoddn, yuca,
camote, barbasco, eucalipto y otros mas (Picos et al., 2014; Hernandez et al.,
2016).
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3. FILOGENIA, DISTRIBUCION Y PATOGENICIDAD DE ESPECIES DE
Lasiodiplodia CAUSANTES DE LA MUERTE DESCENDENTE DE
RAMAS DE LIMON PERSA EN VERACRUZ Y PUEBLA

PHYLOGENY, DISTRIBUTION AND PATHOGENICITY OF Lasiodiplodia
SPECIES THAT CAUSE DIEBACK OF PERSIAN LIME SHOOTS IN

VERACRUZ AND PUEBLA

Marco Antonio Bautista Cruz! y Gustavo Almaguer Vargas?

Resumen

En la region limonera de los Municipios de
Martinez de la Torre, Tlapacoyan y Papantla del
Estado de Veracruz, asi como en Acateno y
Hueytamalco del Estado de Puebla, México, la
muerte descendente del limon ‘Persa’ (Citrus
latifolia Tan.) es una enfermedad de etiologia
desconocida que disminuye la produccion y
longevidad de la plantacion. En agosto de 2015,
se observaron lesiones necréticas en corteza y
madera de ramas que mostraban escurrimientos
de goma, rajaduras en corteza, anillamiento de
tallo en arboles de doce huertos comerciales.
Con la finalidad de identificar el agente causal de
esta enfermedad, se recolectaron muestras de
10 arboles por huerto. A partir estas muestras se
tomaron segmentos de tejido sintomético (5 mm),
los cuales se sembraron en medio papa-
dextrosa-agar (PDA) y se incubaron por 7 dias.
Se obtuvieron en total 60 aislados (5 por cada
huerto), de los cuales 32 aislados se identificaron
utilizando analisis filogenéticos basados en parte
de los genes de factor de traduccion 1-a (TEF1-
a) y beta tubulina (B-tub2). Se realizé un andlisis
de secuencias usando el método de inferencia
bayesiana. Los resultados permitieron identificar
siete especies de Lasiodiplodia (L.
pseudotheobromae, L. subglobosa, L.
theobromae, L. citricola, L. brasiliensis, L.
jattophicola y L.sterculiae). Los 32 aislados
identificados se inocularon mediante colocacion
de discos miceliales en ramas de arboles de
limén ‘Persa’ bajo condiciones de invernadero.
Todos los aislados de Lasiodiplodia fueron
patogénicos al inducir lesiones necréticas,
rajaduras en corteza y exudacioén de goma. Sin
embargo, las especies L. pseudotheobromae, L.
subglobosa y L. jatrophicola fueron las mas
virulentas.

Palabras clave: Citrus latifolia, Lasiodiplodia
spp., analisis de secuencias, patogenicidad.

Tesista: Marco Antonio Bautista Cruz

Director: Gustavo Almaguer Vargas

ABSTRACT

In the lime-producing region of the municipalities
of Martinez de la Torre, Tlapacoyan and
Papantla in the state of Veracruz, as well as in
Acateno and Hueytamalco in the state of
Puebla, Mexico, the dieback of Persian lime
(Citrus latifolia Tan.) is a disease of unknown
etiology that decreases the production and
longevity of plantations. In August of 2015, the
presence of necrotic lesions on the bark and
wood of shoots that had exuded gum, as well as
slashes and ringing of the trunk was detected on
trees in twelve commercial orchards. With the
aim of identifying the causative agent of this
disease, ten samples were collected from every
orchard. From these samples, segments of
symptomatic tissue were excised (5mm lesions)
and sown into sterile PDA growth media, then
incubated for seven days. In total, 60 isolates
were obtained (5 per orchard) of which 32 were
identified using phylogenetic analysis based in
part on the genes elongation factor 1-a (TEF1-
a), and beta-tubulin (B-tub). Sequence analysis
was carried out using the Bayesian inference
method. The results allowed for the identification
of seven species of Lasiodiplodia (L.
pseudotheobromae, L.  subglobosa, L.
theobromae, L. citricola, L. brasiliensis, L.
jattophicola and L.sterculiae). The 32 identified
isolates were inoculated by placing mycelial
plugs on shoots of Persian lime under
greenhouse conditions. All the isolates of
Lasiodiplodia tested positive on pathogenicity
assays, producing necrotic lesions, cracking on
the bark and gum exudation. However, three
species, L. pseudotheobromae, L. subglobosa
and L. jatrophicola, proved to be the most
virulent.

Keywords: Citrus latifolia, Lasiodiplodia spp.,
sequence analysis, pathogenicity.



3.1. INTRODUCCION

El cultivo de limén ‘Persa’ (Citrus latifolia Tan.) es de gran importancia en el
mundo, México ocupa el segundo lugar en superficie cosechada, después de la
India. Sin embargo, México es el primer exportador de este producto, generando
importantes divisas a los estados con mayor produccion como Veracruz,
Tabasco, Oaxaca y Puebla (SIAP, 2016).

Entre los factores limitantes para este cultivo, se destacan las enfermedades,
como la gomosis 0 “muerte descendente”, cuyos sintomas son caracterizados
por la muerte continua de ramas, con presencia de areas necrosadas, lesiones
con escurrimiento de goma y agrietamiento vertical en ramas primarias (Cedefio
y Palacios, 1992; Gonzalez et al, 2003; Al-Sadi et al, 2014).

En varias regiones del mundo y en la region citricola de Veracruz y Tabasco, las
lesiones con gomosis en tallos de citricos, se han atribuido a diversas especies
de Phythopthora (Garcia et al., 2004, 2011; Acosta et al., 2014), en casos
especificos a especies de Fusarium (Silva et al., 2016). Algunos estudios,
relacionaron a hongos de la familia Botryosphaeriaceae como agentes causales
de la muerte descendente de varios cultivos tropicales incluidos los citricos
(Cedefio y Palacios, 1992; Damn et al., 2007; Ferrer et al., 2012; Picos et al.,
2014;). Sin embargo, en México no existen reportes que relacionen a hongos de
Botryosphaeriacea directamente a limén ‘Persa’. El control de la gomosis, basado
en la aplicacion de fosetil-Al y metalaxil, ha sido ineficaz y la enfermedad se
disemina cada vez mas ocasionando importantes pérdidas. Por esta razén el
presente estudio tuvo como objetivo identificar al agente causal de la gomosis en
la region limonera de los estado de Veracruz y Puebla, mediante analisis de

secuencias de ADNr y pruebas de patogenicidad.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Muestreo y aislamiento del patégeno

En septiembre de 2015, se recolectaron muestras de limoén ‘Persa’ con sintomas
de necrosis en ramas, cancros, agrietamiento en corteza, exudacion de gomay
muerte de ramillas en 12 huertos comerciales distribuidos en los municipios de
Martinez de La Torre, Tlapacoyan y Papantla en el estado de Veracruz, asi como

en San José Acateno y Hueytamalco en el estado de Puebla, México (Cuadro 1).

En los huertos muestreados se inspeccionaron los arboles en forma visual y se
calcul6 el porcentaje de incidencia de la muerte descendente del limén ‘Persa’.
Para calcular el porcentaje de incidencia se dividié el nimero de &rboles con
sintomas entre el nimero total de arboles muestreados multiplicado por cien
(Hernandez et al., 2004). Las muestras obtenidas se conservaron en un termo a
5 °C para su traslado al Laboratorio de Micologia Agricola del Departamento de
Parasitologia Agricola de la Universidad Autonoma Chapingo.

3.2.1.1. Aislamiento del patégeno

Para la obtencion de los aislados se retir0 la corteza de las muestras obtenidas,
se cortaron fragmentos de 5 x 5 mm a partir de la zona de avance entre el tejido
necrotico y el tejido sano, se desinfestaron superficialmente con Hipoclorito de
sodio (NaClO) al 1 % por 30 s, se enjuagaron en agua destilada estéril por 30 s
y se secaron con una toalla de papel absorbente estéril. Los fragmentos se
sembraron en medio de cultivo V8 y papa-dextrosa-agar (PDA) con sulfato de
estreptomicina y se incubaron a 25 °C por 7 dias. La frecuencia de aislamiento
se calcul6 contando las colonias de hongos desarrolladas a partir del tejido
vegetal sembrado en el medio PDA por caja Petri, expresada como numero de
colonias totales de cada hongo entre el nimero de tejidos vegetales totales
multiplicados por cien. Para la purificacion de los aislados fungicos, las colonias
se transfirieron a medio de cultivo agua-agar y se incubaron a 25 °C por dos dias.

Se obtuvieron aislados monohifales, de los cuales, usando un microscopio
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estereoscopico se ubicéd una punta de hifa, se corté con una aguja estéril y se

transfirio a cajas Petri con medio PDA fresco.

Cuadro 1. Localidad, municipio, fecha de colecta y tejido infectado de limon
‘Persa’ de los aislados de Botryosphaeriaceae en estudio para su caracterizacion
patogénica y andlisis de secuencia EF-1qa, ITS y B-Tubulina.

Cédigo de aislado

Rancho

Localidad

Municipio

Estado

Tejido infectado

MT4

MT7

MT8

MT10
MT12
MT13
MT15
MT16
MT20
MT21
MT22
MT23
MT24
MT26
MT27
MT 29
MT30
MT32
MT33
MT34
MT35
MT36
MT38
MT39
MT41
MT42
MT43
MT45
MT46
MT47
MT49
MT50

10

11

12

Insurgente

Tierra nueva

Tierra nueva

Dos Rios

Dos Rios

Dos Rios

Insurgente

Insurgente

20 de Nov.

Ixtacuaco

B&S

Paso largo

Acateno

Acateno

Acateno

Hueytamalco

Hueytamalco

Hueytamalco

Papantla

Papantla

Papantla

Tlapacoyan

Martinez

Martinez

Puebla

Puebla

Puebla

Puebla

Puebla

Puebla

Veracruz

Veracruz

Veracruz

Veracruz

Veracruz

Veracruz

Talloy rama

Talloy rama

Tallo y rama

Tallo y rama

Tallo y rama

Tallo y rama

Tallo y rama

Tallo y rama

Tallo y rama

Tallo y rama

Tallo y rama

Talloy rama
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3.2.2. Extraccion de ADNr, amplificacion por PCR y secuenciacién

Se extrajo micelio a partir de colonias fungicas de siete dias de crecimiento en
PDA. De cada aislado se rasp6 micelio aéreo de la superficie con una espatula y
se macer6 en un mortero estéril con nitrégeno liquido. El macerado se deposito
en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL con 500 pL de buffer de extraccion, y se
sometid a 45 °C durante 30 min. Se agregaron 30 puL de CTAB al 10 % y 70 pL
de cloruro de sodio 5 M y se coloco a 65 °C por 30 min. Se afiadieron 50 pL de
acetato de potasio 5 M y se incubd a -20 °C por 5 minutos, al término de la
incubacion se mezclé con 700 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y
centrifugdé a 13 000 x g durante 10 min. El sobrenadante se transfiri6 a un tubo
nuevo de microcentrifuga de 1.5 mL y se le agregaron 640 pL de isopropanol frio.
Durante 10 min se incubé la muestra a -20 °C y después se centrifugé a 13 000
X g durante 10 min para obtener el pellet. El sobrenadante se deseché y se
afiadieron 500 pL de etanol al 70% para lavar el pellet a 13 000 x g durante 5
min. El etanol se desecho, se dejé secar el pellet durante 20 min y después se

agregaron 40uL de agua destilada libre de ADNasa para resuspender el ADN.

Por medio de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) se amplifico la
regiéon completa del espacio transcrito interno (ITS), asi como una porcién de los
genes de factor de elongacién de traduccion 1a (EF1- a) y B-tubulina (Btub2 )para
cada uno de los 36 aislados. Para la PCR se utilizaron los primers ITS 5 (5 GGA
AGT AAA AGT CGT AAC AAG G 3'),ITS 4 (5 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC
3’) (White et al., 1990). EF1-688F (5 CGGTCACTTGATCTACAAGTGC 3’) EF1-
1251R (5 CCTCGAACTCACCAGTACCG 3’) (Glass y Donaldson, 1995), Bt2a
(GGT AAC CAAATC GGT GCT GCT TTC) Bt2b (ACC CTC AGT GTAGTG ACC
CTT GGC) (Alves et al., 2008).

La mezcla de reaccion se preparo a un volumen final de 50 uL, buffer de PCR 1x,
2.5 mM MgCI2, 0.2 mM dNTP, 0.8 uM de cada primer, 1U DNA polimerasa
Promega® y 100 ng de DNA. La PCR se llevo a cabo en un termociclador
BIORAD® (EE.UU.), con una desnaturalizacién inicial de 94 °C 2 min, 35 ciclos
de 94°C 30 s,55°C 30 s, 72 °C 1 min; y una extension final de 72 °C por 10 min.
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Para el caso de los primers EF1-728/EF1-986R y Bt2a/Bt2b la temperatura de
alineamiento fue 54 y 58 °C respectivamente. Los productos amplificados se
verificaron por electroforesis en agarosa al 1 % con buffer de corrida TBE 0.5 X
con el uso de 5 pL del producto de PCR, 3 uL de marcador molecular, 3 uL de
marcador de corrida, para la electroforesis se dejo correr por 90 min a 90 volts.
El gel se analiz6 en un transiluminador GelDoc-ItTM 300 UVP (Inglaterra). Los
productos de PCR obtenidos se enviaron a secuenciar a la empresa Macrogen

(Corea).
3.2.3. Analisis filogenético

Para este proceso se genero la region consenso de las secuencias obtenidas
usando el programa Pregap4. Se comprobaron los alineamientos realizados con
el programa MEGAGS y se ajusté manualmente donde fue necesario. Para realizar
los analisis filogenéticos, se obtuvieron las secuencias tipo de las especies de
Lasiodiplodia disponibles en la base de datos de GenBank. Para el analisis de
Méaxima Parsimonia se utilizd el programa PAUP v. 4.0b10 y para el analisis
bayesiano MrBayes v.3.0b4. El andlisis de maxima parsimonia se realiz6
utilizando la opcién de busqueda heuristica con 1000 taxones al azar. Se registro
la longitud de &rbol (TL), indice de consistencia (Cl), indice de retencion (RI), y el

indice de homoplasia (HI) para todos los analisis.
3.2.4. Pruebas de patogenicidad

De un vivero localizado en Insurgente Socialista, Papantla, Veracruz se
obtuvieron arboles de limén ‘Persa’ de 1.5 afios de edad cultivados en maceta,
los cuales fueron trasladados al invernadero de Virologia Agricola, de la
Universidad Autdnoma Chapingo para realizar las pruebas de patogenicidad. Los
in6culos consistieron en colonias fungicas cultivadas en medio PDA por 5 dias,
de cada uno de los 32 aislados. La inoculacion implico realizar cortes de 5 mm
de longitud en el tallo de la rama, la cual fue la unidad experimental.
Posteriormente se colocé un disco micelial y se envolvié con parafilm para evitar

su deshidratacion. El disefio experimental fue completamente al azar con tres
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repeticiones. Se mantuvo constante la humedad relativa al 80 % con un
humidificador durante 72 hrs. La evaluacion de la inoculacion, se realiz6 30 dias
después de la inoculacion (ddi), se considero la dimension (largo de la lesion) al
exterior de la lesion y se realizaron cortes longitudinales separando la corteza de
la parte afectada para evaluar la dimension interna. Los datos obtenidos se
analizaron con el programa Minitab version 17.2.1. Se realizé el andlisis de
varianza y la prueba de comparacion de medias de Fisher en el nivel de

significancia del 5 %.

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.3.1. Sintomas en campo y aislamiento del patégeno

Durante los muestreos realizados en la zona de estudio se observaron arboles
de limén ‘Persa’ con sintomas caracteristicos de muerte descendente, como
marchitez de follaje y muerte de ramas en forma continua y descendente,
rajadura de corteza con puntos oscuros o grisiceos, escurrimientos de goma,
necrosis de tallo en ramas primarias y secundarias, anillamiento del tronco
principal y muerte del arbol (Figura 1). Al retirar la corteza de algunas ramas
donde se observo necrosis, se aprecié exudacion de goma y donde la goma
estaba seca se observd una coloracion gris-oscura. Asi mismo, se presento
pudricion del peddanculo de frutos en huertos donde los productores mantuvieron
la cosecha en el arbol. En los huertos muestreados se observo el 93.2 % de

incidencia de la enfermedad.
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Figura 1. Sintomas de la Muerte descendente del limén ‘Persa’ observados en
campo: muerte de ramas jovenes (a), marchitez en follaje, (b, c y d)defoliacion y
muerte descendente y continua de ramas jovenes y ramas maduras hasta el
colapso del arbol, (e y f ), necrosis en madera de rama, (g) anillamiento del tallo
principal, (h, i) escurrimientos de goma y rajaduras en corteza, (j)pudricion del
pedunculo y fruto, (k, I) necrosis en cortes de poda.

Los 32 aislados obtenidos a partir del tejido vegetal con muerte descendente en
citricos, presentaron caracteristicas similares (Figura 2) a especies de
Botryosphaeriaceae (Sutton, 1980; Phillips, 2006).
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Figura 2. Colonias de Lasiodiplodia. a L. brasiliensis, b L. pseudotheobromae, c
L. citricola, d L. jatrophicola, e L. subglobosa, f L. theobromae.

Abdollahzadeh et al., (2010), reportaron la presencia de L. citricola en corteza
de citricos de Iran, mientras que Chen et al., (2013) la reportan causando muerte
descendente, similares a los aqui descritos, en arboles de durazno en California.
En varios estudios encontraron a especies de Lasiodiplodia causando gomosis y
muerte descendente en citricos (Assuah et al., 1999; Adesemoye et al., 2014; Al-
Sadi et al., 2013, 2014; Dwiastuti et al., 2016).

3.3.2. Distribucién de las especies de Lasiodiplodia

En este estudio Lasiodiplodia pseudotheobromae fue la especie
predominantemente aislada de los huertos de limén ‘Persa’ (42.42 %), seguida
de L. theobromae (28.13 %), L. brasiliensis (12.50%), L. subglobosa (6.25%), L.
citricola (3.13%), L. sterculiae (3.13%) y L. jatrophicola (3.13%) (Figura 3). La
distribucion de las especies de Lasiodiplodia difirid en los huertos por municipio.
L. pseudotheobromae se encontro en todos los municipios. En Acateno, Puebla

no se presentd L. theobromae. Sin embargo, fue el Unico municipio donde se
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encontré L. citricola. En Hueytamalco, Puebla predominé L. brasiliensis, y se
encontro a L. sterculiae. Mientras que L. jatrophicola solo se registré en Papantla,

Veracruz.

En estudios relacionados a la muerte descendente, gomosis y cancro en ramas
de citricos de California, Adesemoye et al., (2014) encontraron mayor diversidad
de especies de Botryosphaeriaceaes y solo el 10 % correspondi6 a Lasiodiplodia
sp. En contraste, en estudios similares (Cedefio y Palacios, 1992; Assuah et al.,
1999; Al-Sadi et al., 2013; Al-Sadi et al., 2014; Dwiastuti et al., 2016) en citricos
de Venezuela, Ghana, Oméan e Indonesia, reportaron de forma consistente la
presencia de L. theobromae. Correia et al., (2016), al estudiar la muerte
descendente de la vid en Brasil, reportaron ocho especies de Lasiodiplodia (L.
brasiliensis, L. crasispora, L. egyptiacae, L. euphorbicola, L. homozganensis, L.
jatrophicola, L. pseudotheobromae y L. theobromae), distribuidas en vifiedos del
valle de San Francisco, donde la especie predominante fue L. theobromae,

seguida de L. jatrophicola.

Para nuestro conocimiento, este es el primer reporte de Lasiodiplodia causando

muerte descendente en limén ‘Persa’ en México.
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Figura 3. Distribucion de especies de Lasiodiplodia en huertos de limén ‘Persa’
en Veracruz y Puebla.

3.3.3. Analisis filogenético

Para el analisis de parsimonia maxima de taxones (EF + ITS) se infiri6 la historia
evolutiva utilizando el método de Maxima Parsimonia. Se tomo el arbol 1 de los
3 arboles mas parsimoniosos (longitud = 196). El indice de consistencia fue de
0,612717, el indice de retencién fue 0,880783, y el indice compuesto fue de
0,579699 para todos los sitios informativos de parsimonia. El arbol de Maxima
Parsimonia se obtuvo utilizando el algoritmo Tree Bisection Regrafting (TBR) con
el nivel de busqueda 1. Los &rboles iniciales se obtuvieron mediante la adicion
aleatoria de secuencias (10 repeticiones). El arbol seleccionado se dibujé a
escala, con longitudes de rama calculadas utilizando el método de via promedio
y estan en las unidades del numero de cambios en toda la secuencia. El analisis
involucré 99 secuencias de nucleotidos. Hubo un total de 645 posiciones en el
conjunto de datos final. El conjunto de datos combinados dio como resultado 35
clados bien soportados correspondientes a especies de Lasiodiplodia
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previamente identificadas (Figura 4). Cuatro aislados se agruparon en el clado
gue contiene a L. brasiliensis, el segundo grupo de nueve aislados se agruparon
con L. theobromae, catorce aislados agrupados con L. pseudotheobromae, dos
aislados agrupados con L. subglobosa y un aislado correspondi6 en cada uno de

los clados de L. sterculiae, L. jatrophicola y L. citricola.

Estos resultados permitieron identificar siete especies de Lasiodiplodia como
agentes causales de la muerte descendente del limén ‘Persa’ en huertos

comerciales de Veracruz y Puebla.

El analisis filogenético usando secuencias concatenadas ITS, Tefl-ay 3-tubulina
permitieron identificar plenamente los clados de Lasiodiplodia a los que
correspondieron cada uno de los aislados de este estudio. Esto concuerda con
lo obtenido por Urbez et al., (2008), quienes ocuparon la misma combinacion de
genes y les permitié ubicar los clados de Lasiodiplodia y diferenciarlos de otras
especies a identificar patdégenos en vid. Asi mismo, Marques et al. (2013)
realizaron analisis moleculares utilizando secuencias ITS y TEF1-a y lograron
identificar seis especies de Lasiodiplodia, incluidas L. pseudotheobromae y L.

theobromae en cultivos de mango en Brasil.
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Figura 4. Arbol de maxima parsimonia obtenido de la combinacion de datos de

secuencias ITS, B-tub2 y TEFl-a. Los valores de soporte 250% de 1000
repeticiones se muestran en los nudos.
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3.3.4. Prueba de patogenicidad

A partir de la segunda semana después de realizada la inoculacién, se
observaron escurrimientos de goma y desarrollo de lesiones necroticas alrededor
de las areas inoculadas en los arboles de limén ‘Persa’. Al retirar el Parafilm, se
observ6 abundante escurrimiento de goma y necrosis en corteza. Se inocularon
los aislados de Lasiodiplodia; A, B, C, D, E y F., todas las especies causaron
escurrimientos de goma y necrosis en corteza y madera, pero las especies Ay B
ademas de lo anterior ocasionaron también rajaduras en la corteza (Figura 5).
Los arboles testigo permanecieron asintomaticos. Cuatro semanas después de
la inoculacién, se midié la longitud de las lesiones en la parte exterior de la
cortezay se retir0 la corteza en la parte afectada para medir las lesiones internas,
observando que la infeccion avanzdé mas en la madera que en la corteza. Esto
demostrd que los escurrimientos de goma y lesiones necréticas fueron producto
de la interaccion patégeno-hospedante. Todos los aislados de Lasiodiplodia
inoculados en esta prueba produjeron lesiones significativas (p < 0.05) en
comparacion con el testigo de acuerdo con la prueba de comparacion de medias
de Fisher (Figura 6). Los aislados de L. subglobosa, L. jatrophicola y L.
pseudotheobromae fueron los mas virulentos, ademdas de ocasionar
escurrimiento de goma, necrosis en corteza y madera, ocasionaron rajaduras
longitudinales en la corteza de las ramas donde se inocularon. Los aislados de
L.theobromae, L. sterculiae, L. brasiliensis y L. citricola causaron escurrimientos

de goma, asi como necrosis en madera y corteza.

Las pruebas de patogenicidad permitieron confirmar que al menos seis especies
de Lasiodiplodia son los agentes causales de la muerte descendente del limén
‘Persa’ en la region limonera de los municipios de Martinez de la Torre,

Tlapacoyan, Papantla, Hueytamalco y San José Acateno.
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Figura 5. Sintomas producidos por Lasiodiplodia inoculada en limén ‘Persa’. a.-
Lesiones y escurrimiento de goma. b.- Rajaduras en la corteza. c.- Lesién
externa. d.- Lesion interna.

Resultados similares fueron reportados por Cedefio y Palacios (1992), quienes
al inocular aislados de L. theobromae, observaron gomosis y lesiones en citricos
de Venezuela. Por su parte Al-Sadi et al., (2013); Al-Sadi et al., (2014), reportaron
los mismos sintomas cuando inocularon L. theobromae en plantas de citricos en
Oman, Emiratos Arabes Unidos. Sakalidis et al (2011), encontraron resultados
similares al inocular especies de Lasiodiplodia en tallos de mango.

Recientemente Rodriguez et al., (2014 y 2017), reportaron que L. theobromae
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causé defoliacidon, escurrimiento de goma, necrosis en corteza y madera, asi

como muerte descendente en mango en Peru.

En México, Urbez et al. (2008) reportaron que especies de Lasiodiplodia

producen sintomas de muerte descendente en vifiedos.
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Figura 6. Longitud media de la lesiébn externa (mm) de la prueba de
patogenicidad con aislados de Lasiodiplodia en arboles de limon ‘Persa’. Las
letras diferentes por arriba de las barras indican diferencias significativas (p < 05)
(Prueba de Fisher).

Todas las especies de Lasiodiplodia que se inocularon en este estudio fueron
patogénicas. Sin embargo, L. pseudotheobromae, L. jatrophicolay L. subglobosa
fueron las especies que mostraron mayor virulencia (Figura 6). Estos resultados
coincidieron con los que Sakalidis et al. (2011), obtuvieron al inocular tallos y
frutos de mango, donde L. pseudotheobromae fue la especie mas virulenta. Sin
embargo, difieren de lo que reportaron Ismail et al., (2012) y Marques et al (2013),

quienes describieron mayor patogenicidad de L. theobromae en comparacién a
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L. pseudotheobromae en frutos de mango. También Correia et al (2016),
observaron mayor virulencia de L. brasiliensis comparada con L. theobromae en
plantas de vid en Brasil. Por su parte, Xu et al., (2015) encontraron alta virulencia
de aislados de L. theobromae inoculados en plantas de arandanos en China. En
el caso de L. jatrophicola, esta especie ha sido reportada afectando Caryota mitis
L. en China (Zhu et al., 2015). Poletto et al., (2016), reportaron a L. subglobosa
causando lesiones similares a las descritas en este estudio, en arboles de nuez
(C. illinoinensis) en Brasil. Lasiodiplodia sterculiae fue registrado Unicamente
afectando a Sterculia oblonga en Alemania (Yang et al., 2017). Es importante
mencionar que no encontramos reporte alguno que relacione a L.
pseudotheobromae, L. jatrophicola, L. sterculiae, L. subglobosa y L. brasiliensis

con enfermedades de citricos a nivel mundial.

La alta incidencia de la enfermedad y la patogenicidad de las especies de
Lasiodiplodia indican que son econdmicamente importantes para el cultivo de
limén ‘Persa’, porque tienen el potencial de reducir el rendimiento, la longevidad
del arbol y pueden causar el colapso del huerto. Por lo tanto, es necesario

desarrollar estrategias de manejo que controlen estos patdgenos.

Hasta donde sabemos, este es el primer reporte de Lasiodiplodia causando

muerte descendente en limon ‘Persa’ en México.
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3.4. CONCLUSION

Los resultados combinados del andlisis de secuencias ITS, p-tub2 y EF1-a, asi
como el de las pruebas de patogenicidad, confirmaron que L. pseudotheobromae,
L. subglobosa, L. theobromae, L. citricola, L. sterculiae, L. brasiliensis y L.
jattophicola, son los agentes causales de la muerte descendente del limén ‘Persa’
en la region limonera de los Municipios de Martinez de la Torre, Tlapacoyan,

Papantla, Hueytamalco y San José Acateno.

El 93.25 % de incidencia de la enfermedad y la patogenicidad de las especies de
Lasiodiplodia indicaron que son econémicamente importantes para el cultivo de
limén ‘Persa’, porque tienen el potencial de reducir el rendimiento, la longevidad

del arbol y pueden causar el colapso del huerto.

Las siete especies de Lasiodiplodia (L. pseudotheobromae, L. subglobosa, L.
theobromae, L. citricola, L. brasiliensis, L. jattophicola y Lasiodiplodia sp.), fueron
patogénicas. Las especies L. subglobosa, L. jatrophicola y L. pseudotheobromae
fueron mas virulentas, ademas de causar gomosis, ocasionaron rajaduras

longitudinales en la corteza de las ramas en las plantas inoculadas.
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4. EFECTIVIDAD DE FUNGICIDAS EN EL CONTROL DE Lasiodiplodia
spp., EN LIMON "PERSA” EN VERACRUZ

EFFECTIVENESS OF FUNGICIDES IN THE CONTROL OF Lasiodiplodia

spp., ON PERSIAN LIME IN VERACRUZ

Marco Antonio Bautista Cruz! y Gustavo Almaguer Vargas?

Resumen

Los hongos del género Lasiodiplodia causan la
muerte descendente del limoén ‘Persa’ en los
estados de Veracruz y Puebla. Debido a que es
un cultivo de mediana densidad, la intensidad
en las podas incrementa la susceptibilidad a
esta enfermedad, lo que disminuye la
productividad hasta un 60 % y la pérdida anual
de &rboles puede llegar a 35 %. Por esta razoén,
se evalué en campo la efectividad del control
guimico y biolégico, después de la poda, para
disminuir la enfermedad causada por
Lasiodiplodia spp. Se utiliz6 un disefio de
bloques completos al azar, dos ramas podadas
de cada punto cardinal del arbol constituyeron
la unidad de muestreo dentro de la unidad
experimental. La unidad experimental se
constituyo de dos arboles con tres repeticiones.
Se aplicaron cinco tratamientos: tiofanato de
metilo (1 g L*%), tiabendazole (2.5 g L),
clorotalonil (3 g L1) y mancozeb (4 g L7?),
Trichoderma harzianum +Trichoderma viridae
(20 mL L) y un testigo sin aplicacion. Se
realizaron dos aspersiones dirigidas a tronco,
ramas y follaje hasta punto de goteo. Se evallo
la incidencia y severidad de la enfermedad
cada 7 dias después de la primera aplicacion.
Tiofanato de metilo tuvo mayor efectividad en el
control de la enfermedad, seguido de
tiabendazol y Trichoderma. Los resultados
obtenidos serén Utiles para disefiar estrategias
de manejo de la muerte descendente del limén
‘Persa’ en huertos de citricos en México.

Palabras clave: muerte descendente, control
guimico y biolégico, poda.

Tesista: Marco Antonio Bautista Cruz

Director: Gustavo Almaguer Vargas

ABSTRACT

Fungi in the genus Lasiodiplodia cause
dieback of Persian lime in the states of
Veracruz and Puebla. Due to its nature as a
medium density crop, the intensity of pruning
increases the susceptibility to this disease,
which can decrease production up to 60 %
and cause an annual tree loss of up to 35 %.
For this reason, a field trial was conducted
where the effectiveness of biological and
chemical fungicides, after pruning, in
reducing the disease caused by
Lasiodiplodia spp. was evaluated. A
complete randomized blocks design was set
in place; two shoots pruned from the cardinal
points of every tree constituted the sampling
unit within the experimental units, which in
turn were made up of two trees, each one
with three replications. Five treatments were
applied: thiophanate- methyl (1 g L%),
tiabendazole (2.5 g L), chlorothalonil (3 g L
1), mancozeb (4 g L%), Trichoderma
harzianum +Trichoderma viridae (20 mL L)
and a control. Two sprayings were carried
out, each one directed at the trunk, branches
and foliage until fully drenched. Incidence
and severity of the disease were both
evaluated seven days after the first spraying.
Thiophanate methyl proved the most
effective in disease control, followed by
Tiabendazole and Trichoderma. The results
of this study may prove useful for the design
of Persian lime dieback management
strategies in citric orchards in Mexico.

Keywords: Dieback, chemical and biological
control, pruning
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4.1. INTRODUCCION

Los hongos del género Lasiodiplodia son fitopatdgenos inespecificos, pueden
sobrevivir como endofitos y como saproéfitos bajo condiciones de estrés abiotico.
Se desarrollan en regiones subtropicales y tropicales donde afectan a mas de
1100 hospederos lefiosos, donde causan enfermedades como la muerte
descendente, gomosis y pudricion del pedunculo (McDonald et al., 2011; Al-Sadi
et al., 2013; Mbaye et al., 2016; Coutinho et al., 2017).

En huertos de limén ‘Persa’ de la regidon Martinez de la Torre, Tlapacoyan y
Papantla del Estado de Veracruz y de Acateno y Hueytamalco del Estado de
Puebla, Lasiodiplodia causa muerte descendente (gomosis), caracterizada por
necrosis de corteza y madera, chancros en tallos. En condiciones prolongadas
de estrés abidtico causa muerte de ramas secundarias y cancro en el tallo
principal provocando el colapso del &rbol. Disminuye la productividad hasta un 60
% y la pérdida anual de arboles puede llegar hasta un 35 %. En algunas
investigaciones se menciona a Phythopthora spp. como el agente causal de la
gomosis de los citricos, y como medidas de control, recomiendan la aplicacion de
fungicidas como fosetil-Al y metalaxil (Farih et al.,, 1981; Jadeja et al., 2000;
Raina, 2012; Acosta et al., 2014),. Sin embargo, los resultados de aplicar estos
fungicidas para controlar la gomosis del limén ‘Persa’ en la regién de estudio, no
han sido satisfactorios. Algunos estudios (Khanzada et al., 2005; Shahbaz et al.,
2009; Nagqvi et al., 2015) reportaron la efectividad de fungicidas como Tiofanato
de metilo en el control de la muerte regresiva de huertos de mango provocada
por Lasiodiplodia. Otros estudios, reportaron la efectividad de Trichodermas en
el control de enfermedades fungosas en citricos (Garcia et al., 2011; EI-
Mohamedy et al., 2012).

Sakadilis et al. (2011), reportaron que el principal punto de acceso de este hongo
a los arboles de mango, es a través de las heridas de poda, dafios causados por
insectos, ramas quebradas por el viento o por exceso de carga de fruta. En el
cultivo de limén ‘Persa’ se realizan podas intensas como parte del manejo del
cultivo, esto favorece la incidencia de gomosis, por lo que es necesario proteger
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a los arboles inmediatamente después de realizar la poda. Por esta razoén, el
objetivo de esta investigacion fue evaluar en campo la efectividad de productos
quimicos y biologicos, después de realizar la poda, para el control del agente

causal de la muerte descendente en el limén ‘Persa’.

4.2. MATERIALES Y METODOS
4.2.1. Localizacién del sitio experimental

El estudio se realiz6 de junio a septiembre de 2016, en un huerto comercial de
limén ‘Persa’ (Citrus latifolia Tan), ubicado en el ejido Insurgente Socialista, del
Municipio de Papantla, Estado de Veracruz, México, a una altitud de 77 msnm.
Esta microrregion cuenta con un clima Awz, una precipitacion media anual de

1518 mm y una temperatura media de 24.1 °C.

El huerto de limon ‘Persa’ tiene como portainjerto a Citrus volkameriana, se planté
en 2008, a una distancia de 5 x5 m con una densidad de 400 arboles ha. Este
huerto tiene historial de muerte descendente y en los arboles se observaron

severos sintomas de la enfermedad.
4.2.2. Disefio experimental

Se utilizé un disefio de bloques completos al azar y se emplearon seis
tratamientos. La unidad experimental consistio en dos arboles, de cada
tratamiento se tuvieron tres repeticiones. De cada punto cardinal del arbol se
podaron dos ramas con un diametro promedio de 3.5 cm, dejando tocones de
una longitud aproximada de 20 cm (unidad de muestreo). Inmediatamente
después de podar se etiquetd cada tocon y se asperjo totalmente al arbol (tronco,
ramas y follaje) hasta punto de goteo, con el fungicida que correspondié. Se
realizaron dos aplicaciones del producto fungicida con un intervalo de 20 dias
entre aplicaciones. Las aspersiones se realizaron con una aspersora motorizada
SR 420 de la marca Sthil ®.

Los tratamientos a evaluar fueron: tiofanato de metilo (1 g L' de producto

comercial) y tiabendazole (2.5 g L''de producto comercial) como fungicidas de
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tipo sistémico, clorotalonil (3 g L de producto comercial) y mancozeb (4 g L! de
producto comercial) como fungicidas de contacto (Cuadro 2), y un fungicida
biolégico a base de Trichoderma harzianum +Trichoderma viridae a una
concentracion de 8 x 108 conidios por ml (20 ml.L' de producto comercial)
ademas de un testigo sin aplicacion. Dentro del modo de accion de Trichodermas
se menciona la competencia por el sustrato, micoparasitismo, antibiosis,
desactivacion de enzimas del patégeno y resistencia inducida (Harman et al.,
2004; Schuster & Schmoll, 2010).

Cuadro 2. Relacion de los fungicidas quimicos utilizados en el control de la
muerte descendente del limén ‘Persa’.

Grupo quimico  Ingrediente  Modo de LA Formulacion
activo accion (%)

Tiofanato Tiofanato de Sistémico 70 % Granulos
(MBC) metilo dispersables en agua

Benzimidazoles Tiabendazole Sistémico 60 % Granulos
dispersables en agua

Cloronitrilos Clorotalonil ~ Contacto 75 % Granulos
dispersables en agua

Ditiocarbamatos = Mancozeb Contacto 80 % Granulos

dispersables en agua

Las evaluaciones se realizaron cada siete dias, a partir del dia en que se realiz6
la primera aspersion, se midio la longitud de las lesiones en las ramas podadas
(tocones), para caracterizar la severidad de la enfermedad. Con ayuda del
paquete estadistico SAS version 9.2 (SAS, 2008), se analizaron los modelos
epidemiolégicos (Exponencial, monomolecular, logistico y Gompertz), con la
finalidad de tener una mayor descripcion del desarrollo de la enfermedad a través
del tiempo y se selecciond el modelo con mejor ajuste de acuerdo al coeficiente

de determinacion (R?) mas alto.
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Se observo que el avance de los sintomas de muerte descendente se contuvo
gradualmente por el efecto de las aspersiones de fungicidas, sin embargo en los
arboles no tratados este avance de la enfermedad continué. De acuerdo a los
datos obtenidos de la severidad en cada uno de los tratamientos, se encontro
que el modelo que mejor describio el desarrollo de la enfermedad fue el modelo
logistico (y=1/ (1 + ((1-yo)/yo)* exp (-rL*t)) (Cuadro 3).

A pesar de que la intensidad inicial de la enfermedad en todos los tratamientos
fue variable, e incluso en el testigo fue menor, el efecto de los tratamientos se
observé en la reduccién de la tasa de incremento de la enfermedad rL. De
acuerdo al calculo del ABCPE, se encontré que el mejor tratamiento fue el
tiofanato de metilo debido a que tiene menor area bajo la curva, lo cual también
se reflejé en la reduccion de la tasa de incremento rL, resultando de 0.04536 %
de incremento de enfermedad por dia, mientras que en el caso del testigo su tasa
de incremento por dia fue de 0.223954 %. Asi mismo, los tratamientos de
tiabendazol y Trichoderma fueron efectivos para el control de la muerte
descendente, los cuales podrian considerarse como una alternativa en el control

de la enfermedad.

Cuadro 3. . Pardmetros obtenidos para la caracterizacién de la epidemia en cada
uno de los tratamientos evaluados en limén "Persa’.

Tratamiento Yo rL ABCPE
Tiofanato de metilo 0.03008 0.04536 514.90461
Tiabendazol 0.030541 0.049764 4380.19606
Trichoderma spp. 0.022177 0.078434 15374.4392
Mancozeb 0.00871 0.114338 59421.3886
Clorotalonil 0.00137 0.164006 37380.0589
Testigo 0.000757 0.223954 336936.28

YO, intensidad inicial de la epidemia; rL, tasa de incremento de la epidemia;
ABCPE, area bajo la curva del progreso de la enfermedad.

En estudios realizados por Arif et al., (2014) y Masood et al., (2014) en Pakistan

para controlar la muerte descendente en el cultivo de mango, reportaron alta

39



efectividad utilizando el fungicida tiofanato de metilo en el control de esta
enfermedad, de forma similar a los resultados aqui obtenidos. Sin embargo,
difieren del modo de aplicacion y numero de aplicaciones, porque en los estudios
sobre mango, el fungicida se inyect6 tres veces al xilema y en este estudio se
realizaron dos aspersiones. Por otra parte, Khanzada et al., (2005) al tratar la
misma enfermedad en mango encontraron que tiofanato de metilo tuvo menor
efectividad comparado con carbendazim. Respecto a la efectividad de
tiabendazol mostrada en este estudio coincide con lo reportado por Yan et al.,
(2016) quienes estudiaron enfermedades fungosas de postcosecha en frutos de
naranja valencia tardia ocasionados principalmente por Guignardia citricarpa y
encontraron alta efectividad en los tratamientos a base de tiabendazol. Por otra
parte, Vazquez et al., (2010), lograron disminuir hasta un 62 % la incidencia de
la muerte descendente en la fase de injertacion en viveros de zapote mamey, al
tratar varetas en inmersion con tiabendazol, mancozeb y clorotalonil. Sin
embargo, reportaron que tiabendazol mostré mayor efectividad en el control de

la enfermedad.

En estudios in vitro realizados por Shahbaz et al., (2009) y Navqui et al., (2015),
han reportado alta efectividad de tiofanato de metilo en el control de
Lasiodiplodia. De igual forma Syed et al., (2014) indicaron alta efectividad de
tiabendazol en el control in vitro de Lasiodiplodia, y regular efectividad en frutos
de mango inoculados. Asi mismo, Sultana y Ghaffar, (2010), reportaron alta

efectividad de Trichoderma harzianum y T. viridae sobre Lasiodiplodia.

Por otro lado, respecto a la efectividad de Trichoderma algunos estudios en
Egipto (EI-Mohamedy et al., 2012; EI-Mohamedy et al., 2013) reportaron igual
efectividad de Trichoderma harzianum que la obtenida con el tiofanato de metilo,
en el control de la pudricion de raiz del limon ‘Persa’ y tangerina (Citrus reticulate)
causada por Fusarium. Al contrastar la diferencia en la efectividad de
Trichoderma reportada por estos autores contra la obtenida en el presente
estudio, puede atribuirse a la forma de aplicacién, dado que ellos aplicaron

composta inoculada con T. harzianum y aseguraron condiciones Optimas de
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temperatura, pH, luz y nivel de oxigeno para su desarrollo y multiplicacion
(Harman et al., 2004; Infante et al., 2009; Schuster et al., 2010; Martinez et al.,
2013) mientras que en el presente estudio solo se aplico en forma de aspersion,
sin controlar condiciones climaticas. De igual forma Garcia et al.,, (2011)
reportaron que T. harzianum redujo la cantidad de propagulos de Phythopthora
por encima de los fungicidas propamocarb + fosetil-Al y fosetil-Al, aplicado al
suelo en plantacion de citricos de Cuba. Velazquez et al., (2016) al evaluar la
efectividad de Trichodermas para el control de Rosellinia sp. en Macadamia,
reportaron que donde aplicaron Trichoderma solo tuvieron el 26% de incidencia
de la enfermedad, mientras que el tratamiento con carbendazim tuvo solo el 7%,
comparado con el testigo que tuvo el 53%. En estudios realizados in vitro, Bhadra
et al., (2014) reportaron alta efectividad de Trichoderma viridae en el control de
Lasiodiplodia theobromae. La combinacibn de tratamientos a base de
Trichoderma harzianum y T. viridae, tiofanato de metilo y tiabendazol, como lo
reportaron Sawant et al., (1995), podria resultar favorable en el control de la

muerte descendente del limén ‘Persa’.

En nuestros resultados se observé que, hasta los 28 dias después de la primera
aspersion clorotalonil fue el que contuvo la enfermedad con mayor efectividad.
Sin embargo, después de esta fecha perdio su efectividad (Figura 7). El fungicida
mancozeb fue el menos efectivo en el control de esta enfermedad. En los tocones
tratados con los fungicidas tiofanato de metilo, tiabendazol y Trichoderma spp.,
se observaron rebrotes sanos y fuertes, en los demas tratamientos no hubo tal
respuesta. En los arboles tratados con tiofanato de metilo se observdé mayor
cicatrizacion de esas lesiones seguido de tiabendazol, Trichoderma spp.,
clorotalonil y mancozeb, en comparacién con los arboles no tratados. Sin
embargo, después de 45 dias después de la primera aplicacion (ddpa), algunas
de las lesiones que ya estaban cicatrizando, comenzaron a presentar poco
escurrimiento de goma. En los arboles no tratados, la enfermedad se incrementé

con el transcurso del tiempo, hasta que algunos de los tocones colapsaron.
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Figura 7. Progreso de la muerte descendente del limén ‘Persa’, en funcién de los
diferentes tratamientos fungicidas aplicados.

En los estudios realizados en mango donde aplicaron tiofanato de metilo directo
al xilema, 3 meses después de iniciado el tratamiento, redujo la defoliacion en los
arboles. Sin embargo, no consiguieron eliminar las lesiones con presencia de
gomosis (Arif et al., 2014; Masood et al., 2014). Entre tanto, Khanzada et al.,
(2005) al aplicar carbendazim, tiofanato de metilo y fosetil aluminio para el control
de la muerte descendente del mango en Pakistan, encontraron efectividad
aceptable de tiofanato de metilo en el control de esta enfermedad (solo superado
por carbendazim), y ademas de eso, coincidentemente con este estudio, logré
reducir la infeccién por hongos, suprimié la exudacién de la goma, la muerte y el
marchitamiento de ramas de mango, ademas de que se notdé un aumento

significativo en el crecimiento vegetativo de las plantas.

El cultivo de limoén ‘Persa’ es de alta intensidad, de igual forma, la poda es una
practica intensiva por lo que se incrementa la susceptibilidad de los arboles a las
infecciones fungosas. Similar situacion se observo en cultivos de aguacate de
California y en cultivos de mango en Australia (McDonald et al., 2011; Sakalidis

et al., 2011). Algunas practicas como guardar cosecha en el arbol incrementan
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la incidencia de Lasiodiplodia causando pudricion del pedunculo. Los frutos
momificados y los restos de poda que el productor deposita en el suelo sirven

como fuente de inéculo.

Varios estudios sefalaron a Phythopthora spp. como el agente causal de la
gomosis de los citricos, para su control han aplicado tratamientos a base de
metalaxil y fosetil-Al (Farih et al., 1981; Jadeja et al., 2000 y Raina et al., 2012;
Acosta et al., 2014). En la zona de estudio Martinez de la Torre, Tlapacoyan,
Papantla, Acateno y Hueytamalco, se ha aplicado fosetil-Al y metalaxil para el
control de la gomosis y no se han obtenido resultados favorables, la incidencia
de gomosis en los huertos supera el 92.5 % y las pérdidas econémicas se
incrementan considerablemente. En la presente investigacion, los tratamientos
tiofanato de metilo, tiabendazole y Trichoderma spp, ofrecieron alternativas para
el manejo de esta enfermedad, utilizandolo de forma convencional o de tipo

organico.
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4.4. CONCLUSIONES

Los fungicidas que tuvieron mejor efectividad en el control de la muerte
descendente del limoén ‘Persa’ en condiciones de campo, fueron tiofanato de
metilo, tiabendazol y Trichoderma spp.

Dos aplicaciones de fungicida después de la poda fueron efectivas, pero no

suficientes para el control de la muerte descendente del limén ‘Persa’.
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5. CONCLUSIONES GENERALES

Son siete especies del género Lasiodiplodia (L. pseudotheobromae, L.
subglobosa, L. theobromae, L. citricola, L. brasiliensis, L. jattophicola vy
Lasiodiplodia sterculiae), los agentes causales de la muerte descendente del
limén ‘Persa’ en la regidon limonera de los Municipios de Martinez de la Torre,

Tlapacoyan, Papantla, Hueytamalco y San José Acateno.

La incidencia de la enfermedad y la patogenicidad de las especies de
Lasiodiplodia indican que son econGmicamente importantes para el cultivo de
limén ‘Persa’, porque tienen el potencial de reducir el rendimiento, la longevidad

del arbol y pueden causar el colapso del huerto.

El fungicida Tiofanato de metilo mostrd eficiencia en el control de la muerte
descendente del limoén ‘Persa’, seguido de Tiabendazol y el fungicida biolégico
Trichoderma spp. Esta informacién es importante para el disefio del plan de

manejo de la enfermedad.
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