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Resumen

En México con la aparicion del Huanglongbing (HLB) y la presencia de los fitopatogenos,
hacen que la zona citricola de Tamaulipas se encuentre ante un panorama fitosanitario
complicado. Los frutales del genero citrus en estado grave de enfermedad son las principales
fuentes de transmision de microorganismos patdgenos. En este estudio se determind la
presencia de hongos fitopatdgenos causantes del deterioro y la muerte descendente de citricos
y su posible interaccion con Candidatus liberibacter asiaticus. Por lo que se prospectaron
diecinueve huertas de la zona centro de Tamaulipas, con diferentes variedades citricas como
naranjo Valencia, pomelo doble rojo, Ortanique, Murcott, Marsh y limén italiano, injertados
sobre patrones de naranjo agrio y Volkameriana, con arboles de més de 15 afios de edad. Se
recolectaron muestras de diferentes estructuras de los arboles y se trasladaron para su estudio
al laboratorio del Instituto Tecnoldgico de Ciudad Victoria (ITCV). Para la identificacién de
los patdgenos encontrados, se realizo la caracterizacion morfologica y analisis de secuencias
de ADN de la region del espaciador interno transcrito ITS y EF 1 a. Los datos arrojados de
la determinacion morfoldgica y andlisis genético, determinaron la identificacién de
Lasiodiplodia theobromae, Lasiodiplodia pseudotheobromae, Lasiodiplodia jatrophicola,
Lasiodiplodia crassipora, Botryosphaeria rhodina, Nigrospora sphaerica, Fusarium
keratoplasticum, Colletotrichum gloesporoides y Cyphellosphora eucalipti, estan presentes
y son agentes causales de los sintomas de gomaosis, pudricion y muerte regresiva en ramas y

arboles.



Abstract

In Mexico, with the appearance of Huanglongbing (HLB) and the presence of
phytopathogens, the citrus zone of Tamaulipas is faced with a complicated phytosanitary
scenario. Fruit trees of the citrus genus in a serious state of disease are the main sources of
transmission of pathogenic microorganisms. In this study, the presence of phytopathogenic
fungi that cause deterioration and descending death of citrus fruits and their possible
interaction with Candidatus liberibacter asiaticus was determined. Therefore, nineteen sites
in the central area of Tamaulipas were prospected, with different citrus varieties such as
Valencia orange, double red grapefruit, Ortanique, Murcott, Marsh and Italian lemon, grafted
on rootstocks of sour orange and Volkameriana, with trees over 15 years old. Samples of
different tree structures were collected and transferred for study to the laboratory of the
Technological Institute of Ciudad Victoria (ITCV). For the identification of the pathogens
found, Morphological characterization and analysis of DNA sequences of the transcribed
internal spacer region ITS and EF 1 o were performed. The data obtained from the
morphological determination and genetic analysis determined the identification of
Lasiodiplodia theobromae, Lasiodiplodia pseudotheobromae, Lasiodiplodia jatrophicola,
Lasiodiplodia crassipora, Botryosphaeria rhodina, Nigrospora sphaerica, Fusarium
keratoplasticum, Colletotrichum gloesporoides and Cyphellosphora eucalipti. are present
and are causal agents of the symptoms of gummosis, rot and regressive death in branches and

trees.
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1. INTRODUCCION

La actividad citricola es una de las mas importantes y relevantes practicas agricolas en el
mundo. México se encuentra en los primeros lugares a nivel mundial (FAO, 2019) y
Tamaulipas ocupa el segundo lugar en produccion de naranja y principal productor y
exportador de limon italiano a nivel nacional (SDR 2018). Los frutales del genero citrus son
afectados por diversas enfermedades, causadas por un gran namero de fitopatdégenos; en su
mayoria hongos y bacterias (Sampaio, 2005). A nivel mundial, las pérdidas poscosecha se
estiman alrededor del 50% de la produccion total y la mayoria de éstas se deben a
enfermedades causadas por hongos y bacterias (EI-Ghaouth, 1997). Mientras que en
Tamaulipas el SIAP en 2018 report6 una perdida poscosecha del 40 % de la produccion. Los
arboles de citricos que presentan sintomas de enfermedades son consideradas fuentes de
inoculos de fitopatdgenos que causan graves dafios en estas plantas, aminoran la
productividad, el rendimiento y en ocasiones provocan la muerte stbita (Cabrera et al., 2012).
Uno de los fitopatdgenos presentes desde hace afios en la citricultura es el hongo
Lasiodiplodia theobromae quien en interaccidn con otros hongos del mismo género tal como
L. jatrophicola L. pseudotheobromae, L. crassipora ademas de otras especies como
Colletotrichum gloesporoides, Fusarium keratoplasticum, Cyphellophora eucalipti y
Nigrospora sphaerica provocan principalmente sintomas como muerte regresiva de ramas,
caida de frutos, lesiones en tallos, presencia de goma y pudriciones post cosecha en frutos y
quien también son responsables de severos dafios en otros frutales (Cabrera, et al., 2017).
Con el arribo del huanglongbing (HLB) a México, la citricultura ha sufrido considerables

pérdidas econdémicas y un empeoramiento acelerado, afectando negativamente no solamente



lo econdmico sino también el aspecto ecoldgico y social (Gottwald et al., 2012). Este
complejo esta causando que la zona citricola de Tamaulipas atraviese por un dificil panorama
fitosanitario. Por tanto, en este estudio se pretende determinar el papel que juegan
Lasiodiplodia theobromae y la interaccion con otros hongos en la muerte indirecta de citricos

y su asociacion con Candidatus liberibacter asiaticus en el deterior6 final del arbol.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general
Conocer la presencia de sintomas y dafios en citricos por hongos del genero Lasiodiplodia y

su interaccion con otros fitopatdgenos en la region citricola del estado de Tamaulipas.

2.2 Objetivos especificos
1. Caracterizar molecularmente las cepas de los hongos fitopatdgenos presentes en arboles

con sintomas de deterioro y dafios en la region citricola de Tamaulipas

2. Determinar la presencia de Candidatus liberibacter asiaticus en Diaphorina citri en las

huertas estudiadas.



3. ANTECEDENTES

3.1 Principales variedades de citricos en Tamaulipas

La citricultura en el estado se basa en la produccion de distintas variedades como la naranja
dulce Valencia (Citrus sinensis L. Osbeck) sobre patrones de naranja agria (Citrus
aurantium) en 33 mil 231 hectareas establecidas (SIAP 2017) y de limdn italiano (Citrus
limon Burm) sobre portainjertos de volkameriana (Citrus volkameriana) y naranja agria
(Citrus aurantium), establecidos en 4 mil 700 hectareas (SIAP 2015), pomelo rojo o toronja
(Citrus paradisi Macfad) ademés de mandarina (Citrus reticulata Blanco, 1837). Siendo los
principales municipios productores: Padilla, Gliémez, Hidalgo, Llera, Victoria y Gonzalez

(SDR 2019).
3.2 Hongos asociados a dafios y muerte descendente en citricos

La citricultura es de las principales actividades agricolas de Tamaulipas, sin embargo,
existen pérdidas econdmicas significativas en poscosecha de hasta un 40% (SIAP 2018).
Estas pérdidas son ocasionadas por hongos, a lo que las aplicaciones de fungicidas pueden
reducir significativamente los dafios (Ismail y Zhang, 2004). La existencia de hongos
fitopatdgenos que estan presentes en la raiz, tronco, hojas y frutos establecen un alto riesgo
para la salud de este cultivo. Algunos de estos hongos causantes de enfermedades en citricos
son: Rhizopus stolonifer, Penicillium italicum, Penicillium digitatum, Geotrichum candidum
y Colletotrichum acutatum (Altieri et al., 2005; Benyahia et al., 2003), ademéas de
Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl y Fusarium solanl (Vazquez et al., 2009;
Urbez y Gubler, 2011). En otro estudio se determind la presencia del hongo L. theobromae

en localidades en Cuba que se prospectaron, ocasionando dafios frecuentes sobre: naranja

-4-



valencia [Citrus sinensis (L.) Osbeck], toronja pomela (Citrus paradisi Macf.) variedad
Marsh, Henderson y Ruby Red (Cabrera et al., 2016). EI contagio por hongos acontece
durante la plantacién, el manejo del cultivo, durante la cosecha, en el proceso de
almacenamiento, empaque, distribucion, puntos de venta e incluso después de llegar al
consumidor final (Amiri y Bompeix, 2005). El deterioro comienza a manifestar cuando los
hongos fitopatdgenos empiezan a colonizar el fruto, tallo, raiz y hojas, en muchas ocasiones,
se ve un cambio de coloracion y deterioro del tejido con el surgimiento de lesiones (Droby
et al., 2002). Contreras y Rondon (1985) aislaron y caracterizaron los hongos fitopatégenos
Alternaria citri Ellis y C. gloeosporioides Penz. De acuerdo a la investigacion, revelaron que
A. citri era el principal agente infeccioso capaz de contagiar por si solo el tejido inoculado;
por otra parte, el hongo Colletotrichum interviene como un patégeno incidental que
magnifica los sintomas de la enfermedad. Mientras que McGover et al., (2012) en su estudio
comenta que Colletotrichum gloeosporioides es un hongo con disminuida capacidad
patogénica, que es un colonizador oportunista cuya capacidad de fructificar se da sobre
tejidos debilitados o muertos que fueron dafiados por el clima, agroquimicos o heridas.
Incluso est4 presente en tejidos sanos sin causar dafios. En su estudio Parra et al., (2019)
encontr6 que Fusarium spp. es el patdgeno causante del marchitamiento en naranja.
“Valencia” en Sonora, México. Asi también, se ha reportado en el suroeste de Estados
Unidos, a Fusarium solani y Phytopstora spp. como los fitopatdgenos causantes de la
descomposicion oscura, enfermedad de las raices y la parte inferior del tronco, asi tambien
causante de clorosis foliar y marchitamiento en arboles de naranjas y limones (Adesemoye
et al., 2011). Por otro lado, Fogliata et al., (2013) reportd la existencia de Fusarium en la

pudricion en arboles de limén, y determinaron que Fusarium oxysporum es el agente causal.



3.3 Taxonomia de los hongos fitopatogenos.

Los hongos Lasiodiplodia theobromae, Lasiodiplodia pseudotheobromae, Lasiodiplodia
jatrophicola y Lasiodiplodia crassipora se catalogan dentro de los Ascomicetos en la familia
Botryosphaeriaceae (Schoch et al., 2006; Slippers et al., 2013). Otro del mismo orden y no
tan comun es Botryosphaeria rhodina, aunque, no existen recientes caracterizaciones de su
estado sexual, se ha reportado que éste se encuentra en un estado de extravio (Phillips et al.,
2008). Sin embargo, otros autores lo consideran un telemorfo de L. theobromae (Mohali et
al., 2005). Por otro lado, Colletotrichum gloeosporioides, se encuentra clasificado en los
Ascomicetes, familia Glomerellacea (Kirk et al., 2001). El hongo Fusarium keratoplasticum
se clasifica dentro de los ascomicetos, en la clase de los Ascomycota, orden Hipocreales y
familia Nectriaceae (Martinez et al., 2015). En la clase de Ascomycota también se clasifica
a Cyphellophora eucalipti perteneciente a la familia Chaetothyriaceae. Nigrospora sphaerica
se clasifica dentro del orden Trichosphaeriales de la familia Trichosphaeriaceae del phylum

Ascomycota (Cheol et al., 2001).

3.4 Sintomatologia de la enfermedad en otros cultivares

La muerte descendente no es una enfermedad exclusiva de los citricos, se reportan casos con
los mismos sintomas en otros frutales, uno de los principales problemas es la infeccion del
pedunculo en frutos donde se describe como un problema sanitario de poscosecha de diversos
cultivares en muchas regiones del mundo y cuya etiologia es incierta (Slippers et al., 2009).
La especie Lasiodiplodia theobromae se asocia cominmente con ramas secas y en la mayoria
de los frutales con muertes regresivas y subitas. Causado grandes pérdidas a la agricultura.

Fue reportada por primera vez en Venezuela en el afio 1941; en la actualidad, se distribuye



en todo el territorio. Esta patologia se presenta en ramas, tallos, raices y frutos, restringiendo
la capacidad de fotosintesis, productiva y comercial. En muchos casos es responsable de la
muerte de los injertos (Rumbos et al., 2007).

Las especies de la familia Botryosphaeriaceae como L. theobromae, Neofusicoccum
mangiferum y Neofusicoccum parvum estan asociados asocian habitualmente con
enfermedades de mango, principalmente trastornos de inclinacion de arboles, ademas de
pudriciones del apéndice de las frutas (Sakalidis et al., 2011). Por otra parte, Khanzada et al.
(2004), refiere que los trastornos de declive de arboles, abarcan patologias como tizén,
cancrosis, gomosis y muerte descendente de ramas y tallos, estos comparten sintomas
similares con las pudriciones del pedunculo.

Se encontrd que las plantaciones de mango en diferentes areas de la India sufren de una
enfermedad de declive mostrando sintomas de secamiento de las ramas desde la punta, a la
par de un fuerte exudado de color marron amarillento en tallo y ramas, ademéas de
pardeamiento de los tejidos vasculares. Las hojas de las ramas afectadas se vuelven marrones
en sus margenes y caen dejando la rama muerta. 11 hongos se aislaron de las raices, tallo y
brotes de las plantas, de estos, L. theobromae fue el hongo méas abundante que se aisl6 de
todas las partes de la planta. (Khanzada 2004).

En el caso de la muerte regresiva en ramas y de la pudricion de la parte basal en frutos de
mango, diversas especies de la familia Botryosphaeriaceae han sido relacionadas a estos
sintomas, siendo L. theobromae, Botryosphaeria dothidea, Neofusicoccum parvum y
Neofusicoccum mangiferae las principales. En Brasil, estos dafios eran atribuidos Unicamente
a L. theobromae, pero estudios realizados por Marques et al. en el 2013 con 235 aislados de
Botryosphaeriaceae obtenidos de mango, usando la combinacion de analisis morfologicos y

biotecnoldgicos este ultimo basado en andlisis genético de las regiones ITS y EFl-a,
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encontrando que la pudricion del pedinculo era ocasionado por siete especies del genero
Lasiodiplodia, (L. crassispora, L. egyptiacae, L. hormozganensis, L. iraniensis, L.
pseudotheobromae, L. theobromae y Lasiodiplodia spp. Por otro lado Michereff (2013), en
su investigacion encontrd otras especies patogenas de la familia Botryosphaeriaceae, estas
son B. dothidea, Botryosphaeria mamane, Fusicoccum fabicercianum, N. parvum,
Neoscytalidium dimidiatum y Pseudofusicoccum stromaticum) y reportd una nueva especie
Neofusicoccum brasiliense)

En otro estudio realizado en Brasil por Neto et al., en 2013, trabaj6é con 166 aislados de
Lasiodiplodia obtenidos de papaya, utilizando técnicas morfoldgicas y filogenéticas, usando
secuencias de las regiones génicas ITS y EF1-a, encontrando que la pudricion del pedinculo
era originada por tres especies del genero Lasiodiplodia; L. theobromae L. hormozganensis
y L. pseudotheobromae.

La Antracnosis del olivo, es una grave enfermedad causada por especies del género
Colletotrichum. Esta especie estd ampliamente distribuida en todas las regiones productoras
de olivo. La vulnerabilidad de la planta a esta enfermedad varia en funcion de la variedad, el
clima y la patogenicidad del hongo, se ha indicado que son dos las especies del genero
Colletotrichum (C. acutatum y C. gloeosporioides) responsables de la Antracnosis y cuyo
principal sintoma es la podredumbre de las aceitunas, asociada con una considerable pérdida
de peso y caida prematura del fruto, originando aceites con notable acidez y mala calidad

organoléptica (Oliveira et al., 2005).

3.5 Los hongos enddfitos en arboles frutales y su relacién con hongos fitopatégenos.

Los hongos endofitos se establecen en las plantas en simbiosis con ellas sin causar dafios

aparentes o enfermedad. El estrecho vinculo que hay entre el enddfito y su hospedera es
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fundamental ya que el hongo es capaz de producir metabolitos secundarios conocidos como
sustancias bioactivas, asi como la capacidad de modificar los mecanismos de defensa de su
hospedera, permitiendo la sobrevivencia de ambos organismos ya que los endofitos tienen
una gran capacidad para producir moléculas bioactivas que le dotan de defensa a su planta
hospedera contra la agresion de patdgenos (Sanchez et al., 2013).

El primer vinculo o interaccion importante se da entre el hongo enddfito y la planta
hospedero, esto en principio es por la alta importancia de que en estas asociaciones ambos
organismos elaboran sustancias bioactivas potencialmente tdxicas para otros
microorganismos, es aqui donde se genera la interaccion con los hongos fitopatdgenos pues
el hongo endéfito produce elementos de virulencia, como exoenzimas y metabolitos
secundarios toxicos, mientras que la planta hospedera produce defensas, tanto mecénicas,
biologicas y bioquimicas, estas composiciones también suelen ser antibi6ticos con
propiedades antibacterial, antifingicas, e insecticidas. Por lo que un hongo endéfito produce
sustancias que inhiben a un fitopatdgeno en particular o incluso a otros hongos endofitos
(Rodriguez et al., 2009).

Gonzélez et al., (2009) sefiala que el hongo end6fito Muscodor yucatanensis actla contra los
patdgenos Alternaria alternata y Rhizoctonia solani mediante la produccion de compuestos
organicos volatiles. Estos metabolitos actian como mecanismos de defensa de la hospedera
y son letales para los fitopatdgenos quienes producen dafios como la podredumbre en frutos,
estos compuestos también atacan a Phytophthora quien actda a nivel de raiz dafiando el
sistema vascular de diversos frutales tal como citricos, mango, aguacate entre otros. Otro
Mecanismo de defensa se da en las raices cuando el enddfito Piriformospora indica coloniza
esta estructura y produciendo el ascorbato un compuesto antioxidante que afecta a Fusarium

spp., agente causal que dafia el sistema radicular y vascular de los citricos y otros frutales.
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También este antioxidante afecta a Cochliobolus sativus que causa enfermedades en la raiz,
hoja y tallo de frutales, ayudando a evitar la pérdida de biomasa y deterioro causado por las
enfermedades. Este antioxidante protege a la hospedera de muerte celular (Waller et al.,
2005).

Una de las méas importantes e interesantes interacciones entre enddfitos, huésped y
fitopatdgenos se da a nivel radicular pues la gran mayoria de arboles frutales forman
micorrizas en condiciones ambientales naturales, estas representan las asociaciones
simbidticas mas interesantes entre plantas y hongos. Estas relaciones se basan en el
intercambio de metabolitos y nutrientes. Las micorrizas son capaces de colonizar el sistema
radicular de la mayoria de las plantas silvestres y cultivadas, independientemente de las
condiciones abioticas, eficientizando de esta forma el intercambio de nutrientes y produccion
de los mismos, sobre todo en condiciones de nutrientes deficientes, ayudando al crecimiento
y desarrollo (Pérez et al., 2011). Otra ventaja de gran importancia en la simbiosis ademas de
que las plantas se nutrientes del suelo, es incrementar su tolerancia a estrés bidtico y abiotico
ademas de reducir la competencia entre plantas por medio de la transferencia de carbono a
través de la red de hifas extraradical (Simard y Durall, 2004). Por otra parte, también existe
un efecto supresor de las micorrizas sobre algunos fitopatégenos mayores como en el caso
del banano donde las micorrizaciones tienen un efecto directo sobre los nematodos
endoparasitos sedentarios, asi lo describe en su estudio, Elsen et al., (2011), donde menciona
que el nematodo Radopholus similis tanto en las raices como en el suelo fueron eliminados
en las plantas con micorrizas. También las micorrizaciones pueden promover la resistencia
sistemica (RSI) en las plantas al prender su sistema de alarma al momento en que el hongo
coloniza la raiz, también activa procesos metabdlicos donde se encuentran involucradas

fitohormonas importantes como el acido jasmanico y el etileno que estan implicadas en la
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sintesis de moléculas toxicas para los fitopatdgenos, tales como fitoalexinas y péptidos
relacionados con la patogénesis. También las micorrizaciones pueden modificar los patrones
de secrecion de la raiz posibilitando que microorganismos antagonicos a fitopatdgenos se
establezcan, como bacterias impulsoras del crecimiento vegetal. Lo anterior permite la bio
proteccion del ataque y supresion de fitopatdgenos del suelo como Phytophthora y Fusarium
reduciendo la severidad de dafios en la raiz (Garcia et al., 2010).

Beauveria bassiana es otro ejemplo de hongo endéfito ya que este produce una gama de
metabolitos bioactivos que reduce el ataque causado por Pythium spp., Rhizoctonia spp. y
Fusarium spp., hongos fitopatdgenos que se encuentran en el suelo (Posada et al., 2010).
Otro tipo de interaccion es la presencia de fitopatdgenos con comportamientos endéfitos que
contribuyen a aumentar los dafos de la planta, tal como L theobromae y Cladosporium sp.,
que fueron detectados adentro de los sacos polinicos junto con los granulos de polen. Estas
deducciones sefialan que la colonizacion endofitica por hongos fitopatégenos representa una
ruta vital para el desarrollo de patologias relevantes en diversos frutales como los citricos y
otros, donde se presentan sintomas como son la muerte descendente, antracnosis y escoba de
bruja cuyos agentes causales son L. theobromae, C. gloeosporioides y F. decemcellulare,
respectivamente (Morales y Rodriguez 2009).

Interacciones a nivel radical entre Radopholus similis y especies fungosas del genero
Cylindrocladium y Acremonium hongos endofiticos asociados con la podredumbre radical
Ccuya coparticipacion contribuye a aumentar los dafios causados a la raiz (Pocasangre et al.,
2000).

En su trabajo Aimé et al., (2013) describe una cepa no virulenta de Fusarium oxysporum que

inhibe a otra cepa patdogena como F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici reduciendo los
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dafios de la raiz como son sintomas de pudricion, ambas especies compiten por la misma
fuente de carbohidratos, lo que reduce la disponibilidad de nutrientes.

Tras muchos afios de investigacion se afirma que todas las plantas cuando se encuentran en
un ambiente natural son simbiontes ya sea con hongos micorrizicos o endéfitos, al respecto
Rodriguez et al., (2009), sefiala la importancia de los hongos endoéfitos en arboles frutales
considerandolos de gran valor por la produccion de metabolitos secundarios biosintetizados
que poseen actividad antimicrobiana y fitotdxica inhibiendo a un gran nimero de
fitopatdgenos. Lo anterior permite obtener informacion de los diversos tipos de
microorganismos que existen en la planta, pues se identifica cuéles de estos endéfitos son
utilizados para la obtencién de metabolitos secundarios biosintetizados como fuente
potencial de farmacos (Kusari et al., 2012). Por otro lado, el establecimiento de una
asociacion especifica entre hongos endofitos y el hospedero, genera un beneficio mutuo,
como proveer al hongo nutrientes, alojamiento y refugio y por su parte los endofitos
proporcionan gran capacidad adaptativa a las plantas hospederas frente a condiciones

desfavorables que generen estrés abidtico o bidtico (Nisa et al., 2015).

3.6 Factores climaticos y formas de diseminacion del hongo Lasiodiplodia theobromae

La muerte regresiva es una enfermedad causada por el hongo Lasiodiplodia theobromae y el
proceso de infeccion esta influenciado por diversos factores abidticos como la luminosidad,
clima, longevidad de la planta y la alta densidad de in6culo. Los dafios méas severos se
producen en el momento en que las condiciones de temperaturas y humedad relativa son altas
y se da un periodo prolongado seco, ademas del ataque de plagas y presencia de lesiones en
los 6rganos de la planta. Estos factores potencializan a los hongos fitopatdgenos, quienes

provocan la obstruccion y colapso del sistema vascular, ocasionando la muerte (Rumbos et
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al., 2005). Los agentes causales de la muerte regresiva entran a la planta aprovechando las
heridas causadas por la poda, aberturas naturales o heridas causadas por insectos y a través
de las cuales invaden el sistema vascular (Serra et al., 2008).

Umana (2011), expresa que algunos patdgenos como Lasiodiplodia theobromae, en frutales
como el mango se encuentran de forma endofitica en los tejidos del tallo esto es antes de que
emerjan las inflorescencias por lo que alcanzan el tejido del peddnculo de los frutos jovenes
ocho semanas después de la floracion, por lo tanto, esta colonizacion endoéfitica de la
inflorescencia y del pedinculo es considerada una ruta primaria de infeccion del fruto y del
apice de las ramas. Sin embargo, se considera que la podredumbre poscosecha es causada
por este hongo en la fruta y que ocurre durante la cosecha al entrar el fruto en contacto en las

cajas de recolecta y con el suelo, donde las esporas estan presentes (Johnson, 1994).

3.7 El Huanglongbing (HLB)

El citrico es un cultivo de gran importancia en Latinoamérica, donde existen cerca de 700
mil hectareas cultivadas correspondiente a 210 millones de arboles aproximadamente
(OIRSA 2009). Una de las enfermedades més devastadoras de los citricos que ha hecho su
aparicion recientemente es el Huanglongbing (HLB), enfermedad asociada a una bacteria y
a un insecto vector y de acuerdo a Machado et al. (2010) esta patologia se encuentra
relacionada a tres especies de proteo bacterias condicionadas al floema, estas son: Candidatus
liberibacter asiaticus (Las), Ca. Liberibacter africanus (Laf) y Ca. Liberibacter americanus
(Lam), bacterias del tipo Gram negativas, son los agentes causales de la enfermedad del HLB
y son transferidas a los citricos por el insecto vector Diaphorina citri K. En México, este

padecimiento, que es de origen asiatico, y ha sido reportada por SAGARPA en enero del
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2018, donde dictamind la presencia del HLB en el estado de Tamaulipas y actualmente se

considera el estado como zona bajo control fitosanitario. (SDR 2018).

Las plantas, una vez infectadas por la bacteria del HLB, desarrollan sintomas posteriormente
seguido de un periodo de incubacion de entre 6 y 12 meses. La planta infectada al inicio
presenta sintomas como clorosis de varios brotes que en un lapso de tiempo se manifiesta por
completo en la planta acelerando su muerte en meses o afios, dependiendo del tiempo en que

el &rbol fue infectado por la bacteria (Canales et al. 2016).

3.8 Grado de susceptibilidad a las enfermedades entre los citricos.

En la zona citricola de Tamaulipas la mayor parte de la superficie establecida con naranja se
encuentra sobre un patrén de naranja agria resistente a enfermedades y estrés hidrico, pero
vulnerable a la enfermedad de la tristeza de los citricos, en cambio el limén italiano esta en
porta injertos de volkameriana y naranjo agrio resistentes al virus de la tristeza (Cruz 2000).
Los hongos fitopatogenos fusarium spp. y L. theobromae que se encuentran presentes en
raices los portainjertos de C. volkameriana y cleopatra, estos interactdan en distintos niveles
con Fusarium solani y Phytophthora spp, ocasionando la pudricion de las raices (Cabrera et

al., 2012).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Sitio de estudio
El trabajo de investigacion fue desarrollado durante 2017-2018 en los municipios de Victoria,

Llera, Padilla, Villa de Casas y Guémez, Tamaulipas, México (Figura 1), en esta region
centro norte predomina un clima moderadamente célido con precipitaciones escasas y mas al
meridiano en verano, se presentan temperaturas mas elevadas y himedas. La cercania de la
region citricola al océano, es afectado por vientos himedos y ciclones que provocan lluvias
en gran parte de la zona. Asi también, las lluvias anuales en invierno como los nortes (masas
de aire), causan una elevada humedad, ocasionando abundantes precipitaciones (Conagua
2020). El suelo predominante en la region, es el vertisol, que son suelos por lo general muy
fertiles, originado de rocas basicas como el basalto, proviene de zonas fluviales, es de textura
arcillosa, hinchable, pesada que forma grietas anchas y profundas en la época de lluvia
seguida de una prolongada sequia. Son de tonos oscuros a marrones y grises. De alta
resistencia a la erosién, generalmente son suelos de regiones semiaridas. También se
encuentran suelos como litosol, rendzina y chernozem (Conagua 2020). La descripcion,

ubicacion geografica y tipo de suelo se muestra en el cuadro 1.
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Figura 1. Ubicacién de las 19 plantaciones comerciales bajo estudio sobre la muerte descendente
en arboles de citricos causado por hongos fitopatdgenos en la zona citricola del centro del estado
de Tamaulipas
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Cuadro 1. Ubicacidn geografica y geologia de los sitios de estudio sobre la muerte descendente en

arboles de citricos causado por hongos fitopatdgenos en la zona centro de Tamaulipas.

Coordenadas
Municipio NorEbre de la Tipo de suelo Latitud Longitud
uerta
Victoria San Francisco Vertisol - pelico 23.9289580 -99.2327920
Victoria Real del 14 Rendzina 23.7591850 -99.0723000
Victoria El Huichol Vertisol - pelico 23.8771210 -99.2389290
Victoria San José Rendzina 23.9031970 -99.1637590
Victoria El 12 Vertisol - pelico 23.8275010 -99.0822000
Victoria El Encino Vertisol - pelico 23.7842400 -99.0639620
Victoria El Anhelo Vertisol - pelico 23.7739750 -99.0741200
Guémez Tres Sabinos Vertisol - pelico 23.8967450 -99.0512050
Guémez Las Lomas Vertisol - pelico 23.9205950 -99.0500120
Guémez Los Cascabeles Rendzina 23.9118410 -99.1536150
Guémez Macabeos 11 Vertisol - pelico 23.9232060 -99.0416650
Padilla San Juan Chernozem - calcico 24.0474000 -99.0312500
Padilla El Tejon Litosol 24.0434330 -98.8912320
Padilla Macarena Chernozem - célcico 24.1013000 -99.0193000
Padilla Caluche Chernozem - calcico 24.1013930 -99.0184910
Guémez Providencia Vertisol - cromico 23.9275470 -99.0786190
Llera Las Angeélicas Vertisol - cromico 23.2495810 -98.8396270
Llera La Cecilia Vertisol - cromico 23.2257300 -98.8267500
Villa de Casas | Santa Isabel Vertisol - pelico 23.6930590 -98.8421780

4.2 Aislamiento, caracterizacion morfométrica y molecular de hongos fitopatogenos

4.2. 1 Colecta de muestras vegetales.

El material vegetal muestreado, fue recolectado en 19 huertos comerciales de citricos, en

arboles con sintomas de afecciona por hongos fitopatdgenos. Las muestras fueron colectadas

en 21 arboles de limén de la variedad italiano (Citrus limon Burm), 11arboles de naranja
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valencia (Citrus sinensis L. Osbeck), un arbol de toronja pomela rojo (Citrus paradisi
Macfad) y un arbol de mandarina (Citrus reticulata Blanco, 1837).

El material vegetal con sintomas de enfermedad fue recolectado de las ramas, frutos, hojas,
corteza del tronco y raices. El material muestreado se colectd en bolsas estériles de polietileno
de baja densidad, fueron etiquetadas y transportadas en hieleras a temperaturas de 4 grados
centigrados al laboratorio de Biologia Molecular y Biotecnologia del Instituto Tecnoldgico

de Victoria.

4.2.2. Aislamiento de los patogenos.

Se llevo a cabo la incubacion de las muestras de acuerdo al procedimiento de Faraj et al.,
(2016). Esto en camara himeda, lo cual permite el desarrollo de sintomas y signos de la
enfermedad, para ello se procedio a colocar las muestras vegetales dentro de bolsas de nylon
con un trozo de algodon humedecido con agua, sobre papel absorbente grueso y liso que
permitid una adecuada observacion y retencion suficiente humedad para el desarrollo del

patdgeno.

4.2.3 Siembra de muestras vegetales en medio de cultivo.

De acuerdo al procedimiento de Cabrera et al., (2012), se desarrollé de la siguiente manera;
se seccionaron cinco partes de tejido de un tamafio de 5 mm por cada muestra. Las partes
seccionadas, fueron desinfectadas con NaClO (hipoclorito de sodio) al 1.0 % por un tiempo
de tres minutos, enseguida fueron lavadas con agua destilada estéril, se pusieron a secar en
una estufa a 30 °C por 35 minutos para luego ser sembradas por separado en cajas de Petri
con PDA (papa dextrosa) agar. Las muestras sembradas fueron puestas en una incubadora en

luz blanca a 25 °C por tres dias. Se obtuvieron aislamientos que se pasaron a tubos de ensaye
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con agua agar (se disolvieron 18 gramos de agar agregados a litro de agua destilada). pare

realizar cultivos monosporicos

4.2 .4 ldentificacion taxonomica.

Los hongos recolectados y aislados, se identificaron hasta género con base en las
caracteristicas taxonomicas mediante las claves dicotdmicas taxondémicas para hongos
fitopatdgenos ascomicetos y basidiocmicetos publicadas por Punithalingam 1976, Burgess et

al., 2006 y Barnett y Hunter 2006.

4.2.5 Caracterizacion molecular.

Se extrajo ADN de los hongos aislados utilizando la técnica de Ahrens y Seemiiller (1992).
Con el ADN obtenido, se amplificaron las secuencias de los espaciadores internos trascritos;
el ITS1y el ITS2 y del gen EF-1a (factor de elongacidn alfa). La region ITS se amplifico
utilizando los primers ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (3'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-5") que amplifican un fragmento de 642 pb. Los reactivos
de PCR utilizados para amplificar ambas regiones de acuerdo a la técnica de Rehner,(2001).
fueron: agua ultra pura (13.22 uL), disolucion buffer TBE 1X (2.5 uL), cloruro de magnesio
(MgCl)a2.5 mM (2.08 uL), nucledtidos (ANTPs) (2 pL), primers (2 uL de cada uno), DNA

polimerasa del laboratorio Biogénica a 1U (0.2 uL) y 1 ml de ADN.

Los parametros para clonacién de las regiones genémicas por PCR fueron 94 °C por 5 min.,
seguidos de 35 lapsos de 94 °C por 5 min., 60 °C por 1 min., 72 °C por 15 min. y un lapso
final de 72 °C por 5 min. Las regiones ITS amplificadas fueron purificadas con el kit

comercial Promega y los productos obtenidos fueron secuenciados utilizando un
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secuenciador modelo 3100, realizados en la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional

Auténoma de México (UNAM).

4.3 Aislamiento y caracterizacion molecular de Candidatus liberibacter asiaticus.

4.3 1. Captura del psilido asiético.

Para la captura de especimenes del insecto vector Diaphorina citri, esta se realizé de acuerdo
al manual operativo de la campafia contra el HLB (SENASICA 2016), este insecto es ubicado
en los brotes tiernos y mediante un aspirador manual, es atrapado por succion, después se
colocaron en viales con DNAzol. La captura de muestras de psilidos se realiz6 en las 19

huertas en estudio y fueron trasladados al laboratorio para su procesamiento.

4.3.2. Extraccion del ADN.
Para la extraccion del ADN de los psilidos, de acuerdo a la técnica desarrollada por

Yamamoto et al., 2006. Se procedi6 de la siguiente manera; se maceraron con un pistilo los
insectos recolectados, el material se pasa a micro tubos de 1.5 ml con 400 pl de solucion
buffer de extraccion (composicion de la solucion: 100 mM Tris HCI pH8, 20 mM EDTA pH
3, 1.4 M NaCl, 1% PVP10 y 2% CTAB). Después se colocan en una incubadora a 65°C
durante 30 min en este lapso los micro tubos se agitaron esporadicamente. Enseguida los
acidos nucleicos son extraidos con 300 pl de una solucion mezclando cloroformo y alcohol
isoamilico en una proporcion de 24:1. Posteriormente se tomd la parte que se formo arriba y
se realizé la precipitacion a través de una centrifuga de alta velocidad ICB-FUGE, utilizando
para este fin etanol absoluto. El material precipitado se disolvié en 30 ul de agua destilada
estéril y se guardo para su conservacion a -20°C, en un ultra congelador Whirpool modelo

WHA20ABTE.
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4.3.3 Técnica de qPCR en Tiempo Real.
El diagndstico de la presencia de la bacteria C. liberibacter en tejido vegetal y muestras de

especimenes de D. citri, se llevo a cabo en el Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria de
la Direccién General de Sanidad Vegetal con direccién en carretera Nacional México
Pachuca km 37.5, Tecamac Estado de México. Se realizé traves de PCR tiempo real o gPCR.
En el diagnostico se utilizaron los iniciadores HLBp (5" TCG AGC GCG TAT GCA ATA
CG 3"), HLBr (5' GCG TTA TCC CGT AGA AAA AGG TAG 3), y lasonda (5" AGA CGG
GTG AGT AAC GCG 3), desarrolladas por Li et al. (2006). Se utiliz6 un par de iniciadores
y sondas basados en la enzima citocromo-oxidasa (COX) como control interno positivo. La
gPCR fue realizado con base en el protocolo validado por el USDA-APHIS-PPQ-CPHST
para la deteccion de C. Liberibacter asiaticus (Li et al., 2006). Las pruebas de gPCR se
realizaron en un termociclador Stratagene Mx3005P en una mezcla de 25 pl que contenia:
Tris HCI 20 mM, pH 8,8, KCI 10 mM y 10 mM, MgSO, Triton X-100 al 0,1%, 250\dNTPs,
250 nM de cada uno de los iniciadores, 150 nM de cada una de las sondas y 2,5 unidades de
Tag ADN polimerasa del fabricante New England Biolabs. Cada gPCR contenia los
siguientes controles: dos tubos con agua como controles de PCR negativos, un tubo sin
muestra de extracciones como control de extraccion, dos tubos que contienen diluciones de
plasmido ADN pLas (que contiene la secuencia de ADN de Ca. L. asiaticus en el plasmido
pGEMT), y un tubo que contiene' Ca. L. asiaticus 'positivo como controles positivos. Las
condiciones de la PCR fueron: 95 °C por 5 min seguido por 40 ciclos de 95 °C por 30
segundos y 58°C por 45 segundos. Las emisiones se midieron en cada uno de los 40 pasos de
extension. Un plasmido pGEMT conteniendo un fragmento clonado de 16s rDNA de 'Ca. L.

asiaticus ' (pLas) se utilizé para la normalizacion inicial de la gPCR. La optimizacion
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preliminar de las concentraciones de los reactivos, los iniciadores y las sondas se realizd

utilizando controles positivos y negativos, asi como diluciones del plasmido pLas.

5. RESULTADOS

En este estudio, la pudricién del pediculo en frutos y la muerte descendente por secamiento
de ramas en frutales del genero citrus, asi como otros sintomas como gomosis y necrosis son
asociadas con hongos de la familia Botryosphaeriaceae y es la primera prospeccion de
especies de esta familia donde estd asociada principalmente especies del genero

Lasiodiplodia.

5.1 Caracterizacion de dafos en estructuras de los arboles

Se tomaron 106 muestras en las 19 huertas prospectadas donde se realizo la caracterizacion
sintomatologica de los dafios presentes en arboles de los diferentes cultivares visitados
(Figura 2). Se observé una gran cantidad de sintomas y sus posibles agentes causales; Las
plantaciones muestreadas presentaban dafios en ramas como secamiento y muerte regresiva
que iniciaba en la punta y avanzaba hacia el tronco, también presentaban necrosis y exudados
marrones. Ademas de presentar un avanzado deterioro por muerte descendente, los arboles
mostraron también defoliacion parcial con ramas con hojas secas y verdes, frutos
momificados de color pardo y otros con pudricion color café claro a oscuro, los troncos
presentaban sintomas de necrosis y pudricion. Procediendo a realizar una relacion de los

sintomas encontrados en las diferentes estructuras de los cultivares (Cuadro 2).
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, 2 b ‘1mﬁ7
Figura 2. Caracterizacidn de sintomas de enfermedades en los arboles. (2a) &rbol con deterioro y
base del tronco con pudricion, (2b) dafios en corteza y lefio, (2c) raices con pudricion y muerte de
ramificaciones y (2d) frutos momificados con muerte en ramas.

Asi mismo se tomaron muestras vegetales con dafios de diferentes estructuras de los arboles
prospectados. (Figura 3), lo anterior para el diagnostico presuntivo de los agentes causales
de cada sintomatologia. Después del procesamiento de las muestras se observo el desarrollo

de los hongos en las estructuras con sintomas puestas en camara himeda (Figura 4).
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Cuadro 2. Relacion de sintomas observados en las estructuras y cultivar de especie citrica en
plantaciones comerciales de la zona centro de Tamaulipas

Municipio  [Huerto Cultivar Sintomas observados

Gliémez San Francisco Naranjo Ramas secas con goma

\Victoria Real del 14 Naranjo Ramas secas y fruto podrido

Victoria Real del 14 Limon Fruto podrido

Padilla San Juan Mandarina Lefios vy ramas secas

Padilla San Juan Naranjo Pudricién en lefio y ramas secas
Padilla San Juan Limodn Pudricién en lefio y ramas con goma
Padilla San Juan Limon Ramas secas con goma

Glémez Las Lomas Limédn Pudricion en lefio y ramas secas
Glémez Los Cascabeles Limédn Pudricion en lefio y ramas secas
Glémez Los Cascabeles Limodn Pudricién en lefio, xilema con micelio blanco
Glémez Los Cascabeles Naranjo Pudricién de corteza y lefio muerto
Glémez Los Cascabeles Naranio Ramas secas con honao

Gliémez Los Cascabeles Naranjo Frutos con hongo

Gliémez Los Cascabeles Limon Xilema con hongo

Gliémez Los Cascabeles Limon Raiz seca podrida

Llera Las Angélicas Naranjo Pudricion del xilema y corteza
Guémez Macabeos IlI Limon Dafios en lefio y ramas con cancros
Guémez Macabeos Il Limon Dafios en las raices y corteza con goma
Victoria El Huichol Limon Dafios en el lefio y xilema

Victoria El Huichol Limon Dafio en el xilema y corteza

Victoria El Huichol Limon Dafios en madera

Victoria San José Naranjo Dafios en la madera, corteza y ramas secas
Padilla El Tejon Toronja Darios en el xilema y ramas secas
Padilla La Cecilia Limon Dafios en el xilema y ramas con goma
Padilla Macarena Naranjo Pudricion y necrosis en el lefio
Padilla Macarena Limén Lesion en lefio y xilema

Padilla Caluche Limon Darios en el xilema, rama y tronco
Glémez Providencia Limon Pudricion en el lefio y corteza
\Victoria Casa Graciela Naranja Rama

\Victoria El12 Naranjo Pudricion del lefio en ramas

\Victoria Tres Sabinos Limon Rama seca

\Victoria El Encino Limon Xilema dafiado

\Victoria El Anhelo Limon Xilema y ramas con micelio negro
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o Figura
Figura 3. Estructuras muestreadas con sintomas y dafios (3a) ramas y raices, (3b) dafios en sistema

Figura 4. Desarrollo de los hongos en camara himeda. (4a) Caracterizacidon de los sintomas en
laboratorio, (4b) Muestras vegetales puestas en cdmara himeda, (4c) desarrollo de micelio en las
muestras y (4d) crecimiento de hongos después del procesamiento en cdmara himeda.
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5.2 Caracterizacion morfoldgica

Se aislaron en placas de Petri y luego a tubos de ensayo, 34 cepas de hongos, presentes en

siete cultivares y dos patrones diferentes de los cuales resultaron que 27 cepas pertenecen a

Lasiodiplodia spp., tres de Botryosphaeria spp., una de Nigrospora spp., una de Fusarium

spp., una de Colletotrichum spp. y una de Cyphellophora spp. El género Lasiodiplodia fue

recolectado con mayor frecuencia en el tronco (38.24 %) seguido por las ramas (29.41%) y

frutos (4%). En contraste, en las hojas y en las raices no fue encontrado. Botryosphaeria sp.

fue recolectado solo en las ramas. Mientras que, Fusarium spp., Colletotrichum spp. y

Cyphellophora spp. fueron colectados solo en las raices, y Nigrospora spp. en las hojas

(Cuadro 3)

Cuadro 3. Cepas aisladas y porcentaje de frecuencias de especies de hongos en estructuras de arboles
citricos en la zona centro de Tamaulipas, México.

Tronco Rama Raiz Fruto |Hoja
Lasiodiplodia sp. 38.24% 29.41% 4%
Botryosphaeria sp 8.82%
Fusarium sp 2.94%
Colletotrichum sp. 2.94%
Cyphellophora sp 2.94%
Nigrosporasp 2.94%

El género Lasiodiplodia en medio de cultivo. Presenta una apariencia de color gris oscuro,

con micelio aéreo, los picnidios presentan estructuras ostiolados y se encontraron solos o

adheridos en el tejido conjuntivo o estromatico, también se observaron conidios prematuros
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hialinos, ovalados, granulados y de base inconclusa, y conidios maduros de color marrén,
ovalados, con surcos longitudinales y base inconclusa mientras que Fusarium presenta el
desarrollo de un micelio blanco con coloracion rosa y presenta conidios donde se observan

macro y micro conidios cilindricos, los macro conidios presentan varias estrias mientras que

los micro conidios no se observan ostiolados (Figura 5).

Figura 5. (5a) micelio de Lasiodiplodia sp. Donde se observa la paralisis hialina, (5b) Picnidios
hialinos inmaduros y maduros ostiolados de Lasiodiplodia sp., (5c) Micelio de Fusarium sp. de
color blanco algodonoso ligera pigmentacion rosa y (5d) macro picnidios estriados y micro
picnidios de Fusarium sp.
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5.3 Andlisis molecular

Las secuencias obtenidas de la region ITS fueron editadas en el software BioEdit y se
equipararon con la base de datos de secuencias depositadas en el banco de genes (Genbank)
del Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI), El andlisis de las 34
secuencias genéticas mostro similitud al comparase que 27 secuencias correspondieron al
género Lasiodiplodia sp. las secuencias de este hongo se homologaron al 100 % con L.
theobromae (n=17 secuencias), L. jatrophicola (n= 6), L. crassipora (n= 2) y L.
pseudotheobromae (n= 2) depositadas en el banco de genes del (Genbank) del Centro
Nacional para la Informacion Biotecnoldgica, con referencia de accesion KF294005 para
Lasiodiplodia theobromae (542 pb) KU507480, KY052971 y KY052959 para L.
jatrophicola, L. crassipora y L. pseoditheobromae respectivamente. Mientras que, las cinco
secuencias del género Botryosphaeria se homologaron en un 99 % con la especie
Botryosphaeria rhodina EF564147 y la secuencia de Nigrospora spp., Fusarium spp.,
Colletotrichum spp. y Cyphellosphora spp. se homologaron a las especies Nigrospora
sphaerica MH290447, Fusarium keratoplasticum KR425650, Colletotrichum gloesporoides
GU066701 y Cyphellosphora eucalipti GQ303274. Las secuencias genéticas de L.
theobromae encontradas en el presente trabajo, fueron depositadas en el NCBI con nimero
de acceso MK886711 para la region ITS y con numero de acceso de MK531139 para el factor
de elongacion 1 alfa. De acuerdo a las secuencias obtenidas y al anélisis espacial de los
hongos, podemaos relacionar las especies y en que estructura del arbol se encontraron (Cuadro

4).
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Cuadro 4. Distribucion de los hongos en las diferentes estructuras de los arboles prospectados de
las plantaciones de citricos en la Zona centro de Tamaulipas.

Municipo Huerta Variedad Patrén | Estructura |Hongo aislado
muestreada
Victoria San Franciscco|Ortanique Volka Rama Lasiodiplodiatheobromae
Victoria Real del 14 Naranjo Agrio Fruto Lasiodiplodia
Victoria Real del14 |L Volka Raiz Fusarium
Padilla San Juan Murcott Agrio Tronco Lasiodiplodia
thanhromae
Padilla San Juan N. Agrio Tronco Lasiodiplodia thebromae
Valencia
Padilla San Juan L ltaliano Agrio Rama Lasiodiplodia jatrophicol a
Padilla San Juan L kaliano Volka Rama Lasiodiplodia jatrophicol as
Guemez Las Lomas Limon8A Agrio Rama Lasiodiplodia theobromae
Guemez Los Cascabel |L kaliano Volka Rama Lasiodiplodia theobromae
Guemez Los Cascabel |L kaliano Volka Eruto Lasiodiplodia theobromae
Guemez Los Cascabel |N.Valencia [Volka Tronco Lasiodiplodia theobromae
Guemez Los Cascabel |N.Valencia |Volka Rama Botryosphaeria rhodinas
Guemez Los Cascabel |N.Valencia |Volka Eruto Lasiodiplodiatheobromae
Guemez Los Cascabel |L kaliano Volka Rama Lasiodiplodiatheobromae
Guemez Los Cascabel |L kaliano Volka Raiz Cdletotrichum gloesporoides
Llera La Cecilia Limon8A Volka Rama Lasiodiploda theobromae
Llera Las Angélicas |N. Valencia |Agrio Tronco Lasiodiplodia theobromae
Guemez Macabeos |l L ktaliano Agrio Rama Lasiodiplodia pseudotheobromae
Guemez Macabeos 1| L kaliano Agrio Raiz Cyphellophora euca/ipti
Victoria El Huichol Limon8A Agrio Tronco Lasiodiplodiajatrophicol a
Victoria El Huichol Limon8A Agrio Tronco Lasiodiplodia theobromae
Victoria El Huichol Limon8A Agrio Tronco Lasiodiplodia theobromae
Victoria San José N. Valencia |Agrio Rama Botryosphaeriarhodina
Padilla El Tejon Toronja Doble/Agrio Tronco Lasiodiplodia theobromae
Padilla Macarena N. Valencia  |Cleop Tronco Lasiodiploda theobromae
Padilla Macarena L kaliano Agrio Eruto Lasiodiploda crassipora
Padilla Caluche L ktaliano Volka Tronco Lasiodiplodiajatrophicol a
Guemez Providencia |L ltaliano Agrio Tronco Lasiodiplodia theobromae
Villa de casas |Santa Isabel |L kaliano Agrio Tronco Lasiodiplodiajatrophicol a
Victoria El 12 Marsh Agrio Rama Botryosphaeriarhodina
Victoria Tres Sabinos [Limon8A Agrio Rama Lasiodiplodiajatrophicol a
Victoria El Encino L ktaliano Volka Tronco Lasiodiplodia crassipora
Victoria El Anhelo L kaliano Agrio Hojas Nigrospora sphaerica
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Por otro lado, los andlisis de PCR en tiempo real para detectar a Candidatus Liberibacter

asiaticus (Figura 6), nos muestran que la bacteria esta presente en el 79% de las cultivares en

estudio interactuando con los hongos fitopatdgenos y de las cuales el 61 % son de limén

italiano, el 25% de naranja valencia, el 7% de toronja y de mandarina el 7%. Se muestra en

el cuadro 5 la distribucion de la bacteria y los hongos.

Cuadro 5. Distribucion de la bacteria del HLB Candidatus Liberibacter en los diferentes cultivares y
huertas con presencia de hongos fitopatégenos en la Zona centro de Tamaulipas.

Municipio Huerta Variedad BacteriaHLB |Hongo aislado
Victoria San Francisco |Ortanique Candidatus Lasiodiplodiatheobromae
liberibacter
Victoria Realdel 14  [Naranjo Candidatus Lasiodiplodiatheobromae
liberibacter
Victoria Real del 14 |L.Italiano Candidatus Fusarium keratoplasticum
liberibacter
Padilla San Juan Murcott Candidatus Lasiodiplodiatheobromae
liberibacter
Padilla San Juan N.Valencia | Candidatus Lasiodiplodia thebromae
liberibacter
Padilla San Juan L.Italiano Candidatus Lasiodiplodia jatrophico/a
liberibacter
Guemez Las Lomas |Limon 8A Candidatus Lasiodiplodiatheobromae
liberibacter
Guemez Los L. Italiano Candidatus Lasiodiplodia theobromae
Cascabeles liberibacter
Guemez Los N.Valencia | Candidatus Lasiodiplodiatheobromae
Cascabeles liberibacter
Guemez Los N.Valencia | Candidatus Botryosphaeria rhodina
Cascabeles liberibacter
Guemez Los L.Italiano Candidatus Colletotrichum gloesporoides
Cascabeles liberibacter
Llera LaCecilia |Limon 8A Candidatus Lasiodiplodiatheobromae
liberibacter
Llera Las Angélicas |N.\Valencia | Candidatus Lasiodiplodiatheobromae
liberibacter
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Guemez Macabeos Ill  |L.Italiano Candidatus Lasiodiplodia pseudotheobromae
liberibacter

Guemez Macabeos Ill  |L.Italiano Candidatus Cyphellophora eucalipti
liberibacter

Victoria El Huichol Limon 8A Candidatus Lasiodiplodia jatrophico/a
liberibacter

Victoria El Limon 8A Candidatus Lasiodiplodiatheobromae

Huichol liberibacter

Victoria San José N.Valencia Botryosphaeria rhodina

Padilla El Tejon Toronja Candidatus Lasiodiplodiatheobromae

Padilla Macarena N.Valencia | Candidatus Lasiodiplodiatheobromae
liberibacter

Padilla Macarena L.Italiano Candidatus Lasiodiplodia crassipora
liberibacter

Padilla Caluche L.Italiano Candidatus Lasiodiplodia jatrophico/a
liberibacter

Guemez Providenc L.Italiano Candidatus Lasiodiplodia theobromae

ia liberibacter

Villadecasas | Santa lsabel |L.ltaliano Lasiodiplodia jatrophico/a

Victoria El 12 Marsh Botryosphaeria rhodina

Victoria Tres Sabinos |Limon 8A Candidatus Lasiodiplodia jatrophico/a
liberibacter

Victoria El Encino L.Italiano Lasiodiplodia crassipora

Victoria El Anhelo L.Italiano Candidatus Nigrospora sphaerica
liberibacter
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Figura 6. Ubicacién geografica de los huertos comerciales de citricos donde se localizé a C.
liberibacter asiaticus asociado con L. theobromae.

5.4 Arbol filogenético de Neighbor-Joining.
La construccion del arbol filogenético permitié agrupar las 17 secuencias ITS encontradas

en ocho grupos o clados de acuerdo con la homologia en las secuencias (Figura 7). Mientras
que en el arbol filogenético de las secuencias TEF1 alfa, se agruparon en tres clados
principales (Figura 8). En ambas construcciones se muestran una estrecha relacién genética
entre los aislados, Aunque las muestras provenian de diferentes municipios y localidades. La
historia evolutiva se infirid utilizando el método de unién de vecinos de Neighbor-Joining.
El arbol esta dibujado a escala, con la longitud de las ramas en las mismas unidades que las

distancias evolutivas para inferir el arbol filogenético. Las distancias evolutivas se calcularon
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utilizando el método de mé&xima probabilidad compuesta. El anlisis involucrd 17 secuencias
de nucledtidos. Las posiciones de codon incluidas fueron 12 + 22 + 32 Se eliminaron todas
las posiciones que contenian lagunas y datos faltantes. Hubo un total de 507 posiciones en el

conjunto de datos final. Los analisis evolutivos se realizaron en Mega 7.

28 L. theobromae Toronja Padite
51 L theobromae Lim n Guemez
24 L. theobromae Limon Victoria

| 21 L. theobromae Lim n Guemez
20 L theobromae Naranja Guemez

11 L. thoobromae Naranja Guenez
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1 § L. thoobromae Naranja Padite
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52 L. theobromae Lim n Victoria

30 L. theob Limon Liera
29 L. theobromae Naranja Padilla
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31 L theobromae Naranja Victoria
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Figura 7. Analisis filogenético generado de las secuencias de la region del ITS ribosomal de las cepas
aisladas de L. theobromae. El dendograma se obtuvo a partir del analisis por el método del ‘vecino
mas cercano’ basado en el método de Neighbor-Joining utilizando el programa Mega 7.
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Figura 8. Analisis filogenético generado de las secuencias del factor de elongacion EF-1a del hongo
L. theobromae. El dendograma se obtuvo a partir del analisis por el método del ‘vecino mas
cercano’basado en el método de Neighbor-Joining utilizando el programa Mega 7.
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6. DISCUSION

En este estudio las pudriciones de frutos y muerte descendente de ramas de los citricos, asi
como otros sintomas son asociadas con hongos de la familia Botryosphaeriaceae y es la
primera exploracion de especies de esta familia donde estos sintomas estan asociadas a
Lasiodiplodia sp., que comunmente produce enfermedades de ramas secas y en la mayoria
de los frutales con muertes regresivas y subitas siendo una enfermedad comun en las zonas
productoras. La especie de esta familia con mayor frecuencia en la zona de estudio fue L
theobromae, quien causa uno de los mayores problemas en huertas como es la pudricion del
pedunculo en frutos causando caida prematura y donde se reporta como una enfermedad de
la postcosecha. (Slippers et al., 2005). Esta especie se encuentra asociada a Colletotrichum
gloeosporioides que causa la llamada antracnosis en frutos de diversos cultivares. En este
estudio este fitopatdgeno se localiz6 en las raices de un arbol de limén italiano, aunque los
ataques de este patdgeno se han reportado en frutos. Ademas, se han descrito infecciones en
pedlnculo, ramos, hojas (Oliveira, 2003). Por otro lado, Morales (1996) report6 diferentes
variantes de Colletotrichum gloeosporioides, que se obtuvieron de frutos de aguacate con
diferentes tipos de sintomas y lugares de procedencia, lo que reflejé un grado de variabilidad
alto entre las poblaciones de este patdgeno. En su investigacion Gutiérrez et al. (2001),
aislaron al hongo Colletotrichum gloeosporioides de la fruta del mango con sintomas de
antracnosis con una severidad de 100%. En este trabajo también se reporta la presencia de
Fusarium keratoplasticum, este hongo se localizé en las raices del limén italiano sobre patron
volkameriana y esta asociado a la pudricion radical y muerte subita que sufren los arboles

citricos segun Vial (2005).
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Asi mismo el hongo Fusarium spp., ataca diversidad de cultivos econdémicamente
importantes en distintas regiones productoras. Este fitopatdgeno, origina afecciones como
marchitamientos del sistema vascular ocasionando el colapso y muerte de las plantas, el
hongo se establece a nivel radicular atraido a por los exudados radicales que satisfacen los
requerimientos nutricionales del fitopatégeno (Nelson 1981). Por otro lado, un estudio
llevado a cabo por Felipe et al., (2005) encontrdé que Fusarium spp., fue hallado en huertas
de citricos y en arvenses, comenta que provoca afectaciones a los tallos. y en poscosecha.
Parra (2019), observd en el Valle del Yaqui, en México Muerte de naranjos (Citrus sinensis
L. Osberck) var. “Valencia” Para identificar al patdgeno, recolect6 de arboles con sintomas,
material vegetal como hojas, ramas y raices, en los estudios en raices, observaron
oscurecimiento del sistema vascular. La caracterizacion macro y microscopicas en todos los
aislados, fueron las tipicas del género Fusarium. Otros hongos encontrados en este estudio:
son Cyphellophora eucalipti en raiz de limén italiano y Nigrospora sphaerica en hoja de
limén italiano, el primero se observé como levaduras negras en las raices, tal vez su papel en
los dafios no es muy considerable, este hongo es muy comun encontrarlo en la piel humana
y se nutre de carbohidratos (Feng et al., 2014). Mientras que Nigrospora sphaerica, se
recolectd de hojas marchitas de limon italiano es considerado como un parasito débil y en la
mayoria de los casos se comportan como saproéfitos. Tanto como C. eucalipti y N. sphaerica
fueron encontrados en un 2.94% por lo que no se considera evidencia en su participacion en
los dafios de deterioro de los arboles estudiados. Por otra parte, en el presente trabajo, se
precisoO la presencia de la bacteria C. liberibacter asiaticus en psilidos en las huertas
prospectadas y es el agente causal del HLB, esta se encontro en el 79 % de los cultivares
muestreados donde también se localizo la presencia de hongos fitopatdgenos y en el cual el

61% corresponden a limon italiano. Cabrera et al en el 2017, en su investigacion, sugiere que
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la bacteria Candidatus liberibacter asiaticus puede modificar de alguna forma los
mecanismos de resistencia o de defensa de la planta a favor de fitopatdgenos como hongos,
algas entre otros y de ahi desatar la enfermedad con gran magnitud. De este modo, se deduce
que la bacteria pudiera provocar una deficiencia inmunolégica o de resistencia de los citricos.
Por otra parte, establece que el grado de incidencia de ramas secas esta en funcion del
avanzado desarrollo de una enfermedad y del intenso debilitamiento, presente
principalmente, en aquellas plantas que muestran sintomas de HLB asociadas con la
presencia de hongos fitopatogenos, por lo que se ha demostrado una interaccion positiva
acelerando el deterioro hasta la muerte que sufren los citricos, principalmente cuando son
afectados al mismo tiempo por C liberibacter asiaticus y Lasiodiplodia theobromae.
Cabrera et al., 2012, comprobd, mediante tratamientos de inoculacion de hongos
fitopatdgenos en plantas sanas y en plantas enfermas con HLB, observando como en estas
ultimas plantas, se presentaron dafios mas severos, ocasionados por estos hongos patégenos,
manifestando principalmente una muerte regresiva extrema. Nariani y Singh (1971),
adjudicaron a los hongos Colletotrichum gloeosporioides, Lasiodiplodia theobromae y
Fusarium spp., como responsables del rapido avance del deterioro y de la muerte regresiva
de los citricos tras iniciada la defoliacion causada por el HLB, responsables del deterioro
final de la planta. Por lo que se pudiera reconocer que estos hongos patdgenos, presentes en
los citricos, ejercen considerablemente un papel importante en la defoliacion inicial.

Es importante considerar a los factores involucrados en el grado de susceptibilidad al HLB
entre las variedades de citricos. El principal factor de susceptibilidad que se involucra en la
enfermedad del HLB, es que la bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus, infecta todas las
especies del género Citrus (Bové 2006). Sin embargo, dentro de las variedades citricas, se

encontrd en un estudio realizado por Velazquez et al., (2012) donde se analizo el efecto de

-36-



Candidatus Liberibacter asiaticus, en citricos dulces y agrios a partir de indicadores de
relacion de efectos asintométicos y sintomaticos en proporcion al &rea y anchura del floema,
asi como, la acumulacion de almiddn, dictaminaron que la lima mexicana es mas vulnerable
a la infeccion del HLB. Un efecto dentro de los tejidos vegetales producido por CLas es que
induce la produccion y acumulacion intensa de almiddn en las células parenquimatosas; esta
acumulacion es excesiva en citricos agrios (Limdn), que como resultado origina la
degradacion y colapso del floema estimulado por la hiperplasia en las células del tejido
parenquimatoso del floema, es causa de la muerte subita (Esquivel et al., 2012).

Otro factor importante en la susceptibilidad a la enfermedad es que las especies citricolas que
se cultivan comercialmente, utilizan diferentes patrones o porta injertos, estos son un
importante factor debido a que estos atribuyen propiedades agrondémicas convenientes para
una mejor resistencia o tolerancia a distintas condiciones bidticas y abioticas (Albrecht,
2012), de tal forma que la planta debe resistir cualquier enfermedad incluyendo el HLB y por
tanto debe ser tolerante al estrés. Es por eso el uso de ciertos patrones para los injertos
comerciales como en Tamaulipas el mas usado por su tolerancia al estrés hidrico y
fitopatdgenos del suelo es el naranjo agrio (C. aurantium). Flores etal., (2015), determinaron
que la concentracion de la bacteria del HLB, es directamente proporcional con la severidad
de la enfermedad. Esta proporcion relativa esta asociada con las alteraciones producidas a
nivel celular, es decir, a partir del dafio producido a nivel histologico que genera Candidatus
Liberibacter asiaticus en el floema, por lo que se considerd que el portainjertos puede influir
en el desplazamiento de la bacteria. Relacionado con lo anterior, Esquivel et al., 2015
encontrd que el incremento de la gravedad en los sintomas de HLB fue maés alto en arboles
de Limdn mexicano injertados sobre Citrus macrophylla, asi también, encontré que la mas

alta densidad de la bacteria C. liberibacter se hallé en el limon mexicano injertado en C.
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aurentium donde se produjo un aumento relevante en la hiperplasia del floema, dicho
incremento fue estimado con la anchura del floema. EI limon mexicano, Limén persa y
Naranja dulce en las distintas combinaciones con portainjertos, manifestaron diferentes
sintomas desde moderados a leves siendo evaluados por 32 meses. A nivel histoldgico en los
tejidos del floema, las células parenquimatosas de la nervadura central de las hojas de limon
mexicano injertado en C. macrophylla y en C. volkameriana; mostraron hiperplasia y el
subsecuente descontrol del sistema vascular. Demostrando que, el limdn mexicano fue la
variedad citrica mas afectada por C. liberibacter. Dicho lo anterior, se concluye que la
bacteria del HLB es transmitida por medio de los injertos y a través del transito de plantas
infectadas (Futurcrop 2018). Hasta ahora el limén mexicano es la variedad més afectada por
el HLB en Meéxico (Robles et al., 2011).

Otro factor es la fluctuacion de las poblaciones del insecto vector Diaphorina citri que esta
estrechamente relacionado con la brotacion de retofios jovenes en las plantas citricas, porque
las hembras ovipositan y se alimentan particularmente en estos y ademas también se
alimentan ahi, por eso la preferencia del insecto a distribuirse en el haz de la hoja de los

brotes susceptibles, independiente del punto cardinal (Gémez y Mendoza 2018).

Un factor importante a lo largo del afio son las condiciones de temperatura favorables para
el desarrollo de Diaphorina citri con la procreacién de méas de once generaciones por afio.
En Tamaulipas como en San Luis Potosi y Veracruz las condiciones agroclimaticas en el afio
son favorables para la produccion de brotes vegetativos de citricos que favorecen la
reproduccion y desarrollo del insecto (Quijano et al., 2013). Entonces a estos factores de
fluctuacion de las poblaciones del insecto y las condiciones agroclimaticas favorables, esta

directamente relacionada a otro como principal fuente de dispersién del psilido vector y son
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las corrientes de vientos, transporte pasivo de psilidos adultos desplazandolos de plantas
infestadas, a huertas sanas (Arévalo et al., 2016).

En cuanto a factores genéticos en plantas hasta hoy no se conocen mecanismos naturales de
resistencia a la bacteria del HLB, sin embargo, Alqueazar y Pefia (2016), Creen que la Unica
estrategia mas viable y sustentable a largo tiempo para lograr una resistencia al HLB, consta
en incorporar genes de resistencia en todas las variedades y porta injertos de plantas citricas.
Por otra parte, Gao et al., (2015), declara que se podria trabajar con la identificacion de genes
relacionados con la Resistencia Sistémica Adquirida (RSA) de plantas, clonarlos utilizando
técnicas biomoleculares para insertarlos en los citricos y asi se podria coadyuvar como parte
de una estrategia integral del manejo del HLB, comentando que encender estos mecanismos
de resistencia, se inicia mediante el reconocimiento de las células efectoras ejecutando
respuesta por medio de efectores como flagelina, quitinas, glucoproteinas y lipopolisacaridos
conocidos como Patrones Moleculares Generales Asociados a Patégenos (PMGAP).
Ventura y Gutiérrez en 2019, desarrollaron constructos con genes especificos constitutivos
de la planta, como parte de la etapa inicial para generar plantas transgénicas, resistentes a C.
liberibacter asiaticus. Los genes seleccionados fueron AZI-1, 1-inductor del acido ‘Azelaic’,
CsNDR-1 y el gen asociado con la sintesis de proteina 1 relacionada con la patogenicidad
(PR-1). Estos genes se seleccionaron de acuerdo a la respuesta de los citricos hacia una
extensa gama de patdgenos. Sin embargo, solo quedd en etapa de clonacion dejando la
posibilidad de que tal vez estos genes, podrian ser activados utilizando técnicas de ingenieria
genética y ser usados para generar resistencia de la planta hacia diversos fitopatogenos entre

ellos la bacteria Candidatus liberibacter asiaticus.
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Otro factor genético es con respecto al insecto y es la adquisicion de resistencia a plaguicidas,
esta es hereditaria y se transmite de generacion en generacion. La frecuencia de genes de
resistencia y la dominancia de los mismos pueden incrementar conforme la poblacion se
expone a un insecticida y a la dosis aplicada, por lo anterior es posible que el riesgo de que

D. citri desarrolle resistencia a plaguicidas es muy alto (Ortega et al., 2013).

Tiwari et al., 2011, comenta que desde que se report6 la presencia del insecto vector en
huertos de citricos en Florida, se ha manejado un programa de control con organofosforados
y argumentan que esta presion de seleccién ha dado como resultado la disminucion a la
sensibilidad a estos insecticidas. Los insectos desarrollan resistencia a la molécula que causa

directamente la toxicidad en la poblacidn.

6.1 Manejo de las plantaciones de citricos con la enfermedad del HLB.

Desde el punto de vista sanitario se considera que un buen manejo de una enfermedad, es
cuando se logra retardar la afeccion del agente patdgeno, se logra la reduccién de la carga de
indculo inicial o un letargo que le impide a la enfermedad desarrollarse en cierto tiempo. El
manejo de una enfermedad se fundamenta en el conocimiento de la misma y en las
caracteristicas principales que determinan el desarrollo de un padecimiento, como lo es, la
vulnerabilidad del hospedero, el nivel de virulencia del patogeno y las condiciones
ambientales favorables para su desarrollo (Ploetz, 2007). En el caso del manejo del HLB es
una enfermedad muy complicada y dificil de manejar, por lo que requiere de una estrategia
integrada, como es el uso de material vegetal de propagacion y plantas certificados, también,
es importante la eliminacion de todas las fuentes de in6culo, como plantas enfermas e

insectos vectores. En este sentido, Gonzélez et al. (2010) realizé una investigacion dirigida
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a sentar las bases para el manejo del HLB en Cuba, entre otras cosas, estudio el
comportamiento de la poblacion del psilido vector y la incidencia con los enemigos naturales
y predadores. En este ambito, se logro identificar a seis especies de depredadores del psilido,
entre estos a un parasitoide himendptero y un hongo entomopatdgeno, asociados a los
diferentes estadios de desarrollo del insecto.

Cabrera et al. (2017), implement6 acciones para la recuperacion de arboles enfermos con
hongos y HLB a la vez, en esta estrategia realizo actividades como la poda de ramas muertas,
aspersiones foliar y de raiz de fungicidas sistémicos y de contacto, tal como, benomilo y
oxicloruro de cobre, principalmente por la presencia de hongos como Lasiodiplodia
theobromae y alga roja. Ademas de aplicaciones de plaguicidas como imidacloprid beta
cyfluthrin y malathion para el control del psilido vector Diaphorina citri y otras plagas,
tratamientos con micro y macro elementos con aplicaciones foliares y al suelo. Se constat6
que, por mas de ocho afios, se presentd una mejora en las condiciones fitosanitarias del
plantio. Reportando que es la primera experiencia en Cuba con resultados exitosos en la

recuperacion de una plantacion de naranja Valencia enferma con HLB y otras afecciones.
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7. CONCLUSION.

El cultivo de los citricos en la region del centro del estado de Tamaulipas, es
afectado por siete diferentes hongos fitopatdgenos que causan deterioro y muerte
descendente de arboles, de acuerdo a la caracterizacion e identificacion molecular
empleada, la especie con mayor frecuencia en los diferentes cultivares citricos es
Lasiodiplodia theobromae y por tanto factor importante a considerar en la sanidad
del cultivo. La informacion generada en esta investigacion permite establecer la
relacion de esta especie y su asociacion a Candidatus liberibacter asiaticus, lo
anterior permite sefialar la perdida d de tolerancia de los arboles infectados con C.

Liberibacter y la presencia de L. theobromae.
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Resumen

En el presente estudio se determind la presencia de Lasiodiplodia theobromae en arboles de citricos
con deterioro y muerte descendente en la zona centro de Tamaulipas, México en el 2017 y 2018. En
la zona de estudio, se recolectaron muestras vegetales en los arboles de naranja valencia, pomelo,
mandarina y limén italiano. En laboratorio, las muestras fueron procesadas y los hongos fueron
aislados e identificados con claves taxondmicas y mediante el analisis genético del espaciador
interno transcrito y el factor de elongacién 1 alfa TEF1. Se aislaron 33 cepas de hongos en las 19
huertas comerciales de citricos, 26 pertenecieron al género Lasiodiplodia sp., 3 de Botryosphaeria
sp., 1 de Colletotrichum sp., 1 de Cyphellophora sp., 1 de Fusarium sp. y 1 de Nigrospora sp. De las
cepas del género Lasiodiplodia sp., estas fueron identificadas como L. theobromae en arboles de
citricos con gomosis, pudricién, muerte descendente en ramas y momificacién de frutos.
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