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RESUMEN

En marzo de 2011 se report6 en el estado de Morelos una enfermedad fulminante
en arboles de Ficus. La severidad de esta enfermedad es alarmante ya que se presenta
con alta incidencia y amenaza con extenderse a otras especies del género Ficus, por lo
gue representa un peligro para este y otros géneros. Bajo este panorama, se evaluaron
750 &rboles de Ficus benjamina en el oriente del estado de Morelos. Las variables
evaluadas fueron indice de severidad de dafio, coloracion, contenido relativo de clorofila,
porcentaje de arboles plagados y enfermos. El 61 % de los arboles se encontraron
aparentemente sanos y presentaron un follaje verde opaco y poco luminoso, ademas se
presenté una correlacion negativa baja pero significativa entre el contenido relativo de
clorofila y la severidad, es decir que a mayor cantidad de clorofila menor la severidad. Se
encontré un 99 % de arboles afectados por trips y el 38% de estos se encuentran ademas
enfermos. Mediante caracterizacion morfolégica y molecular se identifico al agente causal
como Lasiodiplodia theobromae, siendo este el primer reporte en Ficus benjamina en
México. Las pruebas de sensibilidad in vitro determinaron que la combinacion
preformulada de cyprodinil + fludioxinil, Mancozeb y Tebuconazole, en sus tres dosis,
fueron los fungicidas mas efectivos para reducir el crecimiento micelial con un 100% de
eficacia hasta el dia 3 cuando el testigo llend la caja. Sin embargo, a los 10 dias solo se
mantuvo la mezcla de cyprodinil + fludioxinil y el Tebuconazole con 100% de eficacia.

Palabras clave: Ficus benjamina, Lasiodiplodia theobromae, in vitro, cyprodinil +

fludioxinil, Tebuconazole



ABSTRACT

In March 2011, an annihilating disease was reported in Morelos state. The severity
of this disease is alarming as it occurs with high incidence and threatens to spread to
other species of the Ficus genus, so it represents a danger to this and other genera. Under
this panorama, 750 Ficus benjamina trees in the eastern of Morelos state were evaluated.
The variables evaluated were index of severity of damage, coloration, relative chlorophyll
content, percentage of diseased and plagued trees. 61% of trees apparently were healthy
and they had an opaque and low light green foliage, in addition there was a low but
significant negative correlation between the relative chlorophyll content and the severity,
that is, the higher amount of chlorophyll, the severity is lower. 99% of trees were affected
by thrips and 38% of them were also sick. Through the morphological and molecular
characterization the causal agent was identified as Lasiodiplodia theobromae, being this
the first report in Ficus benjamina in México. In vitro sensitivity tests showed that the mix
of cyprodinil + fludioxinil, Mancozeb and Tebuconazole were the most effective fungicides
to reduce mycelial growth with 100% efficacy after 3 days when the untreated check filled
the Petri-dish. However, 10 days after application, only the mix of cyprodinil + fludioxinil

and Tebuconazole maintained 100% efficacy.

Keywords: Ficus benjamina, Lasiodiplodia theobromae, in vitro, cyprodinil + fludioxinil,

Tebuconazole

Vi



1.

INTRODUCCION

Los arboles urbanos presentan beneficios ambientales sociales y economicos los
cuales constituyen el habitat de un gran nimero de poblaciones de aves y otros animales
que encuentran refugio dentro del entorno urbano, particularmente aquéllos que
habitaban el ecosistema original antes de extenderse la mancha urbana. También ayudan
a reducir la contaminacion del ruido a través de su absorcion, su desviacion, su reflexion
y su refraccion (ISA, 2011). Asi mismo reduce la contaminacion mediante la captura del
diéxido de carbono y la exhalacion de oxigeno de sus tejidos, principalmente por las hojas
cuando realizan la fotosintesis, los arboles contribuyen a reducir la concentracion de CO2
y otros gases nitrosos y sulfurosos, por eso se les llama “sumideros de carbono”. También
las hojas y tallos atrapan gran cantidad de polvos y substancias volatiles actuando como
filtros de aire, por eso a los arboles también se les ha denominado “pulmones verdes”
(Rivas, 2001). Otros beneficios son la reduccion de la erosion del suelo, la compactacion
del suelo mejora la calidad del agua, regulan la temperatura y la humedad, amortiguan la
contaminacion atmosférica y el ruido, entre otros, que contribuyen a la salud y calidad de
vida de las personas y en ocasiones por su relacién con el paisaje arquitectonico (Rivas,
2001).

El Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (1975) menciona que las
areas arboladas reducen el escurrimiento desde un 5 hasta 35%. Un arbol maduro puede
interceptar 1000 L de agua de lluvia por afio, reduciendo el escurrimiento y abasteciendo
de agua limpia al subsuelo (Rivas, 2001). Debido a su capacidad para retener el suelo y
facilitar la absorcién del agua de lluvia, los bosques urbanos, humedales y/o parques
también funcionan como un componente del sistema de control de inundaciones. Al
mismo tiempo, su papel significativo en la captacién de agua de lluvia y su infiltracién al
subsuelo, propicia la recarga de los mantos acuiferos, favoreciendo con ello las reservas

de agua para las ciudades.

En el &mbito social se han identificado efectos benéficos para reducir gran cantidad
de enfermedades fisicas y emocionales: el verde del paisaje reduce el estrés en las
personas, introduciendo calma y tranquilidad, haciéndolas mas productivas y felices. Se

ha demostrado una recuperacion mas pronta en los pacientes de los hospitales que



cuentan con vistas a las areas verdes arboladas. También los nifios con déficit de
atencion presentan un mejor comportamiento en ambientes arbolados (Rivas, 2001). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda tener una extensién de 9 a 12 m?
de areas verdes por habitante en los centros urbanos, para garantizar una buena calidad
de vida (ISA, 2011).

El arbolado que crece en areas urbanas y suburbanas, generalmente bajo
condiciones de estrés fisico y fisioldgico, la finalidad es lograr y mantener los beneficios
ambientales y sociales que ofrecen las arboledas vitales, longevas y seguras, previniendo
y /o atenuando los riesgos e inconvenientes potenciales que el arbolado pueda generar.
En general, el &rbol urbano presenta un bajo promedio de vida que en muchos casos no
excede 25 afios, lo anterior, como resultado de la interaccion de diversos factores, entre
los que destacan: edad, genética de la especie, compactacion del suelo, superficies
impermeables (pavimentos y concreto), altas temperaturas y contaminacion atmosférica,
espacio vital restringido y la falta de buenas practicas de manejo. El impacto negativo de
estos agentes promueve la presencia de arboles enfermos, también reduce su salud y
estética, afectando ademas su arquitectura y estructura, tornando al arbol en elemento

de riesgo para los usuarios de las areas verdes (Saavedra et al., 2016).

Los cuidados sanitarios del arbolado se realizan a partir de un buen diagndstico
del problema por parte de un profesional. Generalmente, los primeros sintomas de
deterioro del arbol se expresan en la apariencia de sus copas. Las copas densamente
foliadas estan asociadas con arboles vigorosos, mientras que las pequefias y de follaje
disperso podrian encontrarse en un estado de declinamiento (Shomaker et al., 2007); por
lo tanto, a través de la evaluacion se determina su estado de salud actual (Saavedra et
al., 2016).

En la zona conurbada los laureles (Ficus retusa) se han utilizado de ornato y
sombra urbana tal es el caso en Cuernavaca Morelos y otros estados de la republica
mexicana (Salazar, 2017). Piedra et al. (2006) reporta en base a la literatura floristica del
estado de Morelos 8 especies de Ficus nativas y 9 cultivadas, en estas Ultimas se
encuentran: Ficus benghalensis L., Ficus benjamina L., Ficus carica L., Ficus elastica

Roxb, Ficus lyrata Warb., Ficus pandurata Hance., Ficus religiosa L., Ficus retusa L. y



Ficus pumila L. En México, Ficus benjamina L. se usa principalmente como ornamental y
ha sido ampliamente aceptado debido a su bajo costo de produccidn, crecimiento rapido
y follaje denso y lustroso (Alanis-Flores, 2005). Al igual que muchas especies vegetales,
el crecimiento y desarrollo de F. benjamina es afectado por varios hongos fitopatégenos,
donde predominan los ascomicetos y sus anamorfos (Fernandez et al., 2017). En marzo
de 2011 se reporto en el estado de Morelos una enfermedad aniquilante y que ha matado
cientos de arboles de gran talla, siendo Jiutepec el municipio mas afectado. Esta
enfermedad se llama “Muerte fulminante del Laurel”’. En el 2007, esta enfermedad se
reporté en Tehuacan, Puebla en donde se realizaron aislamientos en laboratorio de hojas,
ramas, tallos y raices de arboles con diferentes grados de dafio, y se aislaron a:
Phytophthora sp., Ganoderma sp., Verticillium sp., Fusarium spp. y Phellinus spp., éste

ultimo reportado por primera vez para el estado de Morelos (Salazar, 2017).

La severidad de esta enfermedad es alarmante ya que se presenta con alta
incidencia en arboles conocidos como Ficus, laurel de la India y tabachines. También
esta enfermedad se ha encontrado en el &rbol del hule, en amate blanco y amenaza con
extenderse a otras especies del género Ficus. Dada la importancia de tener arbolado en
zonas urbanas es trascendente que este se encuentre en buen estado, por ello la sanidad
forestal involucra la determinacion de los principales factores de dafio bidtico que estan
afectando a los arboles. En las recomendaciones de manejo forestal se da particular
atencion a este aspecto, mediante el registro y estudio de cualquier tipo de enfermedad
y plaga visible en el arbol (FAO, 2008). En Morelos es poco o nulo el mantenimiento a los
arboles urbanos y mas pobre es aun el control biolégico pues no existen tratamientos

para combatir plagas a excepcion de la poda y/o derribo para control del muérdago.

Los brotes de plagas pueden contribuir directa o indirectamente a pérdidas
econdmicas y medioambientales o peor aun a contribuir a desgajes de ramas que pueden
caer sobre pasos peatonales y vehiculares. Los insectos y las enfermedades pueden
tener efectos negativos sobre el crecimiento y la supervivencia de los arboles, el
rendimiento y la calidad de la madera y por tanto en la resistencia a la estabilidad del
mismo convirtiéndolo en un arbol de riesgo, y afectando el habitat de la fauna y los valores

recreativos, estéticos y culturales. La contaminacion constituye también una amenaza



para la salud y la vitalidad de los arboles (FAO, 2008). Bajo este panorama se plantea el
presente estudio en donde se muestrearon arboles de F. benjamina L. por ser la especie

mas predominante en Cuautla y Ayala, Morelos.
2. OBJETIVOS

e Determinar laincidencia y severidad de la muerte descendente de arboles de Ficus
benjamina en los municipios de Cuautla y Ayala del estado de Morelos.

e |dentificar morfolégica y molecularmente el agente causal de la muerte
descendente de arboles de Ficus benjamina en el oriente del estado de Morelos.

e Evaluar la efectividad in vitro de fungicidas para el control del agente causal de la
muerte descendente de arboles de Ficus benjamina.

3. HIPOTESIS

1. La muerte descendente de arboles de Ficus benjamina se presenta, con
incidencias mayores al 50 % en el oriente del estado de Morelos.

2. El agente causal de la muerte descendente de arboles de Ficus benjamina
corresponde a un hongo fitopatégeno.

3. El hongo causal de la muerte descendente de arboles de Ficus es susceptible al

menos a dos fungicidas preventivos (contacto) y a dos curativos (sistémicos).



4. REVISION DE LITERATURA
4.1 Importancia del género Ficus

El género Ficus, comunmente conocida como "Higo", se considera una especie
clave en los bosques tropicales, ya que desempefia un papel fundamental en el
ecosistema, debido a sus frutos que son consumidos por insectos, aves y animales
durante todo el afio. Es uno de los géneros mas grandes en las angiospermas (Berg and
Corner, 2005). La concentracion principal de la especie se encuentra en la region asiatico-
australiana con aproximadamente 500 especies, lo que representa aproximadamente el
66% de las especies del mundo (Chaudhary et al., 2012). Este género agrupa numerosas
especies diferentes entre si; ademas, es originario de regiones tropicales y subtropicales
(Serrato et al., 2004). Muchas especies de Ficus son comunes en regiones
biogeograficas diferentes y se considera uno de los géneros mas diversos respecto de
sus hébitats y formas de vida (Chaudhary et al., 2012). Hay mas de 750 especies del
género Ficus distribuidas en todo el mundo, por lo que se le considera el género con
mayor numero de representantes arboreos del mundo y México representa practicamente
su limite mas septentrional en el continente americano. En México hay un total de 21
especies de Ficus, incluidas seis especies (28.6%) que son endémicas de este pais. Se
incluyen cinco especies en el subgénero Pharmacosycea y 16 especies estan
documentadas en el subgénero Urostigma (Carauta y Diaz, 2002; Serrato et al., 2004).

Piedra et al. (2006) reportan que en el estado de Morelos prosperan ocho especies
nativas de Ficus, las cuales se ubican en dos subgéneros: Pharmacosycea (Ficus
insipida Willd. y F. maxima Mill.) y Urostigma (F. cotinifolia Kunth, F. glycicarpa (Mig.) F.
pertusa L., F. petiolaris Kunth, F. trigonata L. y Ficus sp.). De acuerdo con Serrato et al.

(2004) F. glycicarpa y F. petiolaris son endémicas del territorio mexicano.
4.2 Lafamilia Botryosphaeriaceae

Botryosphariaceae es una familia rica en especies con una distribucién
cosmopolita, encontrandose en un amplio rango de monocotiledoneas, dicotiledéneas y
gimnospermas, especificamente sobre ramas lefiosas, hojas herbaceas, tallos de

gramineas, yemas Yy en talos de liquenes, comportandose como saprofitos, parasitos y



endofiticos, ademas de que pueden causar enfermedades como cancrosis, gomosis,
muerte regresiva o descendente (Denman et al.,2000). Esta familia, Unica en el orden
Botryosphaeriales, clase Dothideomycetes, incluye mas de 1500 taxones, considerando
teleomorfos y anamorfos (Schoch et al., 2006). Los miembros de la familia
Botryosphaeriaceae fueron descritos por primera vez en 1820 como especies de
Sphaeria (Fries), posteriormente en 1863 fue introducido el género Botryosphaeria Ces.
& De Not. (Cesati y De Notaris, 1863), rectificado por Sacardo (1877) (Crous et al., 2006;
Schoch et al., 2006).

En los dltimos afos, debido principalmente a la disponibilidad de herramientas
moleculares, basadas en el DNA recombinante, ha surgido una taxonomia mas sélida
para este grupo de hongos. Hasta hace una década, la posicion del género en la
clasificacibn mas alta de los ascomicetes no habia sido resuelta (Denman et al., 2000),
pero de acuerdo con los estudios filogenéticos de Schoch et al. (2006), quien sefialé que
la posicién de la familia Botryosphaeriaceae en la clase Dothideomycetes ha sido
enigmatica, la situé dentro de Botryosphaeriales, un orden nuevo e independiente de los
ordenes Pleosporales y Dothideales. De esta manera en la clasificacion actual se
reconoce al género Botryosphaeria como miembro de la familia Botryosphaeriaceae y en

el orden Botryosphaeriales.
4.2.1 Especies importantes del género Botryosphaeria

Botryosphaeria es un género rico en especies con una distribucién cosmopolita,
comunmente asociado con la muerte y los cancros de plantas lefiosas (Crous et al.,
2006). Hasta el afio 2000 el género Botryosphaeria agrupaba 143 especies (Denman et
al., 2000). Sin embargo, Crous et al. (2006) demostraron que dicho genero comprende
varios linajes filogenéticos diferentes, correlacionados con las caracteristicas
morfolégicas de sus anamorfos, por lo que actualmente Botryosphaeria es considerado
un género relativamente pequefio consistiendo solo de dos especies: B. dothidea y B.
corticis (Demaree & M.S. Wilcox) Arx & E. MUll., esta ultima confinada a Vaccinium spp.
(Alves et al., 2008).



Méas de 20 anamorfos han sido relacionados con Botryosphaeria; entre los mas
comunes se encuentran: Diplodia, Dothiorella, Lasiodiplodia, Macrophomina,
Neufusicoccum, Neoscytalidium, Pseudofusicoccum y Sphaeropsis (Denman et al., 2000;
Crous et al., 2006; Alves et al., 2008). Con base a los estudios de Denman et al. (2000)
estos anamorfos se dividieron en dos grupos: conidios hialinos con paredes delgadas

(tipo-Fusicoccum) y conidios gruesos con paredes gruesas (tipo-Diplodia).
4.3 Lasiodiplodiatheobromae asociado a muerte descendente

El hongo Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griff. & Maubl. (Botryodiplodia
theobromae Pat.) se clasifica dentro de los Ascomicetos en el orden Botryosphaeriales y
en la familia Botryosphaeriaceae (Schoch et al., 2006; Slippers et al., 2013); presenta un
estado sexual (teleomorfo), poco comun, Botryosphaeria rhodina. Sin embargo, no
existen descripciones recientes de su estado sexual, por lo cual se ha reportado que éste

se encuentra perdido (Phillips et al., 2008).

Lasiodiplodia theobromae y Phomopsis sp. (Diaporthales: Diaporthaceae) son los
agentes causales mas frecuentes del secado de ramas y troncos, el marchitamiento y la
subsiguiente abscision de hojas que afectan a las especies de Ficus (Oliveira et al., 2010).
Ficus carica L. en la ciudad de Fortaleza, estado de Ceara y F. microcarpa en el estado
de Minas Gerais, Brasil, mostraron sintomas de muerte progresiva, Lasiodiplodia

theobromae fue el agente causal de la enfermedad (De Medeiros et al., 2013).

Cardoso et al. (2002) reportaron una enfermedad llamada muerte descendente de
rama negra afectando gravemente hasta un 30 % de huertos de Anacardo (Anacardium
occidentale) causado por Lasiodiplodia theobromae en los estados de Ceara y Piaui,

Brasil.

Las especies de Botryosphaeriaceae, como Lasiodiplodia hormozganensis,
Lasidoplodia iraniensis y Lasiodiplodia egyptiacae también se han asociado con la muerte
descendente del mango en Iran, Australia y Egipto. Lasiodiplodia theobromae, sin
embargo, se ha descrito como el agente causal en la destruccién de huertos de mangos
alos pocos dias o0 semanas de infeccion en India, Estados Unidos, Pakistan, Brasil, Oman
y Corea (Saeed et al., 2017).



4.3.1 Caracteristicas morfoldgicas

L. theobromae produce micelio velloso aéreo inicialmente de color gris, tornandose
gris olivo a los 7 dias y con el tiempo adquiere un color negro. Las temperaturas de
crecimiento son 15 °C como minima, 6ptima de 28 °C y maxima de 40 °C (Slippers et al.,
2004; Alves et al., 2008).

El ascocarpo es de color café oscuro a negro, agregado, con pared gruesa de color
café oscuro y hialino en capas internas, de 250-400 um de diametro. El asca es
bitunicada, estipitada, con 8 esporas, de 90-120 um de longitud. Las ascosporas son
biseriadas, hialinas, aseptadas de 30-35 x 11-14 um. EIl conidiomata es estromatico,
simple o agregado, inmerso en el hospedero y una vez maduro emerge de éste, de color
café oscuro, unilocular, de pared gruesa o delgada de color marrén, con frecuencia
setoso, de hasta 5 mm de ancho, ostiolo central, Unico, papilado. Parafisos hialinos,
cilindricos, tabicados, ocasionalmente ramificados con los extremos redondeado hasta
55 um de largo y 3-4 um de ancho (Phillips et al., 2013; Alves et al., 2008).

Los conidios son subovoides a elipsoidales, con &pices ampliamente
redondeados, que se estrechan para truncar la base, mas ancha a mediados del tercio
superior, de paredes gruesas, con contenido granular, en un principio hialino y aseptados,
convirtiéndose a café oscuro una vez maduros, con 1 septo, presentan depdsitos de
melanina en la superficie interior de la pared dispuestos longitudinalmente dando una
apariencia estriada con medidas de 21-31 x 13-15 pm y una proporcion de 1.9
largo/ancho (Phillips et al., 2013; Alves et al., 2008).

4.3.2 Rango de hospedantes

Es un hongo plurivoro y se ha asociado con aproximadamente 500 hospederos
(Punithalingam, 1980). Este patdgeno de plantas, aparentemente no especializado,
causa numerosas enfermedades, entre las que se incluyen la muerte descendente,
pudricion de raiz, pudricién de frutos, manchas foliares y escoba de bruja, entre muchas
otras (Punithalingam, 1980). Menos frecuentemente se ha asociado con queratomicosis
y phaeohyphomycosis en humanos (Punithalingam, 1976; Rebell y Forster, 1976;
Summerbell et al., 2004).



Este hongo es cosmopolita y tiene un amplio rango de hospederos, incluidos
monocotileddneas, dicotiledoneas y gimnospermas, especialmente de los tropicos y
subtrépicos. Es un hongo pleomorfico y ubicuo, por lo cual ha tenido més de un sinénimo
(Abdollahzadeh et al., 2010; Wang et al., 2011). L. theobromae es sapréfito, pero se le
considera un patégeno latente, encontrandose como endoéfito en tejidos sanos de la
planta, convirtiendose en patdgeno cuando el hospedero estd debilitado o estresado
(Rubini et al., 2005; Mohali et al., 2005).

Sus huéspedes son principalmente plantas lefiosas incluyendo frutas y cultivos
arboreos tales como mango (Sangchote, 1991), durazno (Britton et al., 1990), aguacate
(Darvas y Kotze 1987). Por su parte Mohali et al. (2005) reportan como huéspedes a
Pinus caribaea, Eucalyptus urophylla y Acacia mangium. En Venezuela, L. theobromae
causa el tizén y la muerte de Pinus caribaea var. hondurensis, P. oocarpa, Azadirachta
indica, Citrus aurantiifolia, C. sinensis y Passiflora edulis y también es un agente
importante de la tincion azul en la madera (Cedefio and Palacios-Pru 1992; Mohali 1993;
Cedefio et al. 1995, 1996; Mohali et al. 2002).

A nivel mundial existen registros de L. theobromae afectando cultivos frutales de
mango (Jonhson et al.,1992), aguacate (Pegg et al., 2003), papaya (Queiroz et al., 1997),
platano (Alves et al., 2008), rambutan (Sivakumar et al., 1997), litchi (Liu et al., 2005), uva
(Van Niekerk et al., 2004), guandbana (Lutchmeah, 1988), anacardo (Cardoso et al.,
2002), citricos y duraznos (Damn et al., 2007) entre otros, causando pérdidas

econdmicas en las distintas etapas de la produccion.

En México, Lasiodiplodia theobromae ha sido reportado causando distintas
enfermedades en varios cultivos principalmente fruticolas (Cuadro 1). El reporte mas
antiguo encontrado de este patégeno es el realizado por Alvarez (1976) afectando el

cultivo de cacao (Theobroma cacao).



Cuadro 1. Reportes en México de L. theobromae afectando distintos cultivos fruticolas y

maderables segun investigacion realizada por Picos et al. (2014).

Hospedero Enfermedad NUm. de acceso Referencia
NCBI
Anacardium occidentalis Necrosis de frutos NR Canales, 2007
Anona spp. Muerte descendente NR Hernandez et al., 2013
de ramas
Pudricién de fruto NR
Carica papaya Pudricién de fruto KC335157 Mosqueda et al., 1996
KC335158
Pudricion de KC806060 Rojo, 2013
pedinculo KC806061
KC806062
Carya illinoensis Pudricién del fruto NR Alvidrez et al., 2012
Citrus aurantium L. Muerte de plantas NR Varela et al., 2013
Citrus aurantifolia Muerte de ramas NR Varela et al., 2013
Citrus sinensis Pudricién de la base NR Varela et al., 2013
del pedinculo
Hibiscus sabdariffa L. Manchado de caliz NR Martinez, 2010
Mangifera indica Céncer de troncos y NR Canales, 1998
ramas
Muerte descendente NR Becerra, 1995
Pudricion del JQ619648 Mosqueda et al.,1996
peddnculo JQ619649 Tucuch et al., 2005
JQ619650 Sandoval et al., 2013
JQ619651
Nephelium lappaceum L. Pudricion de frutos FJ478102.1 Hernandez, 2010
Persea americana Pudricion del NR Ochoa et al., 2007
pedunculo
Pinus pseudostrobus Céncer de tallo NR Mohali et al., 2005
Pinus sp. Cancer de tallo AY236952 Slippers et al., 2004
Pouteria sapota Muerte descendente NR Bautista et al., 2002
Pudricién de frutos JQ245975 GOmez et al., 2009
NR Vazquez et al., 2009
Theobroma cacao Pudricion de la NR Alvarez, 1976
mazorca
Vitis vinifera Muerte descendente EU012363 Urbez et al., 2008

NR= No reportado

Algunos reportes solo consideran caracteristicas morfolégicas y otros consideran

ademas alguna caracterizacion molecular. Hasta la fecha no se encuentran reportes de

Lasiodiplodia theobromae afectando a Ficus benajamina.

10




4.3.3 Distribucién geografica

La especie tipo del género Lasiodiplodia, L. theobromae (Pat.) Griffon & Maubl.,
estd ampliamente distribuida a nivel mundial, pero es mas comun en los trépicos y

subtrépicos (Punithalingam, 1980).
4.3.4 Epidemiologia

La principal via de entrada de L. theobromae a los hospederos es a través de
heridas producidas por herramientas de trabajo, insectos o causas naturales (Ploetz,
2003).

El hongo sobrevive sobre tejidos muertos en el arbol o suelo (Pegg et al., 2003) y
especialmente en frutos momificados (Ploetz, 2003). La incidencia de L. theobromae esta
influenciada por temperaturas mayores a 30° C, al estrés hidrico y bajos niveles de

nutricion de la planta (Khanzada et al., 2005).

Johnson et al. (1993) mencionaron que las esporas pueden germinar y penetrar
en el tejido del hospedante a través de heridas, permaneciendo como enddfitos en las
ramas de arboles de mango. Otros autores también reportaron que la infeccion también
puede ocurrir mediante semillas, estomas o lenticelas (Brown y Hendrix, 1981; Smith et
al., 1996). Posteriormente las hifas colonizan las partes florales desarrollandose
endofiticamente en tejido sano de tallos, ramas, raices y hojas sin expresion de sintomas
hacia el exterior. Esta fase latente puede ser interrumpida por algun tipo de estrés en el
hospedante, tal como el estrés hidrico, causando que la fase patogénica del ciclo de vida

sea disparada (Johnson et al., 1992; Freire y Becerra, 2001).

En postcosecha, los frutos pueden ser infectados al colocarlos sobre el suelo
después de cosechados o a través del contacto fisico de un fruto sano con uno enfermo
(Ventura et al., 2004).

4.4 Manejo de la enfermedad
Debido a la ubicacion interna y la diversidad de hongos que estan involucrados,

disminuye la oportunidad de controlar estos desordenes con fungicidas, y debido a que

11



la transmision de estos patégenos ocurre a través del viento y salpicaduras de lluvia, las
aplicaciones estratégicas de fungicidas preventivos de amplio espectro pueden ser
efectivas en ciertas épocas del afio (Peterson et al., 1991). La poda de partes afectadas
y el tratamiento de heridas, asi como el manejo de factores de predisposicion controlables
como el estrés por sequia, pueden ser benéficos. Sin embargo, un mejor conocimiento

de la epidemiologia de la enfermedad podria ayudar en estos esfuerzos.

Canales (1998) sugiere, para el control del cancer de tronco y ramas de mango,
realizar una cirugia en los canceres hasta eliminar el tejido dafiado y aplicar Benlate®,
Tecto 60® o Derosal 50® en las heridas. También en caso de mango, para muerte
descendente se recomienda podar las heridas y realizar aspersiones de fungicidas a base
de cobre cada 15-20 dias, también se puede aplicar los productos Captan, Maneb, Zineb
y Benomyl, desde el inicio de la floracion hasta un mes antes de la cosecha (Tucuch et
al., 2005). En marafién se recomiendan podas sanitarias y tratamiento preventivo con
fungicidas a base de oxicloruro de cobre o azufre antes de iniciar la floracion; durante la
floracién y formacion del fruto se puede utilizar un fungicida sistémico a base de Fosetyl-
al, Metalaxil-m o Triforine para reducir la incidencia de la necrosis en frutos (Canales,
2007).

Tovar et al. (2013) reportaron que la combinacion de lavado y aplicacién posterior
de Tiabendazol redujo la incidencia de la enfermedad ocasionada por L. theobromae
hasta un 81 % en injertos de zapote. Los fungicidas ciprodinil+fludioxinil,
piraclostrobin+boscalid, procloraz, tebuconazol, iprodione fueron eficaces para inhibir el

crecimiento micelial de L. theobromae in vitro.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Localizacion

Para determinar la incidencia y severidad de la muerte fulminante de Ficus
benjamina, Se evaluaron y georreferenciaron 750 arboles durante los meses de febrero
a marzo de 2018 en la ciudad de Cuautla y en la Escuela de Estudios Superiores de
Xalostoc (EESuX) de la Universidad Autbnoma del Estado de Morelos (18°49' N de latitud
y 99°01' O de longitud) que se ubica en el municipio de Ayala, Morelos (Figura 1). Los
criterios para la eleccion de arboles fueron que tuvieran un diametro de tallo normal
superior a 10 cm y de 1 a 2 metros de altura y que estuvieran plantados en camellones o

banquetas.

Vicent¢ Guerrero

e

&

Escuela de Estudios
Superiores de Xalostoc

Figura 1. Ubicacion de sitios de muestreo para evaluar la incidencia y severidad de la
muerte descendente de Ficus benjamina.
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5.2 Actividades de campo

Se realiz6 un recorrido preliminar en las principales avenidas del centro de Cuautla
con ayuda de un mapa local proporcionado por la Secretaria de Turismo con la finalidad
de identificar la especie de Ficus predominante y su frecuencia. Con esto se identifico a
Ficus benjamina como la especie predominante y se determinéG muestrear todos los
arboles de la avenida Reforma, Avenida José Maria Morelos, Avenida Insurgentes,
Avenida Tetecala, Avenida Aquiles Serdan, Gabriel Tepepa, Calle Pefion, Angustias de

Calleja, Virginia Hernandez y Dr. Parres.
5.3 Variables evaluadas
5.3.1 Indice de severidad de dafio (ISD)

Se evaluaron todos los arboles de F. benjamina plantados en las avenidas antes
mencionadas y que cumplian con los criterios establecidos mediante la escala

especificada en el cuadro 2.

Cuadro 2. Escala usada para evaluar la severidad de la muerte descendente de arboles
de Ficus benjamina en el oriente del estado de Morelos, propuesta por Salas et al. (2016)

con una leve modificacion en la descripcion de los sintomas.

Clase Descripcion
0 Arbol sano, no hay evidencia de sintomas visibles.
1 Marchitez foliar evidente; se puede observar presencia de

signos. No todos los sintomas se expresan.

2 El &rbol esta visiblemente enfermo. Hay sintomas evidentes de
la enfermedad y signos presentes. Pérdida de mas de 50 % del
area foliar en un patrén progresivo.

3 Afectacion total del arbol; ausencia total de follaje; hay pérdida
y desprendimiento evidente de ramas; 75 % del tronco
afectado, la enfermedad se manifiesta con claridad. Cuerpos
fructiferos presentes.

4 Arbol completamente seco y/o podrido.
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Se realiz6 registro espacial de los arboles enfermos en la zona de muestreo y su
grado de severidad, lo que permitié visualizar patrones de avance de la enfermedad y su

incidencia en las zonas.
5.3.2 Coloracioén

Se colectaron hojas de distinta tonalidad de color y se realizaron 300 mediciones
mediante un Espectrofotdmetro X-Rite modelo 3290. La escala de color se realizdé con
base en la escala CIELAB (L, C, H).

Cuadro 3. Escala de color disefiada con base a la escala CIELAB (L, C, H) en hojas de

Ficus benjamina.

Clase Coloracién

1 Verde

2 Amarillo verdoso
3 Naranja-amarillo

5.3.3 Contenido relativo de clorofila

El contenido relativo de clorofila se determiné en las hojas de todos los arboles
mediante un SPAD marca Konica minolta, modelo SPAD-502 plus. La medicién se realiz6
directamente a pie de arbol, se cortaron 4 hojas una por cada punto cardinal, se limpiaron
previamente con papel sanita, se realizd la calibracion previa del aparato y se tomo la
lectura promedio de cuatro lecturas que el mismo SPAD calcula. Se realizé un andlisis
estadistico de correlacién de Pearson mediante el paquete estadistico SAS (Statistical
Analysis System, version 9.0), para determinar la posible correlacion entre el contenido

relativo de clorofila y el indice de severidad de dafio de la enfermedad.
5.3.4 Porcentaje de arboles plagados y enfermos

El porcentaje de arboles plagados y enfermos se obtuvo mediante la siguiente

funcion estadistica:

% de arboles enfermos o plagados= Numero de arboles afectados X 100
Total de arboles muestreados
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En el caso donde el patdgeno o plaga presente era mas de uno, se tomé en cuenta

el de mayor frecuencia.

5.4 Colecta de muestras

En las diferentes areas donde se evalud la incidencia y severidad de la
enfermedad, se colectaron muestras de ramas de arboles de F. benjamina con sintomas
caracteristicos de muerte descendente, marchitez y/o perdida de follaje. Estas fueron
colocadas en bolsas de polietileno y etiquetadas con el sitio y arbol muestreado, las
cuales, se colocaron en una hielera para transportarse al laboratorio de Fitopatologia de
la EESUX-UAEM, donde se almacenaron en refrigeracion para su posterior proceso. En
total se colectaron 50 muestras de ramas con sintomas caracteristicos de muerte

descendente
5.5 Obtencion de aislados

De las ramas colectadas se lavaron con agua corriente, posteriormente se cortaron
para identificar la zona de avance de la enfermedad. Se realizaron fracciones de 5 mm?
aproximadamente de dicha zona y fueron desinfestados con hipoclorito de sodio al 1 %
durante dos minutos, se lavaron con agua destilada estéril dos veces y se secaron en
sanitas previamente esterilizadas. Posteriormente se colocaron 4 fracciones en una caja
Petri con medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA). Las cajas se incubaron a 28 £ 1 °C

por 48 horas hasta observar crecimiento (Mendoza, 1999).

También se realizaron cadmaras humedas de las muestras colectadas y se
incubaron en el laboratorio durante 8 dias a temperatura ambiente, hasta observar
crecimiento fungoso. Se tomé una muestra de micelio con una aguja de diseccion
flameada y se transfirié a una caja Petri con medio de cultivo PDA. Las cajas Petri fueron
selladas con Parafilm® para evitar contaminacién y se incubaron a temperatura ambiente

para favorecer el crecimiento del hongo.

Los aislados obtenidos se purificaron por técnica de punta de hifa y se incubaron

en las mismas condiciones hasta que se observé micelio y/o estructuras de reproduccion
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para su posterior identificacion. Estos mismos aislados fueron purificados por segunda

ocasion por la técnica de cultivos monosporicos en medio PDA.
5.6 Pruebas de patogenicidad
5.6.1 Inoculo

Una vez obtenidos los cultivos monosporicos se procedio a sembrar en cajas Petri
con medio de cultivo PDA y se incubo a 28 °C hasta que el micelio cubri6 totalmente la

caja. Para realizar la inoculacion se utilizé una cepa de 5 dias de edad.
5.6.2 Inoculacion

Con la finalidad de evaluar la patogenicidad de las sepas aisladas, se inocularon
10 arboles de F. benjamina sanos procedentes de vivero de siete meses de edad y de 40

a 50 cm de altura.

La inoculacion se efectué en ramas de la parte media del arbol. Después de haber
desinfestado la zona con hipoclorito de sodio al 1 %, la corteza se separd con un bisturi
aséptico, abarcando un area de 10 mm cuadrados; con una aguja de diseccion se extrajo
un cubo de medio de cultivo con micelio y se coloco en el lugar donde se retiré la corteza,
posteriormente se colocd nuevamente la corteza y se protegié la zona con algodén
humedo y un plastico adherente a manera de camara hUmeda. En el testigo la inoculacién
se hizo con PDA sin micelio. Transcurridos 45 dias se retird el plastico adherente y se
raspo superficialmente con un bisturi la porcion del tallo inoculada, a fin de demarcar y

medir con un vernier el avance lineal del patégeno (Rondoén et al., 1991).
5.6.3 Reaislamiento

Se tomaron fragmentos de la zona de avance de la enfermedad, fueron
desinfestados con hipoclorito de sodio al 1% por un minuto, se lavaron dos veces con
agua destilada estéril y fueron secados en papel sanita durante 15 min. Una vez secos
se colocaron 4 trocitos en cajas Petri con medio de cultivo PDA. Las cajas Petri fueron

selladas con Parafiim® para evitar contaminacién y se incubaron a 28 °C por 48 horas.
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Las caracteristicas macro y micro de las colonias fueron comparadas con los cultivos

monosporicos iniciales.
5.7 Identificacion morfoldgica

Los aislamientos se identificaron morfolégicamente con base en el color, forma de
la colonia, crecimiento del micelio, estructuras reproductivas y dimensiones de conidios
con apoyo de articulos cientificos, ilustraciones y fotografias. Asi mismo con el apoyo de
claves taxondmicas y descripciones morfolégicas de Barnett y Hunter (1998) y Burgess
et al. (2006).

5.8 Identificacién molecular

La identificacién por métodos moleculares se llevé a cabo en el Laboratorio de
Microbiologia Molecular y Biotecnologia Ambiental de la Facultad de Ciencias Quimico-

Biolégicas de la Universidad Autonoma de Guerrero.
5.8.1 Extraccion de ADN

Se utilizaron tres cultivos monosparicos de 6 dias de edad provenientes de los dos
sitios de muestreo. El DNA fue extraido mediante el kit de extraccion DNeasy Plant Mini
Kit (QIAGEN). Se tomé una muestra de aproximadamente 20 mg de cada cultivo y se
transfirié a un tubo Eppendorf donde se macerd con una punta estéril. Se adicioné 400
uL de Buffer APl y 4 uL de solucién madre de RNasa A, se mezcld vigorosamente y se
incubo la mezcla durante 10 minutos a 65 ° C, se mezclo tres veces durante la incubacion
invirtiendo el tubo. Después de la incubacion se adicionaron 130 uL de buffer P3 y se
incub6 cinco minutos sobre hielo. La mezcla se centrifugé durante cinco minutos a 14,000
rpm. Se traspaso el sobrenadante a una columna de centrifugacion QlAshredder Mini
(lila) colocada en un tubo de recoleccion de 2 mL y se centrifugé durante dos minutos a
14,000 rpm. Se transfirid6 nuevamente el sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf y se
agreg6 1.5 volumenes de Buffer AW1 al lisado limpio y se mezclé por medio de un
pipeteado, se pipetearon 650 puL de la mezcla del paso anterior en la columna de
centrifugacion DNeasy Mini colocada en un tubo de recoleccion de 2 mL y se centrifugd

durante 1 minuto a 8000 rpm y se desechd el precipitado. Se coloco la columna en un

18



nuevo tubo de recoleccion de 2 mL y se agregaron 500 pL de buffer AW2 y se centrifug6
durante un minuto a 8000 rpm. Se desecho el precipitado y se reutilizé el tubo de
recoleccion para nuevamente agregar 500 pL de buffer AW2 a la columna de
centrifugaciéon DNeasy Mini y centrifugar durante dos minutos a 14, 000 rpm para secar
la membrana. El tubo con el precipitado se deseché y se transfirié la columna de
centrifugado DNeasy Mini a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL y se le adiciono 100
pL de buffer AE directamente sobre la membrana DNeasy. Se incubd durante cinco
minutos a temperatura ambiente (15-25 ° C) y luego se centrifugé durante un minuto a
8000 rpm. EI DNA que se obtuvo en este ultimo tuvo se resguardo para realizar la PCR.
(QIAGEN, 2018).

5.8.2 Amplificacion del gen ribosomal 18S mediante PCR

Para amplificar el gen 18S ribosomal se utilizaron los iniciadores NS 1 (5'-
GTAGTCATATGCTTGTCTC-3") y Fun (5- GATCCCTAGTCGGCATAGTT-3) que
codifican para el gen nuclear ribosomal 18S. EIl volumen total de reaccion de la PCR fue
de 25 pL, utilizado para el master mix los siguientes reactivos: 2.5 pL solucion
amortiguadora (10X), 1 uL MgClI2 (50mM), 1 uL dNTP (10 mM), 1 uL cada iniciador a 10
pmol pL, 1 puL Tag polimerasa 3U/reaccion, 15.5 pL H20 mili-Q, 2 puL ADN (100 ng).
Finalizados los ciclos de la PCR, los productos se visualizaron en gel de agarosa al 1 %
con de bromuro de etidio. Asi también, se utilizé un marcador de peso molecular de 1.5
kb (GeneRuler) para calcular el tamafio de los amplicones. Los iniciadores y las

condiciones de PCR utilizados se muestran en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Condiciones de PCR utilizados para la amplificacion del gen 18S

Iniciadores  Gen Condiciones de PCR Tamarno Referencia
1 ciclo 34 ciclos Final producto
(pb)

NS1F 94°C 94°C 62°C 72°C 72°C White et al.,

18S 5 min 1min Imin 1min 7 min 1000 1990.

rARN

Fun R Klingspory
Jalal, 2006
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5.8.3 Analisis filogenético del gen 18S

Los productos de PCR del gen 18S ARNTr se enviaron a secuenciar al Instituto de
Biotecnologia de la UNAM, Campus Cuernavaca, Morelos, para lo cual emplearon un
secuenciador Applied Biosystems, modelo 3130xl. Las secuencias de nucleétidos
obtenidas de gen 18S ARNr se compararon con la base de datos del Gen Bank mediante
la herramienta BLAST algorithm (Altschul et al., 1990), servicio ofrecido por el Centro
Nacional de Informacion Biotecnoldgica (siglas en inglés NCBI). Las secuencias se
alinearon y compararon con el software bioinforméatico Mega 7.0. Para la elaboracion de

los respectivos arboles filogenéticos se utilizo el mismo software.
5.8.4 Amplificacion del gen del factor de elongacién de la traduccién 1-alfa

Para amplificar el gen de elongacion 1-alfa (EF1-a), se utilizaron los primers EF1-
728F (5°- CATCGAGAAGTTCGAGAAGG -37) y EF1-986R (5°-
TACTTGAAGGAACCCTTACC -3") (Carbone and Kohn, 1999) como lo describe Phillips
et al. (2005).

Cuadro 5. Condiciones de PCR utilizados para la amplificacion del gen de elongacion 1-
alfa (EF1-a).

Iniciadores Gen Condiciones de PCR Tamaifo Referencia
producto
1 ciclo 32 ciclos Final
(pb)
EF1-728 F 94°C 58°C 72°C 72°C 72°C Carbone and
EFl-a 1 min 40seg 1min 1min 7min 300 Kohn, 1999.
Alves et al.,
2008.

EF1-986 R
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5.8.5 Analisis filogenético del gen de elongacion l-alfa

Los productos de PCR del gen elongacion 1-alfa (EF1-a), se enviaron a secuenciar
al Instituto de Biotecnologia de la UNAM, Campus Cuernavaca, Morelos, para lo cual
emplearon un secuenciador Applied Biosystems, modelo 3130xl. Las secuencias de
nucleodtidos obtenidas de gen 1-alfa (EF1-a) se compararon con la base de datos del Gen
Bank mediante la herramienta BLAST algorithm (Altschul et al., 1990), servicio ofrecido
por el Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica (siglas en inglés NCBI). Las
secuencias se alinearon y compararon con el software bioinformatico Mega 7.0. Para la

elaboracion de los respectivos arboles filogenéticos se utilizé el mismo software.
5.9 Evaluacion de fungicidas in vitro
5.9.1 Aislados

Se evaluod el aislado obtenido de arboles de Ficus benjamina con sintomas de

muerte descendente.
5.9.2 Fungicidas

Se evaluo la efectividad biologica in vitro de tres fungicidas preventivos (contacto)

y cinco curativos (sistémico).
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Cuadro 6. Fungicidas evaluados in vitro para la inhibicion de crecimiento de Lasiodiplodia

theobromae aislado de ramas de Ficus benjamina con sintomas de muerte descendente.

Ingrediente Nombre Modo de Grupo quimico Formulacién Dosis
activo comercial accién (100 mL)
Tebuconazole Folicur® 250 Sistémico Triazoles EW 150 pL
EW 300 pL
600 pL
Cyprodinil Switch® Sistémico Anilinopyrimidinas/ WG 0.125¢
+Fludioxinil Phenylpyroles 0.25g
05¢g
Pyraclostrobin + Cabrio C® Sistémico Methoxycarbamatos/ WG 049
Boscalid Pyridinecarboxamidas 0.8 g
16g
Procloraz Sportak® 45 CE  Sistémico DMI- Imidazoles EC 0.5 mL
1mL
2mL
Difeconazole Score® 250 EC  Sitémico Triazoles EC 62.5 L
125 pL
250 pL
Captan Inter Captan® Contacto Phthalamidas WP 0.187 g
S0 ph 0.375 g
0.75g
Mancozeb Manzate® 200 Contacto Dithiocarbamatos WP 0.125¢
0.25¢g
0.50 g
Clorotalonil Trevanil® 75 ph  Contacto Cloronitrilos WP 0.125¢
0.25¢
05¢g

EW=emulsion aceite en agua, WG= Granulo dispersable

humectable.

en agua, EC= Concentrado emulsionable, WP= polvo
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5.9.3 Preparacién de medio de cultivo con fungicida

Se prepardé medio de cultivo PDA en matraces de dos litros y se esterilizd en
autoclave a 15 libras de presion durante 15 minutos, cuando el medio disminuyd su
temperatura a 50 °C aproximadamente se procedié a vaciar en matraces de 250 mL
previamente esterilizados con el fin de preparar solo 100 mL de medio con fungicida por
cada dosis. Se pesaron previamente los fungicidas en polvo y los liquidos se midieron
con una micropipeta para posteriormente mezclarlos con el medio y se vaciaron en cajas
Petri. De cada fungicida se evaluaron tres dosis, alta, media y baja, siendo la dosis media
(X) la recomendada por el formulador, la dosis alta fue 2X y la baja 2 X. Posteriormente
en cada caja petri previamente etiquetadas, se coloco en el centro un disco de 5 mm de
diametro de PDA con micelio y/o conidios del aislamiento, el cual fue obtenido de una
colonia en crecimiento activo de 8 dias de edad. Como testigo se utilizé cajas Petri con
medio de cultivo PDA sin fungicida. Se utilizd un disefio completamente al azar con 25
tratamientos y cinco repeticiones, donde la unidad experimental fue una caja Petri. El
diametro de la colonia se midié con un vernier a los tres y 10 dias después.

5.9.4 Andlisis de datos

Con el diametro de crecimiento de la colonia de cada tratamiento y la del testigo
se calculé la eficacia de inhibicién del crecimiento colonial de cada producto a través de
la férmula de Abbott (Abbott, 1925).

Dt - Dx
ET = - x 100
Dt.
ET=Eficacia de tratamiento
Dt=Diametro en el testigo
Dx=Diametro en cada tratamiento

Los datos fueron sometidos a analisis de varianza (ANOVA) usando SAS
(Statistical Analysis System, version 9.0). Las medias de cada tratamiento se compararon
utilizando la prueba no paramétrica del rango estudentizado de Tukey (HSD) con

diferencia minima significativa (P < 0.05).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Descripcion de sintomas de la enfermedad

En los arboles muestreados se observé ramas de aspecto normal, ramas con
secamiento el cual iniciaba en el apice y avanzaba hacia la base, lo cual se conoce como
muerte descendente (Figuras 2A y 2B). Estas ramas mostraron haces vasculares
necrosados (Figura 2C). En estado avanzado de muerte descendente, los arboles
presentaron sintomas de defoliacién parcial o total y secamiento parcial o total de sus
ramas (Figura 2D), lo que coincide con Varela et al. (2013) quienes describen al género
Lasiodiplodia como el agente causal de la muerte de plantas de naranjo agrio injertadas
con diferentes especies de citricos en viveros, asi como la muerte de ramas en arboles
de limén mexicano y de la pudricion del pedunculo en frutos de naranja. Por su parte
Valle et al. (2019) también reporta tres especies de dicho género causando muerte
descendente y gomosis en Lima persa. Por otro lado, Al-Sadi et al. (2013) asocian a L.
theobromae con la muerte regresiva y gomosis en mango y lima agria y mencionan
también sintoma de necrosis de raiz en palma datilera. Los resultados de Rodriguez et
al. (2010) concluyen que L. theobromae esta presente en ramas, tallos y pedunculos de
mango con sintomas de muerte descendente al igual que Ismail et al. (2012), sin
embargo, este Ultimo asocia a L. pseudotheobromae y L. egyptiacae causando el mismo

sintoma.
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Figura 2. Sintomas de muerte descendente en arboles de Ficus benjamina. A), B) Ramas
con muerte descendente. C) Haces vasculares necrosados. D) Arbol con sintoma de

secamiento y defoliacion total.
6.2 Iindice de severidad de dafio.

Con base a la evaluacion realizada y la escala de severidad utilizada, se encontro
gue el 60 % de los arboles se encuentran aparentemente sanos, 30 % se encuentran en
una escala de severidad 1, 8% en una escala de severidad 2, 1 % en una escala de

severidad 3 y un 1 % mas se encuentra totalmente dafiado o muerto, es decir en escala
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de severidad 4. Esto confirma que la incidencia de la enfermedad aun no alcanza el 50%,
sin embargo, el 39% de los arboles muestreados ya presentan algun sintoma de la
enfermedad. Estos resultados coinciden con los reportes previos de Salazar (2017), quien
menciona una alta incidencia de la enfermedad en distintas especies del género Ficus en
el estado de Morelos, sin embargo, contrario a este estudio, dicho autor asocia a la
muerte descendente a Phytophthora sp., Ganoderma sp., Verticillium sp., Fusarium spp.

y Phellinus spp.
6.3 Coloracion

De los 700 &rboles muestreados, 449 presentaron un color verde opaco y poco
luminoso, 217 un color amarillo verdoso opaco y luminoso y por ultimo 84 un color amarillo
opaco y luminoso y se obtuvieron valores de L, C, H promedios como se muestran en el

cuadro 7.

Cuadro 7. Parametros de color presentados en hojas de arboles evaluados de Ficus

benjamina.

L C H Color
naranja-amarillo,

62.49-74.33 41.36-50.45 64.56-94.99 opaco, luminoso
amarillo-verdoso,

55.63-62.44 36.14-41.2 95.02-99.73 opaco, luminoso
verde, opaco, poco

12.63-55.56 7.53-36.01 100.4-126.1 luminoso

LCH: Luminosidad, Cromaticidad, Hue.

El resultado del presente estudio concuerda con lo descrito por Garcia, et al.
(2017), quien presenta valores promedio de 42.24 a 73.90 para L, de 27.78 a 49.26 para
C,yde 97.70 a 121.36 para H, en la coloracion de frutos de limén persa, que va del tono
verde oscuro al verde amarillento en la etapa de mayor maduracion. La misma autora

menciona que los valores de luminosidad aumentaron de la calidad extra a la calidad B
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lo cual explica la tendencia a colores mas claros, en este caso el amarillo. La cromaticidad
fue en aumento al disminuir la calidad, y en contraste el tono disminuyé del verde oscuro
en la calidad extra a un amarillo verdoso en la calidad B, en limon persa. Dicha tendencia
fue la misma que se observé en hojas de Ficus benjamina ya que entre mayor era el
indice de severidad de dafio, la senescencia de la hoja aumentaba y esto provocaba la

pérdida de la coloracién verde oscuro.

6.4 Correlacion de contenido relativo de clorofila con indice de severidad de

dafno.

De manera general los datos demuestran que hay una correlacion negativa entre
el contenido relativo de clorofila y la severidad, es decir que a mayor cantidad de clorofila
menor la severidad (Cuadro 8). Aunque esta correlacion es baja, el valor de la
significancia es alta, por lo que se concluye que si hay correlacion segun datos

comparados con Solorzano et al. (2015).

Cuadro 8. Correlacion estadistica entre contenido relativo de clorofila e indice de

severidad de dafio.

Variable Ubicacion Coeficiente de Correlacion
Clorofila X Severidad Angustias de Calleja -0.62***
Clorofila X Severidad  Aquiles Serdan -0.67***
Clorofila X Severidad Dr. Parres N.S.
Clorofila X Severidad ESSUX -0.67***
Clorofila X Severidad Gabriel Tepepa -0.33**
Clorofila X Severidad Insurgentes -0.27**
Clorofila X Severidad Morelos -0.24*
Clorofila X Severidad Pefion N.S
Clorofila X Severidad Reforma -0.54***
Clorofila X Severidad Tetecala -0.35*
Clorofila X Severidad Virginia HDZ -0.56**
Clorofila X Severidad Independiente de la ubicacion  -0.44***

* *x Rk Correlacion significativa para p < 0.05, p < 0.01, p <0.0001,
respectivamente. N.S.: No significativo
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6.5 Porcentaje de arboles plagados y enfermos

Se encontré que el 100 % de los arboles estan afectados por Trips y el 39% de
estos se encuentran ademas enfermos. El trips de Ficus benjamina es un trips
relativamente grande, se asemeja y esta estrechamente relacionado al trips del laurel
cubano, Gynaikothrips ficorum. Mound et al. (1995), Mound y Marullo (1996), sugieren
gue ambas especies son nativas del sudeste asiatico y que ambos habitan agallas de las
hojas en mas de una especie de Ficus, ademas pueden coexistir en la misma agalla de
las hojas. Mound y colaboradores (1995), reportan que G. uzeli es el inductor primario de
agallas (es decir, agallas de las hojas dobladas) en F. benjamina, mientras que G. ficorum
es el inductor primario de agallas de las hojas enrolladas en Ficus microcarpa L., mientas
gue Held y Boyd (2008) mencionan que Gynaikothrips uzeli se alimenta de especies de
plantas no relacionadas con Ficus, pero F. benjamina es el unico huésped conocido en
el que G. uzeli puede completar con éxito su ciclo de vida. Por su parte Narrea et al.
(2013) confirman la alta especificidad de Gynaikothrips uzeli y G. ficorum hacia F.
benjamina y F. microcarpa, respectivamente. Por otro lado, Denmark (1967) menciona
gue Gynaikothrips ficorum es pantropical, apareciendo donde Ficus microcarpa L. esta
plantado, este es registrado desde Argelia, Canarias, Colombia, Cuba, Republica
Dominicana, Guam, Taiwan, Ecuador, India, Java, Meéxico, Nassau (Bahamas),
Nicaragua, Israel, Palestina, Panam@, Puerto Rico, El Salvador, Tailandia, Espafia, Sicilia
y los Estados Unidos. En los Estados Unidos, se registra desde California, Florida, Hawai
y Texas. Una vez que se establecio en Florida, Gynaikothrips uzeli se extendio
rapidamente en Ficus benjamina L. procedente de viveros en el sur de Florida (Held et
al., 2005). Ha sido reportado de 10 estados en los Estados Unidos continentales: Hawali,
Puerto Rico, Trinidad, México, Colombia, Argentina y Costa Rica (Cabrera et al., 2008;
Held y Boyd, 2008; Borbon y Agostini, 2011). De tal forma y considerando la amplia
distribucion de ambas especies, es muy probable que sean estas las que se encuentran

afectando los arboles de Ficus benjamina muestreados en el presente estudio.
6.6 Pruebas de patogenicidad

A los 30 dias de la inoculacién, se observé un leve amarillento en los arboles y la

formacion de picnidios en la herida realizada para la inoculacion, sin embargo, a los 45
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dias se encontrd agrietamiento de corteza y la lesion necrética en forma descendente
midi6 de 40.54 a 74.37 mm, con un promedio de 58.46 mm. La lesion no se presento en
el testigo (Figura 3A, 3C).

Figura 3. Prueba de patogenicidad realizada en arboles de Ficus benjamina. A) Lesion

en tallo B) Medicion de la lesion. C) Testigo sin lesion

Los resultados del presente estudio se asemejan a los reportados por Ismail et al.
(2012) quien menciona que seis semanas después de la inoculacion de cepas de
Lasiodiplodia en arboles de mango, observo lesiones de corteza necrdtica de color
marrén alrededor de los sitios de inoculacion que se extienden hacia arriba y hacia abajo,
lo que conduce a la marchitez y el secado de las hojas apicales y terminales, y observé
al igual que en el presente estudio agrietamiento de la corteza del tallo y estructuras
fungosas (picnidios estromaticos y micelio) en las lesiones necroéticas alrededor de los
sitios de inoculacién. EI mismo autor reporta que L. teobromae produjo una lesién de
corteza de 56.5 mm, lesién de cambium de 60.7 mm de longitud, medidas muy similares
a las obtenidas en el presente estudio. Valle et al. (2019) observo6 sintomas de clorosis
en hojas, muerte descendente de ramas primarias y secundarias, la formacion de cancros
y exudados gomosos a los 22 dias después de la inoculacion en plantas certificadas de
lima persa, confirmandose que las especies del género Lasiodiplodia son capaces de

ocasionar muerte descendente.

29



6.7 Descripcion morfologica

Del primero al tercer dia las colonias desarrollaron abundante micelio algodonoso
de color blanco-grisaceo, aéreo y de rapido crecimiento (Figura 4 A), posteriormente se
torno gris olivaceo; en el centro de la caja Petri se observé denso y de color gris oscuro
(Figura 4 B). A partir de los ocho dias el micelio se comenzo a tornar negro en toda la
caja y a partir de los 16 dias se observaron estructuras de reproduccién (Conidiomas
picnidiales) (Figuras 4 C y D). Dichas caracteristicas coinciden con lo descrito por
Sandoval et al. (2013), Alves et al. (2008) y Phillips et al. (2013).

Figura 4. Cultivo en medio PDA de Lasiod"i.plodia theobromae aislado de ramas de Ficus

benjamina con sintomas de muerte descendente. A) Crecimiento de cuatro dias. B)

Crecimiento de ocho dias. C) y D) Crecimiento de 20 dias con presencia de picnidios.
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6.8 Morfologia de estructuras reproductivas de L. theobromae

El hongo presenta conidiomas picnidiales producidos en estroma, semi-inmersos,
dispersos, simples o compuestos y en agregados; picnidios negros, piriformes y
ostiolados. Parafisos hialinos, cilindricos y aseptados de 35.55-76.97 x 1.08-2.98 um
(55.16 x 1.87 um en promedio) (Figura 5 C). Después de 20 dias, se observaron conidios
inmaduros sin septos (amerosporas) hialinos, subovoides a elipsoidales, con pared
gruesa y citoplasma granulado (Figura 5 A), con un tamafio del5.27-22.09 x 8.22-13.19
pm (18.70 x 10.86 um promedio de 100 esporas). Los conidios maduros presentaron un
septo (didimosporas) de color café oscuro, elipsoidales a ovoides, con estriaciones
longitudinales irregulares, con medidas de 17.25-24.51 x 9.22-13.98 um (20.26 x 12.30
pm promedio de 100 esporas) (Figura 5 B). Estas ultimas entran dentro del rango de
reportes previos hechos para esta especie por Alves et al. (2008), Burgess et al. (2006),
Pavlic et al. (2004) y Sandoval et al. (2013).

v o

Figura 5. Lasiodiplodia theobromae. A) Conidios inmaduros (Amerospor.s). B) Conidios

maduros (Didimosporas). C) Parafisos hialinos, aseptados. Barra de escala = 10 um.
6.9 Identificacion molecular
6.9.1 Analisis filogenético del gen 18S

Con los iniciadores utilizados NS1 y Fun se obtuvieron amplicones de 1000 pares
de bases (pb). Los resultados del BLAST confirmaron que los tres aislamientos

secuenciados MML-2, MML-3 y MML-4 con numeros de acceso en el GenBank de
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MN493113, MN493114, MN493115 respectivamente, identificaron como Lasiodiplodia

theobromae y se reveld un 99% de identidad.

Con base en esto se realizo el siguiente arbol filogenético:

MN493114 Lasiodiplodia theobromae strain MML-3
MN493113 Lasiodiplodia theobromea strain MML-2

99/ MF410288 Lasiodiplodia theobromae strain CERC 3493
MF410290 Lasiodiplodia theobromae strain CERC 3514
MF410291 Lasiodiplodia theobromae strain CERC 3516
MG646976 Lasiodiplodia theobromae strain MFLUCC 17-0581
MN493115 Lasiodiplodia theobromae strain MML-4
AB250156 Rhizopus azygosporus strain CBS 357.93

—

0.10

Figura 6. Andlisis filogenético de la subunidad ribosomal 18S de diferentes cepas de
Lasiodiplodia theobromae. La especie Rhizopus azygosporus se utilizé como grupo

externo (método Jukes-Cantor, 1969).

6.9.2 Analisis filogenético del gen enddgeno del factor de elongacion

de latraduccion 1-alfa.

Utilizando los iniciadores EF1-728F y EF1-986R, el amplicon obtenido fue de 300
pb aproximadamente lo que concuerda con lo reportado por Burgess et al. (2006). Los
resultados del BLAST confirmaron que los tres aislamientos secuenciados MML-2, MML-
3y MML-4 con numeros de acceso en el GenBank de MN433924, MN433925, MN433926

respectivamente se identificaron como Lasiodiplodia theobromae.

Con base en lo anterior, se realizo el siguiente arbol filogenético:
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i — EU673191-EU673304 Lasiodiplodia rubropurpurea strain CBS 118740
83 EU673192-EU673305 Lasiodiplodia venezuelensis strain CBS 118739
91 Ti EU673193-DQ458877 Lasiodiplodia gonubiensis strain CBS 115812

EU673190-EU673303 Lasiodiplodia crassispora strain CBS 118741

6 100 | EU673189-EF622066 Lasiodiplodia crassispora strain CBS 110492

EU673198-EF622060 Lasiodiplodia pseudotheobromae strain CBS 447.62

% 99 L EU673199-EF622057 Lasiodiplodia pseudotheobromae strain CBS 116459
MF410252-KX278115 Lasiodiplodia brasiliensis strain CERC 2284

99 | | MF410250-KP217066 Lasiodiplodia americana strain CERC 1960

91 ' MF410251-KP217067 Lasiodiplodia americana strain CERC 1961

34

73
HEU673200-EF622062 Lasiodiplodia parva strain CBS 356.59
GQ469912-GQ469903 Lasiodiplodia parva strain CMW28333

‘ NG062747-EF622064 Lasiodiplodia parva CBS 494.78
77 MN493114-MN433925 Lasiodiplodia theobromae strain MML-3
MN493115-MN433926 Lasiodiplodia theobromae strain MML-4

100 r MN493113-MN433924 Lasiodiplodia theobromae strain MML-2
MG646976-MG646984 Lasiodiplodia theobromae strain MFLUCC 17-0581
75

" MF410291-KX278154 Lasiodiplodia theobromae strain CERC 3516
1
2\-{

MF410290-KX278153 Lasiodiplodia theobromae strain CERC 3514
MF410288-KX278151 Lasiodiplodia theobromae strain CERC 3493

0.050

Figura 7. Arbol filogénetico de comparacién evolutiva obtenido a partir del andlisis de los

genes 18S ribosomal y EF-1 alfa de diferentes cepas de Lasiodiplodia theobromae.

La historia evolutiva se infirio utilizando el método Neighbor-Joining (Saitou and
Nei, 1987). El porcentaje de é&rboles replicados en los que los taxones asociados
agrupados en la prueba de arranque (1000 repeticiones) se muestran junto a las ramas
(Felsenstein, 1985). Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de
probabilidad maxima compuesta (Tamura and Kumar, 2004) y estan en las unidades del
namero de sustituciones de bases por sitio. Los analisis evolutivos se realizaron en MEGA
X (Kumar et al., 2018).

Las cepas de esta investigacion fueron comparadas con ocho cepas de
Lasiodiplodia obtenidas del Gen Bank, lo cual las agrup6 en un solo clado como
Lasiodiplodia theobromae, coincidiendo con los resultados previos para esta especie de
Alves et al. (2008) y Burgess et al. (2006).
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Entre las especies estudiadas de Lasiodiplodia, este analisis mostré que este
patogeno corresponde a L. theobromae, y que es la responsable de causar la muerte
descendente en los arboles de Ficus benjamina en el oriente del estado de Morelos.
Esam (2017) por su parte también reporta en su analisis filogenético utilizando los mismos
iniciadores a Lasiodiplodia theobromae como agente causal enfermedad de muerte en

los arboles de mango en Emiratos Arabes Unidos.
6.10 Evaluacion de fungicidas in vitro

La combinacion formulada de Cyprodinil + Fludioxinil, Mancozeb y Tebuconazole
fueron los fungicidas mas efectivos para reducir el crecimiento micelial en un 100% hasta
el tercer dia cuando el testigo lleno la caja, indistintamente de la dosis. Le siguid
Difeconazole a dosis alta con 92 % de eficacia, Captan a dosis media y alta con 90% de
eficacia. Sin embargo, en la evaluacion realizada alos 10 dias solo se mantuvo la mezcla
de Cyprodinil + Fludioxinil y el Tebuconazole con un 100% de eficacia. De manera similar,
Wang et al. (2007) encontraron que Cyprodinil + Fludioxinil, Tebuconazole y Procloraz
mostraron el mejor efecto inhibitorio del crecimiento micelial de L. theobromae aislados
de papaya. Por su parte Bester et al. (2007) reporta también al Tebuconazole como mas
efectivo in vitro. Por otro lado, Tovar et al. (2013) mencionan que Cyprodinil + Fludioxinil,
Pyraclostrobin + Boscalid, Procloraz y Tebuconazole mostraron una alta efectividad
contra L. theobromae, siendo la mezcla de Cyprodinil + Fludioxinil el fungicida mas
efectivo en la reduccion de crecimiento micelial de Lasiodiplodia theobromae in vitro. Los
resultados de esta investigacion coinciden con este ultimo reporte a excepcion de
Pyraclostrobin + Boscalid quien solo mostro una efectividad de 67, 65y 77 % a dosis
baja, media y alta respectivamente.
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Cuadro 9. Valores de la Inhibicion del crecimiento micelial in vitro de L. theobromae en

medio de cultivo PDA, mediante fungicidas que representan diferentes grupos quimicos

72 horas después de la siembra.

Diametro de colonia (mm)

. . . Grupo
Fungicida Dosis (100 mL) Media estadistico
Testigo absoluto 83 A
Clorotalonil 0.125¢ 57.036 B
Clorotalonil 0.25¢g 50.256 B
Clorotalonil 05¢ 43.06 C
Pyraclostrobin + Boscalid 08¢ 28.558 D
Pyraclostrobin + Boscalid 049 26.91 D
Captan 0.187 g 23.212 DE
Pyraclostrobin + Boscalid 1649 18.832 E
Difeconazole 62.5 uL 16.42 EF
Procloraz 1mL 9.862 GF
Procloraz 2mL 9.772 GF
Difeconazole 125 pL 9.632 GF
Procloraz 0.5mL 9.258 G
Captan 0.375¢g 7.656 G
Captan 0.75¢9 6.924 GH
Difeconazole 250 pL 6.1 GH
Mancozeb 0.125¢ 0 H
Mancozeb 0.25¢g 0 H
Mancozeb 0.50¢ 0 H
Cyprodinil+ Fludioxinil 0.125¢ 0 H
Cyprodinil+ Fludioxinil 0.25¢g 0 H
Cyprodinil+ Fludioxinil 05¢g 0 H
Tebuconazole 150 pL 0 H
Tebuconazole 300 pL 0 H
Tebuconazole 600 uL 0 H

Medidas con letras iguales entre columnas con estadisticamente iguales.
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La mezcla formulada de Cyprodinil + Fludioxinil y el Tebuconazole fueron los
fungicidas mas efectivos para reducir el crecimiento micelial tanto a los tres como a los
10 dias de incubacion. Mancozeb, Difeconazole, Captan y Procloraz mostraron alta
efectividad contra L. theobromae a los tres dias de evaluacion, sin embargo, a los 10 dias
hubo crecimiento micelial, lo cual indica la perdida de efectividad de estos funguicidas.
Por su parte Esam et al. (2017) coincide con estos resultados al reportar que
difenoconazole inhibe el crecimiento micelial y esporulacién de Lasiodiplodia theobromae
in vitro en un 77% a una concentracion alta. Ademas, sugiere que difenoconazole +
cyflufenamid es el fungicida sistémico mas eficaz inhibiendo el crecimiento de este
patogeno incluso a bajas concentraciones. Dicho fungicida no fue incluido en el presente

estudio.
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Cuadro 10. Valores de la inhibicién del crecimiento micelial in vitro de L. theobromae en

medio de cultivo PDA, mediante fungicidas que representan diferentes grupos quimicos

10 dias después de la siembra.

Diametro de colonia (mm)

Fungicida Dosis (100 mL) Media Grupo
estadistico
Testigo absoluto 83 A
Clorotalonil 0.25¢g 77.21 AB
Clorotalonil 0.125¢g 76.558 AB
Clorotalonil 05¢g 73.018 B
Captan 0.187 g 61.98 C
Captan 0.375¢g 52.12 D
Mancozeb 0.125¢g 51.578 D
Difeconazole 62.5 uL 47.894 D
Pyraclostrobin + boscalid 08¢ 47.822 D
Mancozeb 0.50¢ 37.276 E
Mancozeb 0.25¢ 36.922 E
Captan 0.75¢9 35.77 E
Pyraclostrobin + boscalid 169 31.698 E
Pyraclostrobin + boscalid 04g¢g 31.342 E
Difeconazole 125 pL 29.422 E
Procloraz 2mL 20.024 F
Procloraz 0.5mL 19.386 F
Difeconazole 250 pL 18.798 F
Procloraz 1mL 17.206 F
Cyprodinil+ fludioxinil 0.125¢ 0 G
Cyprodinil+ fludioxinil 0.25¢ 0 G
Cyprodinil+ fludioxinil 05¢g 0 G
Tebuconazole 150 pL 0 G
Tebuconazole 300 pL 0 G
Tebuconazole 600 pL 0 G

Medidas con letras iguales entre columnas con estadisticamente iguales
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7 CONCLUSIONES

La frecuencia de aislamientos, las identificacion morfolégica y molecular, analisis
filogenético y pruebas de patogenicidad confirmaron que el agente causal de la muerte
descendente de Ficus benjamina en el oriente del estado de Morelos corresponde a

Lasiodiplodia theobromae.

Con base al muestreo realizado se determind que la muerte descendente de Ficus
benjamina presenta 40% de incidencia y un indice de severidad 1 a 4 en el total de arboles

muestreados en el oriente del estado de Morelos.

La mezcla formulada de Cyprodinil + Fludioxinil y Tebuconazole fueron los
fungicidas mas efectivos para reducir el crecimiento micelial de Lasiodiplodia theobromae
in vitro en un 100%. Sin embargo, se recomienda evaluarlos en campo para confirmar su

eficacia.
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