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Resumen de la tesis que presenta Paola Alejandra Rocha Lépez como requisito parcial para la obtenciéon
del grado de Maestria en Ciencias en Ciencias de la Vida.

Aislamiento y caracterizacion de hongos patdgenos causantes de cancros en cultivos de citricos en
huertas de Hermosillo, Sonora

Resumen aprobado por:

Dra. Rufina Hernandez Martinez Dra. Luz América Cordoba Castro
Codirectora de tesis Codirectora de tesis

A nivel mundial, los hongos de la madera tienen un fuerte impacto en el rendimiento y longevidad de los
arboles de citricos, ocasionando sintomas de cancro, muerte regresiva y gomosis. Sonora es uno de los
estados con mayor produccidn de citricos en México, principalmente en la costa de Hermosillo, donde
predomina la produccion de naranjas organicas. En varias huertas se han observado sintomas relacionados
a hongos de la madera, por lo que este trabajo tuvo como objetivo: identificar a los agentes causales de
enfermedades de la madera en citricos y proponer estrategias de control. Para ello, se realizé un muestreo
de plantas sintomaticas en 42 huertas de Hermosillo, Sonora, obteniendo alrededor de 300 aislados
fungicos. Con base en su morfologia colonial, se seleccionaron 179 aislados que se caracterizaron por
amplificacion de los fragmentos de TEFla, identificando a los géneros: Lasiodiplodia, Colletotrichum,
Dothiorella y Fusarium, como los mas prevalentes. La caracterizacién morfolégica se complementd con la
observacién de las estructuras macro y microscdpicas y en algunos casos, por la medicidn de esporas.
Adicionalmente, se realizd la caracterizacion molecular de 75 aislados con la secuenciacidn de fragmentos
de ITS. Las principales especies identificadas fueron: Lasiodiplodia iraniensis, L. subglobosa vy
Colletotrichum gloeosporioides. Con base en la identificacion molecular y morfoldgica, se seleccionaron 32
cepas para evaluar su patogenia en darboles de naranja. Las especies de Lasiodiplodia iraniensis y L.
subglobosa fueron las mas virulentas, capaces de causar gomosis al quinto dia y marchitamiento a los 15
dias post-infeccidon. Finalmente, para evaluar estrategias de control, se seleccionaron las cuatro cepas mas
virulentas para hacer ensayos in vitro con fungicidas y organismos de control bioldgico. Los ensayos
permitieron la seleccidn de los fungicidas Proud y Switch, una cepa de Bacillus amyloliquefaciens, tres de
Trichoderma asperellum y una de Chaetomium megalocarpum. Este trabajo contribuye al conocimiento
de los agentes causales de enfermedades de la madera en la costa de Hermosillo y sirve como base para
establecer estrategias para su control.

Palabras clave: hongos de la madera, gomosis, naranja, control biolégico.



Abstract of the thesis presented by Paola Alejandra Rocha Lépez as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Science. of Life.

Isolation and characterization of pathogenic fungi that cause wood cankers in citrus crops in orchards
in Hermosillo, Sonora.

Abstract approved by:

Dra. Rufina Hernandez Martinez Dra. Luz América Cordoba Castro
Thesis Co-director Thesis Co-director

Globally, wood fungi have a negative impact on the fitness and longevity of citrus trees, causing symptoms
such as canker, dieback, and gummosis. Sonora is one of the states with the highest citrus production in
Mexico, mainly along the coast of Hermosillo, where organic orange production predominates. Symptoms
related to trunk diseases fungi have been observed in several orchards, so the aim of this study was to
identify the causal agents of wood diseases in citrus and propose control strategies. To achieve this,
symptomatic plants were sampled in 42 orchards in Hermosillo, Sonora, yielding around 300 fungal
isolates. Based on their colonial morphology, 179 isolates were selected for characterization through the
amplification of TEFla fragments, identifying the genera: Lasiodiplodia, Colletotrichum, Dothiorella, and
Fusarium as the most prevalent. Morphological characterization was complemented by the observation
of macro and microscopic structures and, in some cases, spore measurements. Additionally, molecular
characterization of 75 isolates was conducted through ITS fragment sequencing. The main species
identified were: Lasiodiplodia iraniensis, L. subglobosa and Colletotrichum gloeosporioides. Based on
molecular and morphological identification, 32 strains from the Botryosphaeriaceae were selected to
evaluate their pathogenicity on orange trees. The species L. iraniensis and L. subglobosa were the most
virulent, capable of causing gummaosis by the fifth day and wilting by the fifteenth day post-infection.
Finally, to evaluate control strategies, the four most virulent strains were selected for in vitro trials with
fungicides and biological control agents. The trials led to selecting the fungicides Proud and Switch, one
strain of Bacillus amyloliquefaciens, three of Trichoderma asperellum, and one of Chaetomium
megalocarpum. This work contributes to the understanding of the causal agents of wood diseases along
the coast of Hermosillo and serves as a basis for establishing control strategies.

Keywords: trunk diseases fungi, gummaosis, orange, biological control.
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Capitulo 1. Introduccidn

El género Citrus, cominmente conocido como el grupo de los citricos, pertenece a la familia Rutaceae, el
cual comprende algunas de las especies de grandes arbustos perennes frutales de mayor relevancia
econdmica mundial (Stampella et al., 2014). Sus frutos se caracterizan por su contenido en vitamina C y
acido citrico, lo que les concede un sabor acido. Los citricos se encuentran conformados por tres especies
principales, y de estos se derivan una gran variedad de hibridos, nombrados de acuerdo con la regién en
la que se cultiven (Klein, 2014). Estas especies son Citrus medica (limones), C. maxima (pomelo) y C.

reticulata (mandarinas, clementinas y tangerinas).

Los frutos mas comercializados en el mundo de la citricultura son el limdn (Citrus x limon), 1a naranja (C.
sinensis), la lima (Citrus x aurantifolia) y la toronja (Citrus x paradisi). En México, los citricos son un
producto bdasico, pues ademads de formar parte de la dieta de la poblacién, son muy importantes en la
generacion de empleos. De acuerdo con el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria (2022), el pais se ubica en la cuarta posicidon en el mundo en la produccién de citricos; el
12% se destina a la venta a otros paises o al mercado de exportacion, y el 88% restante para el consumo

interno.

En los ultimos afios se han observado arboles con muerte regresiva, es decir, ramas muertas de las puntas
hacia abajo, en huertas de citricos del estado de Sonora. Las ramas pueden presentar cancros y gomosis,
lo que perjudica el crecimiento y desarrollo de las plantas. Esto se traduce en la disminucién en el valor de
los productos que se comercializan para la exportacion a otros paises, pues influyen en la cantidad de los

frutos.

En estudios hechos en otros paises, se han caracterizado hongos patégenos de la madera asociados a este
tipo de sintomas, como los pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae (Adesemoye et al., 2013;
Piattino et al., 2024). Estos han demostrado ser virulentos, ocasionando lesiones en la madera e
interfiriendo en el flujo de nutrientes en la planta, lo cual afecta el desarrollo de la planta y la cosecha de
los frutos. En la actualidad, se cuentan con registros de agentes asociados a enfermedades de la madera
que afectan a los citricos en México (Valle et al., 2019; Polanco et al., 2020), pero no se han reportado en

el estado de Sonora.

Por ello, este trabajo tiene como objetivo principal caracterizar a los agentes fungicos causantes de

muertes de ramas en las huertas de Hermosillo, para entender el comportamiento que tienen en las
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plantas de citricos y los dafios que estos causan. Del mismo modo, se evalian medidas para controlar a los

hongos patdgenos.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Generalidades de los citricos

El género Citrus comprende a las especies de arbustos grandes perennes (entre 5y 15 metros de altura) y
pertenece a la familia de las rutaceas. Se cultivan mayormente en regiones tropicales y subtropicales, con
un amplio rango de temperatura de 10°C hasta 39 °C, es decir, tienen una alta capacidad de adaptacién a
condiciones climaticas, lo que les permite ser cultivados en varias regiones del mundo (Gonzalez y Tullo,

2019).

Una caracteristica principal de este género de plantas es su fruto, el cual es un hesperidio; una baya
modificada, carnosay con cubierta endurecida. Los frutos son un producto muy versatil y se comercializan
en distintas presentaciones: frescos, jugo, aceite, cascara y puré. Se distinguen por su alto contenido de
acido citrico, el cual es un componente utilizado en la industria farmacéutica como digestivo (WHOCC,

2023).

1.1.2 Produccién en el sector citricola

De acuerdo con la FAOSTAT (2019), se tienen destinadas 9,898,643 hectdreas para la produccion citricola
en el mundo, de las cuales, 641,899 ha le corresponden a México, es decir, casi el 7% de la produccion
total, lo que lo posiciona en el quinto lugar a nivel mundial en la produccién de citricos. Entre la diversidad
de estos frutos, el pais ocupa el segundo lugar en la exportacién de lima y limén, aportando alrededor de

un 13% del porcentaje a mundial (SENASICA, 2022).

En México, los citricos constituyen un producto base por su alto consumo en la dieta diaria de la poblacion.
La zona productora del pais comprende a 28 entidades federativas; Sonora se ubica entre los 10 estados
con mayor produccién de citricos de la republica, con mas de 101,000 toneladas producidas en el 2021,
predominando la producciéon de naranja, el citrico que mas se produce y que mds consumen los mexicanos

(SENASICA, 2022).



1.1.3 Enfermedades de los citricos en México

Las enfermedades que afectan a los citricos alteran la apariencia de las plantas, su fisiologia y calidad. Esto
influye en el proceso de cosecha, pues cuando estas enfermedades se encuentran en condiciones
favorables para su propagacién, las plantas pierden su valor implicando, pérdidas econémicas para los
agricultores. Entre las principales enfermedades de estas afectaciones, se encuentra el Virus de la Tristeza
de los Citricos (CTV, por sus siglas en inglés), el ahogamiento o “damping-off’ y el Huanglongbing (Saenz,

et al. 2019).

El Virus de la Tristeza de los Citricos (CTV) es causado por el patégeno de cadena sencilla de ARN,
Closterovirus, el cual es transmitido por afidos de forma semipersistente como Toxoptera citricida (Yokomi
et al., 1994, como se citd en Rivas et al., 2017). El CTV se encuentra en casi todas las zonas citricolas en el
mundo, y se ha reportado en al menos, mas de 15 estados de la republica mexicana. El virus se ha
presentado mayormente en el estado de Veracruz en plantas de limén, en conjunto con un reporte mas
reciente en Yucatan de marzo de 2023 en plantas de naranjo agrio (INIFAP, 2023). EI CTV ocasiona sintomas
en combinaciones de injertos y porta injertos de frutos, como la clorosis en las hojas, disminucion del
follaje, y posteriormente, el decaimiento de la planta (tristeza). Esto provoca un menor florecimiento, vy,

por consiguiente, una disminucion en el volumen y calidad de los frutos.

Por otro lado, el ahogamiento, también conocido como “damping-off’, es una enfermedad que ataca
durante el proceso de germinacién de las plantas y es causado por patdégenos de suelo como Rhizoctonia
solani, Phytophthora spp. y Pythium spp. Estos afectan a plantulas jovenes y semillas en germinacidn, y se
mueven de suelos contaminados a otros libres de patégenos por medio de herramientas de poda
infectadas, los extremos de mangueras, por el contacto de las manos de los trabajadores y el agua
(Mercure, 2019). Los sintomas provocados por estos patdgenos de suelo son la coloracidn amarilla en las
puntas de las hojas y su marchitez, terminando con la muerte de las plantulas (Medrano y Ortuiio, 2007).
Esta enfermedad afecta principalmente la produccion de limén en el pais; su severidad radica en que mata

a los cultivos desde su etapa de plantula.

El Huanglongbing (HLB) es una enfermedad en los citricos ocasionada por la bacteria Candidatus
liberibacter, la cual es transmitida por el vector Diaphorina citri (a corta distancia) o por material de
propagacion infectado, como yemas, ramillas o plantas enfermas (transmisién a otros territorios). El HLB
provoca manchas amarillas foliares y retraso del crecimiento de plantas en desarrollo debido a problemas

en la traslocacion de asimilados en las plantas, ocasionando eventualmente una deformacién en los frutos
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(Robles et al., 2013). Esta plaga es relevante debido a su expansién a nivel mundial, alcanzando una
incidencia de arboles sintomaticos del 100% en China y del 90% en México. Debido a esta enfermedad, el
limén mexicano ha sufrido pérdidas productivas a nivel mundial del 62% (Robles-Gonzélez et al., 2013). La
mayoria de estas enfermedades en cultivos de citricos en México se han concentrado en las dreas noreste,
centro y sur. Por ello, es importante realizar diagndsticos sobre los casos emergentes que se han
presentado en los Ultimos afos en el drea noroeste, los cuales difieren de las caracteristicas que estas

enfermedades presentan.

1.1.4 Enfermedades por hongos de la madera

Los hongos de la madera son patdgenos oportunistas que entran por heridas en el tejido lefioso de las
plantas, por causas de poda o insectos. En condiciones favorables de temperatura y humedad, estos se
establecen en el sistema vascular de la planta, generando la pudricién y muerte prematura de las células
del tejido (Apablaza, 2022). Entre los sintomas que mas se presentan en estas infecciones flngicas, estan
los cancros, la marchitez, la muerte regresiva y la gomosis, lo que conlleva a un menor rendimiento de
frutos. La familia Botryosphaeriaceae se distingue por causar sintomas de cancros, gomosis y muerte
regresiva. Se encuentra conformada por 23 géneros de hongos que inducen enfermedades en plantas,
especialmente cuando se encuentran bajo estrés o con heridas que facilitan su infeccién (Slippers et al.,
2017). Los géneros que se destacan por contar con un amplio rango de hospedantes, y con una distribucion
geografica mundial son: Diplodia, Dothiorella, Lasiodiplodia y Neofusicoccum. Estos agentes fitopatdgenos
cuentan con la capacidad de migrar entre hospedantes, lo que facilita su propagacidn, resultando en una
gran amenaza para los cultivos, pues al estar en condiciones favorables de temperatura, se vuelven mas

agresivos (Piskur et al., 2011).

Al-Sadi et al. (2014) realizaron una evaluacion en 166 huertas en Oman donde observaron sintomas de
muerte regresiva y gomosis en drboles de lima acida y lima dulce, en la cual identificaron a las especies de
Lasiodiplodia hormozganensis, L. theobromae y Fusarium solani como las mas comunes. Posteriormente
Mayorquin et al. (2016) realizaron una recolecciéon de ramas en campos de arboles de limoén en el estado
de California que mostraban sintomas de cancro y muerte regresiva, los cuales fueron asociados a las
especies Neoscytalidium hyalinum, Eutypella citricola, y E. microtheca. Posteriormente, Espargham et al.
(2020) observaron sintomas de cancro y muerte regresiva en ramas de arbol de lima acida en Iran, y al
hacer los aislamientos y caracterizacién, identificaron a las especies Dothiorella viticola, Lasiodiplodia

theobromae, Neoscytalidium hyalinum, Phaeoacremonium parasiticum (y otras), Cadophora luteo-
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olivacea, Colletotrichum gloeosporioides y Fusarium spp. Entre ellos, L. theobromae fue la mas virulenta.

En estudios realizados en México muestran que, en el estado de Morelos, Valle et al. (2019) aislaron las
especies de Lasiodiplodia theobromae, L. pseudotheobromae y L. citricola, causando sintomas de cancros,
gomosis y muerte regresiva en cultivos de lima persa. Posteriormente, Polanco et al., (2020) reportaron la
presencia de los hongos L. theobromae, Fomitopsis meliae y Eutypella citricola en plantas de naranjo dulce
que presentaban muerte regresiva, y al aislarlos e inocularlos en plantas en invernadero, volvieron a

observar muerte regresiva, ademas de marchitez y lesiones necréticas en las plantas inoculadas.

En los estados de Veracruz y Puebla, Bautista-Cruz et al. (2019) obtuvieron 60 aislados de ramas con
sintomas de gomosis y cancros en la madera de limdén persa, de especies del hongo de Lasiodiplodia: L.
pseudotheobromae, L. theobromae, L. brasilense, L. subglobosa, L. citricola y L. iraniensis. Realizaron
inoculaciones con discos de micelio de estos aislados en ramas de plantas de limén persa, donde
observaron sintomas de gomosis y lesiones necrdticas a los 30 dias de haberlas inoculado, siendo L.
iraniensis y L. subglobosa, seguido de L. pseudotheobromae y L. theobromae, las que causaron la mayor
lesion interna promedio. Este trabajo reveld el grado de virulencia de estas cepas de Lasiodiplodia en
plantas de limdn; este género ya se ha reportado como uno de los hongos mas virulentos de la familia

Botryosphaeriaceae (Belair et al. 2023).

Para el afio 2020, Polanco et al., realizaron un muestreo en arboles de naranjo dulce de ramas con
sintomas de muerte regresiva y con areas necrdticas en huertas de Nuevo Ledn y Tamaulipas. En este
muestreo dirigido aislaron los hongos Fomitopsis meliae, Lasiodiplodia theobromae y Eutypella citricola.
Realizaron ensayos de patogenicidad inoculando discos miceliales en plantas de naranjo dulce de estos
aislados. Los indculos de F. meliae demostraron ser los mas agresivos, ocasionando sintomas de marchitez
y necrosis a solo cuatro dias de haber hecho la inoculacidn, y provocando lesiones necrdticas exteriores

de entre 9.5y 29 cm de largo a los 32 dias.

En general, las enfermedades por hongos de la madera han demostrado ser un problema para el sector
agricola, afectando el desarrollo de los cultivos de citricos no solo en México, sino en todo el mundo. En
especial los hongos que pertenecen a la familia Botryosphaeriaceae, debido al incremento de reportes en
los ultimos afios y su alto grado de virulencia. De igual manera, numerosas especies de esta familia no han
demostrado tener una especificidad en el rango de hospedantes, lo que representa un problema para los

cultivos de citricos a nivel mundial.
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La mayoria de los estudios de estas enfermedades en cultivos de citricos en México se han concentrado
en las dreas noreste, centro y sur (Valle et al., 2019; Bautista et al., 2019; Polanco et al., 2020). Por ello, es
importante realizar diagndsticos sobre los casos emergentes que se han presentado en los ultimos afios
en el drea noroeste, pues difiere en las caracteristicas climaticas y destaca por tener una produccion de

cultivos organicos.

1.2 Justificacion

La citricultura representa un alto porcentaje de ingresos para el pais, su exportacién forma parte de una
de las actividades econdmicas mas importantes en el sector agricola, ademds de generar una fuente
importante de empleos. En los Ultimos afios, se han detectado plantas con sintomas de muerte regresiva
en huertas en Hermosillo, muy probablemente ocasionado por hongos patégenos de la madera. Dado que
no se cuentan con estudios de hongos de la madera en el drea noroeste, y al ser Sonora uno de los estados
con mayor produccién de citricos en el pais, especialmente de naranja, se propone caracterizar a los
agentes causales de la muerte regresiva de los citricos en huertas de este Estado.

1.3 Hipétesis

Considerando las condiciones de altas temperaturas y bajas precipitaciones en el estado de Sonora, los

agentes causales de muerte regresiva en las huertas de citricos de la costa de Hermosillo, son diferentes a

las especies de hongos encontrados en otras regiones de México.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Identificar a los agentes causales de enfermedades de la madera en citricos de Hermosillo, Sonora.

1.4.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar morfolégica y molecularmente los hongos aislados de madera de citricos.



2. Estimar la virulencia de hongos de la madera seleccionados en arboles de citricos.

3. Buscar estrategias de control para hongos de la madera de citricos.



Capitulo 2. Metodologia

2.1 Diagrama de flujo del presente estudio

A continuacion, se presenta en la Figura 1 el diagrama de flujo de la metodologia general que se siguid

para el trabajo.

Procesamiento Seleccidn de
Muestreo i i —
de muestras Aislamientos —
Ensayos de Ensayos de Caracterizacion Caracterizacion
patogenicidad temperatura morfoldgica molecular

Ensayos de Fungicidas J Analisis de
con'FroI in A‘ resultados
vitro BCAs

Figura 1. Diagrama de flujo de la metodologia general del presente estudio.

2.2 Recolecta y procesamiento de muestras

Para realizar este muestreo, se seleccionaron 42 huertas distribuidas en toda la costa de Hermosillo. Se
tomaron muestras en 58 puntos (Figura 2). Para cada punto, se hizo una colecta de 5 a 10 ramas de 15 cm
de largo aproximadamente, que presentaban sintomas de cancros o gomosis (Figura 3) y se guardaron en

bolsas de papel.

Las bolsas fueron etiquetadas con el nombre de la huerta de procedencia, las coordenadas geograficas, el
hospedante (naranja, toronja, limén o mandarina), el nombre del recolector y el nimero de muestra. La
mayoria de las huertas donde se hizo la recolecta de las ramas, fueron de naranja, seguido del resto de los
diferentes cultivos. Las muestras se mantuvieron en una hielera durante su traslado al Laboratorio de

Fitopatologia del CICESE para su posterior evaluacion.



-

“; Hospedante:

|

| @ Naranja (42)
\Q Toronja (2)
@® Limodn (2)
: ._)andarina (2)

B Hermosillo, Sonora

Figura 2. Ubicacion de las 42 huertas de donde se tomaron muestras en la costa de Hermosillo. Los colores indican
el tipo de arbol (naranja, toronja, limén o mandarina) de donde se colectaron las ramas.

ek D54 ¢ . 1%
R AR i )

Figura 3. Sintomatologia observada en arboles de huertas en la costa de Hermosillo. A. Muerte regresiva. B. Gomosis.
C, D. Cancros.
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2.3 Aislamiento de hongos de la madera

2.3.1 Observacion de sintomas en las ramas

En las muestras recibidas, se observaron en las ramas sintomas de cancro, gomosis, necrosis, entre otros
(Figura 4). De igual manera, se realizé registro de los 58 puntos muestreados y de las huertas a las que

pertenecian.

2.3.2 Aislamientos fungicos

Una vez identificadas las partes de las ramas con sintomas, se cortaron con tijeras de jardineria en trozos
de 0.5 cm de largo, se les retird la corteza y se reservaron en cajas Petri (por cada punto de muestreo).
Para esterilizar superficialmente los trozos de madera, se sumergieron en alcohol y se pasaron
rapidamente por la flama de un mechero Bunsen. Después, se colocaron 5 trozos de forma equidistante
por placa Petri de 9 cm de didmetro, con medio Papa Dextrosa Agar (PDA) casero (Anexo A) suplementado

con cloranfenicol (15 mg/mL).

Las cajas Petri se mantuvieron en una incubadora bajo condiciones de oscuridad a una temperatura de 30
°C y se revisaron diariamente para observar si habia crecimiento de micelio. Las cajas en donde no se
observé crecimiento micelial después de los 15 dias, se descartaron. Para la obtencidn de cultivos puros -
del micelio observado-, se recuperaron puntas de hifas con la ayuda de palillos de dientes estériles, y se
inocularon en el centro de cajas Petri nuevas con medio PDA casero adicionado con cloranfenicol. De todos
los cultivos puros se hicieron resguardos en microtubos de 2 ml con medio de PDA y se mantuvieron en

refrigeracion a -4°C.

2.4 Caracterizacion morfoldgica inicial

De cada punto de muestreo se recuperaron solamente cepas que presentaban caracteristicas morfoldgicas
similares a hongos de la madera, de acuerdo con su morfologia colonial y en algunos, de sus esporas. Las
cepas que se consideraron contaminantes, tales como Penicillium y Alternaria se descartaron. El resto de

las cepas se mantuvieron en resguardo.



Figura 4. Sintomas mas comunes observados en las ramas de plantas de citricos que llegaron al Laboratorio de
Fitopatologia para la obtencién de hongos. A. Cancros. B. Gomosis. C. Lesidon necrdtica y gomosis. D. Herida por
insecto.

2.5 Caracterizacion molecular

2.5.1 Extraccion de ADN

Para la obtencidn del micelio de las cepas seleccionadas, se inoculd cada uno de los hongos en tubos de
50 ml conteniendo 20 ml de medio de cultivo liquido PDB (caldo papa dextrosa) y se mantuvieron en
agitaciéon constante a 200 rpm por 2 a 3 dias a 28 °C. Transcurrido este tiempo, se sacaron los tubos del
agitador orbital. Para recuperar el micelio, se decantd el medio de cultivo liquido de los tubos, se pasaron

los micelios a microtubos de 1.5 ml y se guardaron en congelacién hasta su procesamiento.

Para la extraccidn de ADN, el micelio congelado se descongeld y se macerd utilizando pistilos de
polipropileno estériles, perlas de vidrio y un taladro. Una vez triturado, se siguié el protocolo de CTAB

(Wagner et al., 1987) con modificaciones (Anexo B).
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2.5.2 Amplificacién y secuenciacién para identificacion de hongos

Para las amplificaciones por PCR del factor de elongacion TEF-1a se utilizaron los oligonucledétidos EF1-
688F (5'-CGGTCACTTGATCTACAAGTGC-3') y EF1-1251R (5'-CCTCGAACTCACCAGTACCG-3'). Las reacciones
de amplificacidn se realizaron en un termociclador Bio-rad T-100 con un ciclo inicial de 95 °C por 3 minutos,
seguido de 35 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 s, y 72 °C durante 1 minuto, concluyendo con
un ciclo final de 72 °C por 10 minutos. Una vez observados en el gel de electroforesis, se procedié a
purificar los productos utilizando un protocolo de purificacién casero (Anexo C). Los productos purificados

fueron enviados para su secuenciacién a la compafiia Eton Bioscience Inc.

Con las secuencias obtenidas del TEF-1a, se hizo un andlisis de BLAST en la base de datos de The National
Center for Biotechnology Information (NCBI). Esto sirvid para obtener las secuencias de especies de hongos
cercanas y seleccionar cepas para realizar amplificaciones usando el marcador para la regién de ITS. Los
oligonucledtidos usados para amplificar ITS fueron ITS-1 (57) e ITS-4 (5°) (White et al. 1990). Las reacciones

de amplificacidn se realizaron en un termociclador Bio-rad T-100 como se describié con el otro marcador.

2.5.3 Andlisis filogenético

Una vez obtenidas las secuencias de los hongos seleccionados con ambos marcadores, se hizo un anilisis
concatenado de las secuencias y se realizé un alineamiento multiple usando ClustalW con parametros por

defecto, para hacer un andlisis filogenético utilizando el software MEGA-X.

2.6 Caracterizacion morfologica

2.6.1 Crecimiento en medios de cultivo PDA y MEA

Las cepas seleccionadas a partir del analisis filogenético se crecieron en medios de cultivo de PDA y agar
extracto de malta (MEA) para observar las diferencias en el crecimiento de los hongos. Se crecieron las
cepas en medio de cultivo PDA durante 5 dias a 28 °C, después se tomaron discos de micelio de 5 mm de
cada una y se colocaron en el centro de cajas Petri con los medios correspondientes. Las placas se

incubaron a 28 °C hasta que los hongos completaron su crecimiento en la caja.



13

2.6.2 Observacién de estructuras macroscépicas y microscdopicas

Para la caracterizacion morfoldgica de los hongos, los aislados de la familia Botryosphaeriaceae se
inocularon en medio de cultivo PDA con trozos de madera de naranjo o aciculas de pino estériles colocados
sobre el medio de cultivo previamente vaciado en las cajas Petri, para inducir la produccién de picnidios.
Las cajas se mantuvieron en la incubadora en condiciones de oscuridad a 28 °C por 7 dias, transcurrido
este tiempo, se mantuvieron bajo luz natural hasta observar los picnidios. Los picnidios maduros se
tomaron con ayuda de un palillo de dientes estéril, se colocaron en un portaobjetos con una gota de KOH
al 10%. Encima de ello se colocd una cinta adhesiva transparente y se realizé una ligera presién con el dedo

pulgar para liberar las conidiosporas.

La observacion de las estructuras microscépicas se hizo en un microscopio invertido Axiovert 200 Zeiss en
campo claro, se tomaron fotografias con una cdmara Rising View Rc y se procesaron usando el software
AxioVision ver. 4.70, colocando las escalas microscdpicas. Posteriormente, se realizaron las mediciones de
las dimensiones de las esporas formadas por aislados seleccionados. Se utilizo la aplicacidon de Imagel para
tomar las medidas de la longitud y el ancho de las esporas. En una tabla se colocaron por cepas, las tallas
mayores y menores registradas por los conidios, el valor que mds se repitié de estas medidas (moda), el

promedio y la desviacion estandar.

2.6.3 Ensayos de temperatura

Para evaluar la temperatura éptima de crecimiento de las cepas de la familia Botryosphaeriaceae, se
seleccionaron cepas de los hongos con mayor incidencia en las huertas de Hermosillo. Consistieron en
colocar un disco de micelio de 5 mm de cada hongo en el borde de una caja Petri con medio PDA y sellarlas
con cinta. Las placas inoculadas se expusieron a temperaturas de 25 °C, 28 °C, 30 °C, 35 °C, 37 °Cy 40 °C.
Los ensayos se realizaron por triplicado para cada cepa. Las cajas se monitorearon diariamente hasta
observar que el crecimiento de los hongos completara la caja, dando por terminado el ensayo. Una vez
retiradas de las incubadoras, se aplicé la ecuacion 1, utilizada por Rangel et al (2021) para estimar la tasa

de crecimiento de mm-dia™.

_ (Rf—Ri)

= 1
TC= )

Donde: TC = tasa de crecimiento, Rf = radio final, Ri = radio inicial, Tf = tiempo final y Ti = tiempo inicial.
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2.7 Ensayos de patogenicidad

Para realizar los ensayos de patogenia de cepas seleccionadas, se utilizaron plantas de naranja valencia de
2 afios. Primero, se pusieron a crecer las cepas en medio de cultivo PDA durante 5 dias a 28 °C. Transcurrido
este tiempo, se obtuvieron discos de micelio de 5 mm de didmetro para inocularlas en las ramas de al

menos 15 cm de largo (Figura 5).

Para ello, a las ramas se les realizé una herida mecanica de 5 mm de profundidad con un taladro, utilizando
una broca de 3 mm. En esa herida se colocé un disco de micelio y se cubrié con Parafilm. Se hicieron 10
réplicas por cada cepa y se monitored el progreso de los sintomas a 7, 14, 30, 60 y 90 dias. Como control
negativo, se inocularon ramas con discos de medio PDA, siguiendo el mismo protocolo que con los discos

de micelio.

3 .
e B

P - ’ v

LAY

Figura 5. Procedimiento para la inoculacidn de los hongos seleccionados en las ramas. A. Herida mecanica hecha con
taladro. B. Inoculacion del hongo usando discos de micelio colocados en las heridas provocadas con el taladro. C.
Cubrimiento de la herida con Parafilm.

Las plantas se mantuvieron en condiciones de invernadero sin control de temperatura, bajo un disefio
totalmente al azar. Al finalizar el experimento se evalud el tamafio de la lesion y la presencia de sintomas
de (gomosis, cancro y marchitamiento). El tamafio de la lesidon se comparé usando un analisis estadistico
con la prueba de Tukey en el programa de RStudio para realizar una comparacidn entre los diferentes

tratamientos.



15

2.8 Ensayos de control de hongos seleccionados

2.8.1 Ensayos in vitro usando productos comerciales quimicos y organicos

Para evaluar estrategias de control, se realizaron ensayos in vitro con fungicidas quimicos y organicos
contra las cepas que demostraron ser las mas virulentas en los ensayos de patogenicidad. En la Tabla 1 se
indican los productos evaluados y las concentraciones empleadas. Para ello, se hicieron medios
envenenados consistentes en una combinacién de medio PDAy la concentracidn sugerida por el fabricante
de cada producto. Una vez solidificado el medio, se sembré un disco de micelio del hongo seleccionado en

el centro de la caja y se evalud su crecimiento.

Como control, se sembrd un disco de micelio de las cepas patdgenas en medio de PDA sin tratamiento. De
cada cepa se hicieron tres réplicas para poder obtener un promedio de la inhibicién de cada cepa. Se
realizaron mediciones a los 4 y 5 dias del crecimiento de las hifas para estimar la inhibicién de cada

fungicida sobre los hongos seleccionados.

Tabla 1. Productos comerciales quimicos y organicos evaluados para el ensayo de inhibicidn de cepas de hongos
aislados de citricos.

Producto comercial Ingrediente activo LB
Quimico | Organico
Switch Cyprodinil y fludioxonil X
Proud Aceite de tomillo X
Derosal Carbendazim X

Extracto de gobernadora, extracto

Fubagro de pino y acido citrico X
Tebuconazol Benzimidazol X
Double-Nickel Bacillus amyloliquefaciens X
Pyraclostrobina Piraclostrobin

Cabrio Boscalid y Pyraclostrobin X

Tachigaren Hymexazol

Para calcular el porcentaje de inhibicion, se utilizé la ecuacidn 2, propuesta por Vincent (1947).

1= Ty 100
-7 (2)

Donde: | = porcentaje de inhibicién, C = crecimiento radial de la colonia control, T = crecimiento radial de
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la colonia con el tratamiento.

2.8.2 Agentes de control bioldgico

Para seleccionar los organismos mas eficientes para inhibir al hongo patédgeno mas agresivo, se realizaron
ensayos de confrontacién con agentes de control bioldgico. Los hongos antagonistas que se evaluaron
fueron cepas de Trichoderma aisladas de diferentes fuentes, de Chaetomium aisladas de distintos
hospedantes y cepas de bacterias del género de Bacillus. Las cepas usadas y su fuente se describen en Ia

Tabla 2.

Tabla 2. Agentes de control biolégico evaluados.

Cepa Origen Especie Organismo
M2-A Endofito de vid Trichoderma sp. Hongo
M3 Ph Enddfito de naranjo T. harzianum Hongo
Tricho-sin Producto comercial T. harzianum Hongo
T-ORO Producto comercial T. asperellum Hongo
EFO9BCMX Enddfito de plantas de vid T. asperellum Hongo
EF11BCMX Endofito de plantas de vid T. asperellum Hongo
Tat Producto comercial T. atroviride Hongo
Tasp Producto comercial T. asperellum Hongo
TO6BCMX Enddfito de vid T. harzianum Hongo
TO9BCMX Endofito de vid T. asperellum Hongo
T11BCMX Enddfito de vid T. asperellum Hongo
NLC62 Enddfito de nogal Chaetomium globosum Hongo
LCCH4-d Enddfito de vid Chaetomium sp. Hongo
SCT26-1 Enddfito de naranjo C. megalocarpum Hongo
BEVP26BCMX | Enddfito de vid Bacillus amyloliquefaciens Bacteria
BEVP31BCMX | Endofito de vid B. amyloliquefaciens Bacteria
BEVPO1BCMX | Endofito de vid B. mojavensis Bacteria

Para los ensayos de confrontacién con Trichoderma, se colocé un disco micelial de 5 mm del patégeno en
un borde de la caja Petri con medio de cultivo PDA y del otro lado se depositd un disco de micelio del
mismo tamafio, del hongo antagonista. A las cepas de Chaetomium se les dio una ventaja de 4 dias antes

de colocar el disco del patégeno, debido a que tiene una tasa de crecimiento lenta.

Por otro lado, de las bacterias de Bacillus se colocaron 10 pl de cultivo (crecido por 24 horas en medio PY),

se dejaron secar y posteriormente se colocé el disco del hongo patdgeno.
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Los ensayos se realizaron por triplicado para cada uno de los agentes de control biolégico evaluados y se
incubaron a 28 °C. A los 4 dias, se retiraron las cajas de las incubadoras y se aplicé la ecuacién 3, de
Méndez-Bravo et al. (2018) para calcular el crecimiento radial del fitopatégeno en los diferentes

tratamientos:

oo, (R-1)
%inhibicién = R x 100 (3)

En donde: R = radio de colonia del hongo patdgeno (control) y r = radio de colonia del hongo patégeno en

confrontacion con los tratamientos.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Procesamiento de muestras

Las muestras que fueron colectadas de las huertas de Hermosillo presentaron sintomas de cancro, lesiones
necréticas, gomosis y tizon (Figura 2 y 3). De las 42 huertas y 58 puntos de muestreo se obtuvieron mas
de 300 aislados, de los cuales se seleccionaron 173 para su caracterizacion molecular. Cada uno de estos
aislados fue nombrado de acuerdo con el lugar del muestreo (S = Sonora), el tipo de cultivo (CT = citrico),
el punto de muestreo al que pertenecia (1 — 58), y seguido de un guion, el nimero correspondiente al

aislado por punto.

3.2 Caracterizacion molecular

De acuerdo con las secuencias obtenidas de la amplificacion por PCR de los fragmentos de factor de
elongacion TEF-1a de los 173 aislados, se recabaron los cédigos de acceso del GenBank de los diferentes
aislamientos de cada especie de la familia Botryosphaeriaceae para su analisis filogenético (Anexo D). A
partir de este analisis, se seleccionaron los 32 aislados de mayor interés para hacer la amplificacion de la

region de ITS.

Se observé una gran diversidad de aislamientos fungicos en las muestras, demostrado por la variedad de
morfologias. De los 58 puntos de muestreo distribuidos en las 42 huertas, se observaron cuatro sintomas
diferentes en las ramas: cancro, gomosis, tizén y heridas causadas por insectos (Anexo E). El sintoma
prevalente en las ramas fue el de tizdn, seguido por los cancros y después la gomosis (Figura 6, A). Los
hongos con mayor nimero de aislados fueron los géneros de Lasiodiplodia, Colletotrichum, Dothiorella y

Fusarium (Figura 6, B).

El hongo de Lasiodiplodia se distinguid por tener una mayor incidencia en las huertas con dos especies
identificadas, mientras que Fusarium destacé por tener la mayor variedad de especies. A partir de la
incidencia y relevancia, se seleccionaron 32 cepas con las que se trabajo a lo largo del proyecto para su
caracterizacion (Figura 7). Del total de aislados obtenidos, se encontré que mas de la mitad pertenecieron
a la familia Botryosphaeriaceae (Anexo F). De esta familia se encontraron hongos de los géneros

Lasiodiplodia, Dothiorella, Phaeobotryon, Oblongocollomyces, Barriopsis y Pseudofusicoccum. Por ello, se
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hizo un enfoque en la caracterizacién de los géneros pertenecientes a esta familia y para los ensayos de

patogenicidad y control.

A

o
=

Numero de ramas sintomaticas
g &

Sintomas presentes en las ramas de huertas de citricos

H1 H2 H3 H4 HS H6 H7 HE HI HID HI1l HI1Z H13 H14 HI15 H16 H17 H18 H19 HI0 H21 H2} H23 H24 HIS H26 H27 H2E H29 H30 H31
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Figura 6. Sintomas observados en las huertas y géneros prevalentes identificados. A. Grafica de columnas apiladas
de los sintomas observados en las ramas colectadas por huerta. B. Grafico circular de los géneros identificados en las
huertas, sefalando la cantidad de huertas de donde los géneros prevalentes (Lasiodiplodia, Colletotrichum,
Dothiorella y Fusarium) fueron aislados.
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Figura 7. Diversidad de morfologias de las especies seleccionadas y su crecimiento en medio MEA (lado izquierdo) y
PDA (lado derecho). A. Barriopsis iraniana 45-2. B. Chaetomium megalocarpum SCT26-1. C. Colletotrichum
gloeosporioides SCT22-2. D. Diatrype sp. SCT29-5. E. Dothiorella mangifericola SCT21-1. F. D. citricola SCT23-2. G.
Fusarium citri SCT07-3. H. F. incarnatum SCT15-1. I. F. nanum SCT05-2. J. F. nucidum SCT51-5. K. F. pernambucanum
SCT58-2. L. Lasiodiplodia iraniensis SCT35-1. M. L. subglobosa SCT41-1. N. Eutypella sp. SCT06-3. O. Nigrospora
sphaerica SCT45-3. P. Phaeobotryon sp. SCT04-2. Q. Pseudofusicoccum stromaticum SCT18-2 R. Oblongocollomyces
sp. SCT31-1.
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3.2.1 Analisis filogenético de la familia Botryosphaeriaceae
A partir del andlisis filogenético (Figura 8), se identificaron las siguientes especies de la familia

Botryosphaeriaceae: Barriopsis iraniana, Dothiorella mangifericola, D. citricola, Lasiodiplodia iraniensis, L.

subglobosa, Phaeobotryon sp., Pseudofusicoccum stromaticum y Oblongocollomyces sp.

L. iraniensis

||scr2e-3

sCT27-2

? | b PRI L. subglobosa
$CT07-1

SCTa11

‘l asiodiplodia gonubiensis CMWI4078

# ! Lasiodiplodia gont CMWI4O'

fipl

focrees " |Phaeobotryon sp.

) 8 s | Oblogocolomyces sp.

B. iraniana

| |Phaeobotryon sp.

sCT321

1 |oorermsmorovest costaa | Do. mangifericola

| Do. citricola

Peudof
wi scT18-2

SCT18-6
e f

P. stromaticum

Figura 8. Analisis filogenético de las cepas de la familia Botryosphaeriaceae a partir de las secuencias concatenadas
de las regiones de TEF-1a e ITS. Los aislados obtenidos de este trabajo estdan marcados en rojo.
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3.3 Caracterizacion morfoldgica de cepas seleccionadas

3.3.1 Familia Botryosphaeriaceae

A continuacion, se describen las especies de la familia Botryosphaeriaceae encontradas en este estudio,

sus caracteristicas mas relevantes y sus tolerancias a distintas temperaturas.

3.3.1.1 Barriopsis

Figura 9. Caracteristicas morfoldgicas del género de Barriopsis. A. B. iraniana SCT45-2: crecimiento en PDA, micelio
y espora hialina. B. SCT55-2 B. iraniana: crecimiento en PDA, picnidio y esporas hialinas y pigmentadas. Escala: 10
pum.

Se identificé a la especie Barriopsis iraniana. Los aislados del género de Barriopsis tuvieron un crecimiento
irregular en los medios de PDA y MEA, con un micelio blanco y polvoso a la semana, oscureciéndose hasta
un gris claro entre los 7 y 10 dias (Figura 9). Sus esporas tenian forma de elipsoide; las inmaduras eran

hialinas y las maduras pigmentadas, aseptadas y estriadas, con una dimensién promedio de 24.8 um x 15.1
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pum (Tabla 3). Estos hongos fueron aislados de cultivos de naranja de dos huertas diferentes (H22 y H34),

abarcando un 0.2% de los aislados pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae.

Tabla 3. Dimensiones de las conidiosporas de cepas seleccionadas de Barriopsis iraniana. aisladas de las huertas de
citricos de Hermosillo, Sonora.

Especie Cepa Origen Tamaiio de conidio (um) Promedio * Desviacidn estandar (um)
SCT45- 27.0-22.1(23.2)x18.3-13.8
B. iraniana H22
2 (16.2) 20.5+2.3x9.1+0.76
SCT55-
B. iraniana H34
2 22-1-15.8(17.5)x12.8-8.3(9.7) 17.7+1.5x9.8+0.98

*Talla mayor — talla menor (moda) x ancho mayor — ancho menor (moda) de 20 conidios seleccionados.

3.3.1.2 Dothiorella

Figura 10. Caracteristicas morfoldgicas del género Dothiorella. A. D. mangifericola SCT21-1: crecimiento en medio
PDA, esporas hialinas y pigmentadas septadas, y picnidio. B. D. citricola SCT23-2: crecimiento en PDA, esporas
pigmentadas y septadas, y picnidios. C. D. mangifericola SCT32-1: crecimiento en PDA, esporas pigmentas y septadas,
y micelio blanquecino plano.
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Tabla 4. Listado de incidencia de Dothiorella en las huertas.

Huerta Hospedante Cepa Especie
1 H5 Naranja SCT05-4 Dothiorella sp.
H6 Naranja SCT06-5 Dothiorella sp.
3 H7 Naranja SCT52-1 D. viticola
A H19 Naranja SCT21-1 D. mangifericola
Naranja SCT22-2 Dothiorella sp.
H20 Naranja SCT22-1 D. plurivora
6 H21 Naranja SCT23-2 D. citricola
SCT26-2 D. mangifericola
7 H23 Naranja
SCT26-4 D. citricola
8 H29 _';‘srrz:j: SCT32-1 D. mangifericola
9 H30 Naranja SCT33-1 Dothiorella sp.
10 H34 Naranja SCT55-3 Dothiorella sp.
11 H36 Naranja SCT39-2 Dothiorella sp.
12 H37 Naranja SCT40-2 D. mangifericola.

El género de Dothiorella fue el tercer género con mayor nimero de aislados, con una incidencia del 28.57%
en las huertas (Tabla 4) y con un porcentaje del 18.46% en la familia. Las cepas se caracterizaron por tener
un micelio aéreo blanco, el cual se oscurecia con el paso del tiempo hasta tomar un color de gris oscuro a

negro.

Estos aislados se distinguieron por presentar manchas grises en el reverso de la placa. La especie principal
que se encontré fue D. mangifericola, que en comparacion con la cepa de D. citricola, tenian un micelio
de color mas claro (Figura 10). Las dimensiones de esporas de Dothiorella citricola fueron mayores que las

de D. mangifericola (Tabla 5).

Tabla 5. Dimensiones de las conidiosporas de cepas seleccionadas de Dothiorella spp. aisladas de las huertas de
citricos de Hermosillo, Sonora.

Promedio * Desviacion
Especie Cepa Origen Tamafio de conidio (um)
estandar (um)
D. citricola SCT23-2 H21 26.7-17.6 (23.0) x 11.4 -9.1 (10.1) 22.8+1.8x10.1+0.6
D. mangifericola | SCT21-1 H19 23.6-16.3(21.3)x10.3-7.3(8.7) 20.5+2.3x9.1+£0.76
D. mangifericola | SCT32-1 H29 22-1-15.8(17.5)x12.8-8.3(9.7) 17.7+1.5x9.8+0.98
D. mangifericola | SCT40-2 H37 20.2-17.1(18.3)x11.9-9.2(9.7) 18.7+1.0x10.1+0.73

*Talla mayor — talla menor (moda) x ancho mayor —ancho menor (moda) de 20 conidios seleccionados.
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3.3.1.3 Lasiodiplodia

Lasiodiplodia se destacd por ser el género con la mayor cantidad de aislados de los cuatro cultivos
muestreados con un porcentaje total de todos los aislados del 39.5%, un 67.1% de la familia
Botryosphaeriaceae y con una incidencia en las huertas del 76% (Tabla 6). Lasiodiplodia iraniensis fue la
especie predominante, encontrandose en 24 huertas, mientras que L. subglobosa se encontrd en 8 sitios.

Solamente en cinco huertas H7, H16, H22, H24 y H38 se encontraron ambas especies.

Figura 11. Cepas de Lasiodiplodia seleccionadas, crecidas por 7 dias en medios de MEA (izquierda) y PDA (derecha).
A. L. iraniensis SCT07-2. B. L. iraniensis SCT35-1. C. L. iraniensis SCT41-2. D. L. iraniensis SCT43-1. E. L. subglobosa
SCTO07-1. F. L. subglobosa SCT26-3. E. L. subglobosa SCT27-2. E. L. subglobosa SCT41-1.

Tabla 6. Listado de incidencia de Lasiodiplodia en las huertas.

Huerta Hospedante Cepa Especie
) SCT02-1 Lasiodiplodia iraniensis
1 H2 Naranja
SCT02-2 L. iraniensis
2 H3 Limon SCT03-1 L. iraniensis
H4 Naranja SCT04-1 L. iraniensis
4 H5 Naranja SCT05-3 L. iraniensis
) SCT07-1 L. subglobosa
5 H7 Naranja
SCT07-2 L. iraniensis
SCT08-2 L. iraniensis
SCT08-3 L. iraniensis
8 H8 Toronja Y
SCT09-3 L. iraniensis
SCT09-4 L. iraniensis




9 H9 Naranja SCT10-1 L. iraniensis
10 H10 Naranja SCT11-1 L. iraniensis
11 H11 Mandarina SCT50-1 L. iraniensis
12 H12 Naranja SCT14-1 L. subglobosa
i SCT18-3 L. subglobosa
13 H16 Naranj_a g
Mandarina SCT51-2 L. iraniensis
SCT19-1 L. iraniensis
14 H17 Naranja
SCT19-2 L. iraniensis
SCT20-1 L iraniensis
15 H18 Naranja
SCT53-2 L. iraniensis
16 H19 Naranja SCT57-1 L. iraniensis
SCT24-1 L. subglobosa
17 H22 Naranja
SCT45-1 L. iraniensis
18 H23 Naranja SCT26-3 L. subglobosa
SCT27-2 L. subglobosa
19 H24 Naranja SCT49-1 L. iraniensis
SCT49-2 L. iraniensis
20 H25 Naranja SCT28-4 L. iraniensis
21 H26 Naranja SCT29-4 L. iraniensis
22 H28 Naranja SCT31-2 Lasiodiplodia sp.
i SCT32-2 L. iraniensis
23 H29 Naranja
Toronja SCT42-2 L. iraniensis
SCT25-1 L. iraniensis
24 H31 Naranja SCT54-1 L. iraniensis
SCT54-2 L. iraniensis
SCT35-1 L. iraniensis
25 H32 Naranja
SCT58-4 L. iraniensis
26 H33 Naranja SCT36-2 L. iraniensis
27 H34 Naranja SCT55-1 L. iraniensis
28 H35 Limon SCT38-1 L. iraniensis
29 H36 Naranja SCT39-1 L. iraniensis
30 H37 Naranja SCT46-2 Lasiodiplodia sp.
) SCT41-1 L. subglobosa
31 H38 Naranja
SCT41-2 L. iraniensis
SCT43-1 L. iraniensis
32 H39 Naranja
SCT43-3 L. iraniensis
33 H40 Naranja SCT44-1 L. iraniensis
SCT47-1 L. subglobosa
34 H41 Naranja SCT47-2 Lasiodiplodia sp.
SCT47-3 Lasiodiplodia sp.

26



27
Estas especies se distinguen por tener un rapido crecimiento, pues alcanzan a cubrir la caja Petri en los
primeros 3 dias en su temperatura dptima. Su micelio es aéreo y de color gris claro, el cual oscurece con

el paso de los dias, tomando una coloracién entre café oscuro y negro.

Sus conidios tienen forma ovalada; los inmaduros son hialinos y aceptados, mientras que una vez maduros,

son pigmentados, septados y con pared gruesa (Figura 12).
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Figura 12. Crecimiento en PDA a los 7 dias, esporas y picnidios de cepas de Lasiodiplodia. A. L. iraniensis SCT43-1. B.
L. subglobosa SCT07-1.

A partir de las dimensiones de las conidiosporas de los hongos seleccionados de Lasiodiplodia (Tabla 7),
no se observaron diferencias entre las cepas de L. iraniensis, mientras que entre las de L. subglobosa, si

variaron en el tamafio de conidio.

De acuerdo con la caracterizaciéon molecular de las especies identificadas y sus morfologias, se
seleccionaron las cepas de L. iraniensis SCT07-2, SCT35-1, SCT41-2 y SCT43-1 y L. subglobosa SCT07-1,
SCT26-3, SCT27-2 y SCT41-1 para su caracterizacion y estudio de patogenicidad (Figura 11).
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Tabla 7. Dimensiones de las conidiosporas de cepas seleccionadas de Lasiodiplodia spp. aisladas de las huertas de
citricos de Hermosillo, Sonora.

Promedio * Desviacion
Especie Cepa Origen Tamaiio de conidio (um)
estandar (um)

SCT35-1 H32 25.6-18.4 (22.6) x 14.3 - 11.6 (12.5) 22.4+1.7x12.8+0.8

L. iraniensis SCT41-2 H38 27.5-22.4(23.1)x 15.3-11.0 (13.6) 246+1.6x13.4+1.0
SCT43-1 H39 27.1-10.8(25.3)x 12.3 - 8.8 (10.8) 246+1.7x10.7+1.0

SCT07-1 H7 22.8-18(20.2) x 10.1 - 8.1 (9.3) 20.7+1.5x9.4+£0.6

L. subglobosa

SCT41-1 H38 28.3-22.1(23.9)x 15.5-12.9 (13.6) 23.9+1.5x13.7+0.6

*Talla mayor — talla menor (moda) x ancho mayor — ancho menor (moda) de 20 conidios seleccionados.

3.3.1.4 Phaeobotryon

Figura 13. Crecimiento en PDA a los 7 dias, esporas (escala: 10 um) y picnidios de cepas de Phaeobotryon. A.
Phaeobotryon sp. SCT04-2. B. Phaeobotryon sp. SCT34-1.

Se obtuvieron 4 cepas del género Phaeobotryon de cuatro huertas de naranja. Los hongos caracterizados
tuvieron un micelio aéreo y color blanco, que va tomando un color gris claro a café verdoso para el dia

siete (Figura 13). No se observaron diferencias en el tamafio de las esporas (Tabla 8).
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Tabla 8. Dimensiones de las conidiosporas de cepas seleccionadas de Phaeobotryon spp. aisladas de las huertas de
citricos de Hermosillo, Sonora.

Promedio + Desviacion
Especie Cepa Origen Tamaiio de conidio (um)
estandar (um)

25.9-17.9(21.1)x15.0-8.2
Phaeobotryon sp. | SCT04-2 H4 (10.2) 21.8+2.2x12.8+1.4

22.8-18.4(19.3)x10.2-8.1
Phaeobotryon sp. | SCT34-1 H31 (14.0) 20.1+1.7x9.5+0.7

*Talla mayor — talla menor (moda) x ancho mayor — ancho menor (moda) de 20 conidios seleccionados.

Como el resto de la familia Botryosphaeriaceae, sus esporas maduras tienen forma de elipsoide, son
septadas y pigmentadas. La cepa Phaeobotryon sp. SCT04-2 se caracterizé por tener un micelio grisdceo
gue tomd una coloracidn café verdoso con el tiempo, mientras que la cepa SCT04-2 tuvo un micelio de

color gris claro, oscureciéndose una vez que completd su crecimiento en la placa.

3.3.1.5 Pseudofusicoccum
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Figura 14. Género de Pseudofusicoccum. A, D, F. P. stromaticum SCT18-2: crecimiento en medio PDA a los 7 dias,
micelio en placa, microscopia de hifas septadas y picnidio. B, C, E. P. stromaticum SCT18-6: crecimiento en PDA 'y
MEA a los 7 dias y micelio en placa.
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Del género de Pseudofusicoccum se obtuvieron 2 aislados de ramas de arboles de naranja de la huerta
H16, de los cuales se identificé a la especie P. stromaticum. La cepa de P. stromaticum SCT18-2 tuvo un
margen colonial ondulado en ambos medios, con una coloracién morada durante los primeros 7 dias,
oscureciéndose con el tiempo (Figura 14). En contraste, la cepa P. stromaticum SCT18-6 tuvo un margen
colonial irregular en el medio de PDA, mientras que en el de MEA fue ondulado y formando anillos, con

una coloracién gris claro.

Esta especie tuvo un micelio de aspecto algodonoso, acumulandose en ciertas dreas de la placa. En el
microscopio, se observo que el micelio tenia septos y era de color gris claro. De estas cepas, no se lograron

obtener esporas para las microscopias.

3.3.1.6 Oblongocollomyces

Figura 15. Oblongocollomyces sp. SCT31-1. A, C: Crecimiento en MEA (arriba) y PDA (abajo) a los 7 dias. B: Esporas
maduras (melanizadas y septadas) e hifas. D: Micelio y picnidio en formacidn.
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Se obtuvieron dos aislados de Oblongocollomyces sp. (SCT30-2 y SCT31-1) de ramas de cultivos de naranja.

La cepa SCT31-1 completd su crecimiento en la placa en los medios de MEA y PDA a los siete dias. Su

micelio es aéreo y con una coloracidn que cambiaba de blanca a café verdoso con el tiempo; en el medio

de PDA el micelio se mantuvo claro por mas tiempo (Figura 15). Sus esporas melanizadas tienen forma

elipsoidal y tienen un septo, con una dimensién promedio de 20.9 x 12 um (Tabla 9).

Tabla 9. Dimensiones de las conidiosporas de la cepa de Oblongocollomyces sp. aislada de las huertas de citricos de

Hermosillo, Sonora.

Especie

Cepa

Origen

Tamaiio de conidio (um)

Promedio + Desviacion

estandar (um)

Oblongocollomyces sp.

SCT31-1

H28

25.1-16.4 (21.3) x 14.7 - 10.8 (11.4)

209+2.4x12.0+0.9

*Talla mayor — talla menor (moda) x ancho mayor — ancho menor (moda) de 20 conidios seleccionados.

3.3.2 Familia Glomerellaceae

3.3.2.1 Colletotrichum

Figura 16. Cepas de Colletotrichum seleccionadas y crecidas por 10 dias en medios de MEA (izquierda) y PDA
(derecha). A. Colletotrichum sp. SCT08-1. B. C. gloeosporioides SCT11-2. C. C. gloeosporioides SCT22-2. D. C.
gloeosporioides SCT48-1. E. C. gloeosporioides SCT56-2.
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Colletotrichum fue el segundo género con mayor numero de aislamientos. Se identificaron 22 cepas de la
especie C. gloeosporioides, de 17 huertas (Tabla 10), lo que representa un 17.1% de incidencia. Las ramas
de las que se aislaron estos hongos fueron de arboles de naranja, mandarina y toronja, con sintomas de
gomosis y cancros. Para la caracterizacién morfoldgica se seleccionaron las cepas SCT08-1, SCT11-2, SCT22-

2,SCT48-1y SCT56-2 (Figura 16).

Tabla 10. Listado de incidencia de Colletotrichum en las huertas de citricos de Hermosillo, Sonora.

Huerta Hospedante Cepa Especie
1 H4 Naranja SCT04-3 Colletotrichum gloeosporioides
SCT06-1 C. gloeosporioides
2 H6 Naranja
SCT06-2 C. gloeosporioides
3 H8 Toronja SCT08-1 Colletotrichum sp.
) SCT11-2 C. gloeosporioides
4 H10 Naranja
SCT11-3 C. gloeosporioides
H11 Mandarina SCT50-2 C. gloeosporioides
H12 Naranja SCT14-2 C. gloeosporioides
H13 Naranja SCT15-2 C. gloeosporioides
. SCT16-1 C. gloeosporioides
8 H14 Naranja
SCT16-2 C. gloeosporioides
Naranja .
9 H16 Mandarina SCT18-7 C. gloeosporioides
10 H20 Naranja SCT22-2 C. gloeosporioides
SCT23-1 C. gloeosporioides
11 H21 Naranja —
SCT23-3 C. gloeosporioides
12 H24 Naranja SCT27-1 C. gloeosporioides
13 H25 Naranja SCT28-3 C. gloeosporioides
14 H26 Naranja SCT29-2 C gloeosporioides
15 H37 Naranja SCT46-4 C. gloeosporioides
16 H40 Naranja SCT44-2 C. gloeosporioides
SCT48-1 C. gloeosporioides
17 H42 Naranja
SCT48-2 C. gloeosporioides

La especie C. gloeosporioides se distingue por presentar masas anaranjadas que contienen sus esporas, y
un micelio blanco y plano (Figura 17). En algunas cepas, el micelio tuvo al principio una coloracién naranja
clara, hasta mantener un color gris claro para el dia siete. Ademas, la formacién de sus acérvulos se
presentd aproximadamente a los 15 dias, estos son de color negro y se encontraron formandose sobre el

micelio. Sus esporas son cilindricas, aseptadas, hialinas y tienen promedio de 15 um de longitud.
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Figura 17. Crecimiento de cepas de CbIA/ei‘otrichu‘r.n gloeosporioides en medio PDA a los 10 dias, masas naranjas de
esporas y acérvulos visto en estereoscopio, y esporas. A. C. gloeosporioides SCT11-2. B. C. gloeosporioides SCT22-2.
C. C. gloeosporioides SCT56-2.

3.3.3 Familia Nectriaceae

3.3.3.1 Fusarium

El género de Fusarium tuvo una incidencia del 19.04%, se aislé de 8 huertas de ramas con sintomas de
gomosis y cancros de cultivos de naranja y mandarina, y se distingue por haber sido el género con la mayor

diversidad de especies (Tabla 11). Las especies identificadas en este estudio fueron F. acuminatum, F. citri,
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F. incarnatum, F. nanum, F. nucidum, F. pernambucanum y F. proliferatum. Las cepas seleccionadas para
su caracterizacion debido a su mayor presencia en las huertas son F. citri (SCT07-3), F. incarnatum (SCT15-
1), F. nanum (SCT05-2), F. nucidum (SCT51-5) y F. pernambucanum (SCT58-2), como se observa en la Figura
17.

Figura 18. Cepas de Fusarium seleccionadas y crecidas por 15 dias en medios de MEA (izquierda) y PDA (derecha). A.
F. citri SCT07-3. B. F. incarnatum SCT15-1. C. F. nanum SCT05-2. D. F. nucidum SCT51-5. E. F. pernambucanum SCT58-
2.

A partir de las microscopias, se observé que las esporas de este género son hialinas, fusiformes y
multiseptadas, de igual manera, las hifas son hialinas y con septos (Figura 19). Debido a la diversidad de
especies de Fusarium, las caracteristicas morfolégicas macroscopicas eran particulares para cada cepa. El
crecimiento del micelio fue plano e irregular, con colores que iban del blanco, hasta el amarillo mostaza y

café claro.



Figura 19. Crecimiento en PDA, micelio y macroconidios de cepas del género Fusarium. A: F. citri SCT07-3.

incarnatum SCT11-2. C: F. nanum SCT05-2. D: F. nucidum SCT51-5. E: F. pernambucanum SCT58-2.
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B: F.



Tabla 11. Listado de incidencia de Fusarium en las huertas de citricos de Hermosillo, Sonora.

Huerta Hospedante Cepa Especie de Fusarium

1 H2 Naranja SCT02-3 Fusarium incarnatum

2 H5 Naranja SCT05-2 F. nanum

3 H7 Naranja SCT07-3 F. citri

4 H9 Naranja SCT10-2 F. pernambucanum

5 H13 Naranja SCT15-1 F. incarnatum
SCT18-1 F. nanum

6 H16 Naranj.a SCT51-1 Fusarium sp.

Mandarina SCT51-3 F. incarnatum

SCT51-5 F. nucidum

7 H30 Naranja SCT33-3 F. acuminatum
SCT58-1 F. incarnatum

8 H32 Naranja SCT58-2 F. pernambucanum
SCT58-3 F. proliferatum

3.3.4 Familia Diatrypaceae

3.3.4.1 Diatrype
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Figura 20. SCT 29-5 Diatrype sp. A: Crecimiento en PDA a los 15 dias. B: Ascosporas. C: Crecimiento en MEA a los 17
dias. D: Micelio plano con crecimiento irregular, color amarillo.
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Este género se distinguid por tener un micelio plano con margen filamentoso en ambos medios de cultivo,
que inicialmente era blanco y cambid a color amarillo con el tiempo. Completé su crecimiento en la placa
con medio de PDA a los 17 dias, mientras que en el de MEA en el mismo tiempo, crecié menos (Figura 20).

Sus esporas son hialinas, con forma cilindrica y tienen una longitud promedio de 4 um.

3.3.4.2 Eutypella

Del género de Eutypella se obtuvieron ocho aislados, identificados en siete huertas de las 42 muestreadas
con una incidencia del 16.67% (Tabla 12). Estos se aislaron de ramas de arboles de naranja y de mandarina

con sintomas de gomosis, cancro y con lesiones necrdticas.

Las cepas seleccionadas de Eutypella microtheca y Eutypella sp. tuvieron un micelio plano, con un margen
filamentoso y color blanco. Después de dos semanas de incubar la cepa E. microtheca SCT01-1 con aciculas

de pino, comenzé a formar picnidios sobre el micelio que crecié alrededor de la madera. De estos se

obtuvieron los conidios, los cuales tenian forma de media luna y eran hialinos (Figura 21).
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Figura 21. Eutypella microtheca SCT 01-1. A: Crecimiento en PDA a los 10 dias de las cepas SCT01-1 de E. microtheca
y Eutypella sp. SCT06-3, SCT13-1, y SCT30-7 (izquierda a derecha). B: Conidia. C: Picnidio. D: Crecimiento de micelio
en aciculas de pino.




Tabla 12. Listado de incidencia de Eutypella en las huertas.

Huerta Hospedante Cepa Especie de Eutypella
1 H1 Naranja SCT01-1 Eutypella microtheca
2 H5 Naranja SCT05-1 Eutypella sp.
3 H6 Naranja SCT06-3 Eutypella sp.
4 H9 Naranja SCT10-3 Eutypella sp.
5 H11 Mandarina SCT13-1 Eutypella sp.
6 H15 Naranja SCT17-2 Eutypella sp.
SCT30-5 Eutypella sp.
7 H27 Naranja i P
SCT30-7 E. microtheca

3.3.5 Familia Apiosporaceae

3.3.5.1 Nigrospora
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Figura 22. Nigrospora sphaerica SCT45-3. A. Crecimiento en medio MEA a los 7 dias. B. Crecimiento en medio PDA a

los 7 dias. C. Esporas.

Nigrospora se caracterizd por tener un micelio plano, de apariencia polvosa y de color claro en ambos

medios (Figura 22), tomando un café claro con el paso de los dias. Las hifas no tenian septos y eran hialinas,

mientras que sus esporas se observaron aseptadas, con formas semiesféricas, pigmentadas, y con una

longitud promedio de aproximadamente 12 um de largo.

3.3.6 Familia Chaetomiaceae

3.3.6.1 Chaetomium

Se obtuvo un solo aislado del hongo de Chaetomium megalocarpum, de una rama de naranjo de la huerta
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H23. Este género tuvo un crecimiento lento en PDA y MEA, llenando la placa en casi 20 dias. Se distinguio
por tener en un micelio blanco, plano y con margen lobulado, con una esporulacién a los siete dias

aproximadamente al mantener las placas a 28 °C.

Las esporas tenian una coloracién verde claro en los primeros dias, tomando un color mas oscuro con el
paso del tiempo (Figura 23). Al observarlas en el microscopio con una magnificacion de 100X, se pudo

apreciar que tienen un aspecto globoso y que son pigmentadas.

Figura 23. Chaetomium megalocarpum SCT26-1. A. Crecimiento en MEA y PDA a los 17 dias. B. Micelio y esporulacion.
C, D. Conidiosporas.

3.3.7 Ensayos de temperatura de la familia Botryosphaeriaceae

Los ensayos de temperatura se realizaron con las cepas seleccionadas de la familia Botryosphaeriaceae,
debido a su mayor abundancia en comparacién en los huertos. El tiempo de incubacién para las cepas de

Lasiodiplodia fue entre 3 y 5 dias, porque este género tiene un crecimiento rapido.

De acuerdo con los resultados (Tabla 13), se encontré que la temperatura dptima para estos hongos se
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encuentra entre los 25 °C y 30 °C. Con una tasa promedio de hasta 21.75 mm/dia a 25 °C para la especie

de L. jraniensis y una de hasta 27.20 mm/dia a 28 °C para L. subglobosa.

La mayoria excepto la cepa SCT43-1 L. iraniensis SCT43-1, tuvieron un crecimiento minimo a los 40 °C. Al
retirarlas de las incubadoras, se mantuvieron a temperatura ambiente para observar si lograban recuperar
su crecimiento. Con este cambio de temperatura, la mayoria de las cepas, excepto la cepa L. iraniensis

SCT43-1, recuperaron su crecimiento hasta llenar la caja.

Tabla 13. Tasas de crecimiento (mm/dia) a diferentes temperaturas de cepas del género Lasiodiplodia (p < 0.05).

Cepas 25°C? 28°C? 30°C?® 35°C® 37°C¢ 40°C*
L. iraniensis 21.75 17.8 15.83 8.83 0.69 0.39
SCT07-2 19.3+0.65 | 17.55+0.38 | 13.33+0.28 | 8+0.66 0.71+0.3 0.5
SCT35-1 25.66 +0.28 26+1 23.83+0.28 | 13.08+0.72 | 0.75+0.25 | 0.41+0.38
SCT41-2 27.16+0.57 | 26.83+0.57 | 25.66+1.89 | 14.25+0.43 | 1.33+0.8 | 0.66+0.14
SCT43-1 14.83+0.57 | 12.3+1.01 | 3.41£2.52 0.25 NC NC
L. subglobosa 25.68 27.20 25.12 15.84 2.29 0.245
SCTO7-1 23.76+5.62 | 255+0.86 | 24.83+3.75 | 18.2+0.17 | 1.75+0.43 | 45%1.25
SCT26-3 28.83+0.76 | 26.16+1.6 | 25+0.86 | 1541+0.14 | 2.41+137 | 3.41+0.38
SCT27-2 29.1+£1.6 | 29.16+1.15 | 26.16+0.28 | 15+0.25 4+0.66 1.41 +0.57
SCT41-1 21.06+0.4 | 28+0.86 | 245+1.32 | 14.75+0.66 | 0.1+0.25 | 0.05%0.25

El resto de los géneros de la familia Botryosphaeriaceae, tuvieron un crecimiento éptimo entre los 25 °Cy
28 °C, pero la mayoria no creci6 a las temperaturas mas altas de 35 °Ca 40 °Cy tampoco lograron recuperar
su crecimiento al regresarlas a temperatura ambiente (Tabla 14). El hongo Oblongocollomyces crecié hasta

37 °C, pero no recupero el crecimiento en la temperatura mas alta.

Las cepas de Pseudofusicoccum tuvieron la tasa de crecimiento mas alta a los 30 °C, y fueron las Unicas en
crecer y recuperar su crecimiento a los 40 °C, lo que lo convierte en uno de los géneros con mayor

tolerancia a las altas temperaturas junto a Lasiodiplodia spp.
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Tabla 14. Tasas de crecimiento (mm/dia) a diferentes temperaturas de cepas pertenecientes a la familia
Botryosphaeriaceae (p < 0.05).

Cepas 25°C® 28°C? 30°C® 35°C* 37°Ce 40°C¢
Barriopsis 8.24 8.40 6.12 0.16 = -
SCT45-2 7.33+1.25 7.58+1.52 | 7.66+2.02 0.08 + NC NC
SCT55-2 9.16+1.01 8.5+1.32 4.58 +0.94 0.25 NC NC
Dothiorella 15.45 15.25 6.28 0.16 - -
SCT21-1 15.75+0.75 | 15.33+0.62 | 5.66+0.62 0.25 NC NC
SCT23-2 1491+0.14 | 13.08+0.52 | 4.83+0.28 | 0.08 +0.14 NC NC
SCT32-1 15.91+0.28 | 15.83+0.72 | 8.16+0.28 | 0.08 +0.14 NC NC
SCT40-2 15.25+0.43 | 16.76 £0.50 | 6.5+0.35 0.25 NC NC
Phaeobotryon 15.12 14.16 7.87 1.08 0.37 >
SCT04-2 15.08+0.62 | 14.33+1.18 | 10.58+0.14 | 1.91+0.28 0.75 NC
SCT34-1 15.16 +0.14 14 5.16£0.14 0.25 NC NC
Pseudofusicoccum 8.70 9.29 11.83 8.99 3.83 0.12
SCT18-2 9.83+0.38 | 9.75+2.38 | 12.83+0.80 | 9.08+0.76 | 3.08+0.38 | 0.08 +0.14
SCT18-6 7.58+2.15 | 883+2.12 | 10.83+2.75 | 891+0.76 | 4.58+0.87 | 0.16+0.14
Oblongocollomyces 9.50 9.41 9.25 0.33 0.5 -

NC: no crecimiento.

3.4 Virulencia de hongos de la Familia Botryosphaeriaceae

En la Tabla 15, se enlistan las 19 cepas seleccionadas que se inocularon en plantas de naranja de dos afios
en el invernadero para realizar los ensayos de patogenicidad. Por cada cepa, se realizaron 10 réplicas en
ramas para estimar la virulencia de estos hongos. Las ramas se evaluaron en cuanto presentaron sintomas
y se midié la longitud de la lesidn ocasionada por los hongos. A solo cinco dias de haber hecho las
inoculaciones, todas las ramas infectadas con las cepas de Lasiodiplodia spp. presentaron sintoma de
gomosis, asi como la presencia de picnidios, un claro signo de la presencia del hongo. Con el transcurso de

los dias, las exudaciones de goma fueron aumentando, y para el dia 15, se observd tizon en las ramas
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(Figura 24). Debido a la severidad de los sintomas, se procedid a evaluar estas plantas (Figura 25). Para
ello, se cortaron las ramas alrededor de 10 cm hacia arriba y hacia bajo de donde se observaba la lesion
externa para procesarlas en el laboratorio. Adicionalmente, se cortaron las hojas y se tomaron fotografias

de los signos (presencia de picnidios), las lesiones externas e internas y los sintomas observados.

Tabla 15. Listado de las cepas de la familia Botryosphaeriaceae inoculadas en plantas de naranja para evaluar su
patogenicidad.

Especie Cepa

SCT55-2
SCT45-2
SCT32-1
Dothiorella mangifericola SCT21-1
SCT40-2
D. citricola SCT23-2
SCT07-2
SCT35-1
SCT41-2
SCT43-1
SCT07-1
SCT26-3
SCT27-2
SCT41-1
SCT04-2
SCT34-1
SCT18-2
SCT18-6
Oblongocollomyces sp. SCT31-1

Barriopsis iraniana

Lasiodiplodia iraniensis

L. subglobosa

Phaeobotryon sp.

Pseudofusicoccum stromaticum

Para evaluar las lesiones, se retird el Parafilm y se midié la longitud de las lesiones tanto de la parte externa
como de la interna. En la parte externa, se observaron picnidios en la mayoria de las ramas y exudaciones
de goma (Figura 26), y en la parte interna sintomas de necrosis en el tejido. De acuerdo con el analisis
estadistico, hubo diferencias significativas entre los tratamientos. La cepa L. iraniensis SCT07-2 fue la mas
virulenta con lesiones externas de hasta 152 mm de longitud e internas de mas de 175 mm (Figura 27); las
cepas de la especie L. iraniensis y la cepa de L. subglobosa SCT26-3 le siguieron en agresividad, alcanzando
lesiones internas de hasta 85 mm de longitud. Sin embargo, el resto de las cepas de L. subglobosa no
mostraron tener diferencias significativas con respecto al control. A partir de estos resultados, se

seleccionaron las cepas SCT07-2 y SCT43-1 de L. iraniensis y las SCT07-1 y SCT26-3 de L. subglobosa para
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los ensayos de control bioldgico in vitro.

Figura 24. Sintomas observados en las plantas inoculadas con las cepas del género Lasiodiplodia. A, C. Gomosis
provocada por L. iraniensis SCT 07-2 vy L. subglobosa SCT26-3 respectivamente. B, D. Tizén en las ramas ocasionado
por L. iraniensis SCT 07-2 y L. subglobosa SCT26-3.
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L. iraniensis

L. subglobosa

SCT 07-1 SCT 26-3 SCT 27-2 SCT 41-1

Figura 26. Lesion externa (rama izquierda) e interna (rama derecha) de las ramas inoculadas con las cepas de
Lasiodiplodia iraniensis y de L. subglobosa. Las flechas blancas sefialan el area donde se hizo la herida para la
inoculacion.
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Figura 27. Diagrama de cajas del tamafio de lesion en las ramas inoculadas con cepas seleccionadas de Lasiodiplodia.
Lasiodiplodia iraniensis SCT07-2, SCT35-1, SCT41-2 y SCT43-1 (p < 0.05). Lasiodiplodia subglobosa SCT07-1, SCT26-3,
SCT41-1y SCT27-2. A. Lesion externa de las ramas. B. Lesidn interna de las ramas.



3.5 Control de hongos de Lasiodiplodia

3.5.1 Control in vitro

3.5.1.1 Productos comerciales

A partir de los ensayos con medio envenenado de los productos comerciales, se observé que el producto
guimico con los ingredientes activos de Cyprodinil y fludioxonil, inhibieron al 100% el crecimiento de las
cepas de Lasiodiplodia seleccionadas (Tabla 16). De igual manera, el resto de los productos quimicos,
fueron capaces de inhibir a las cepas patdgenas. Aunque el producto que contenia Hymexazol no inhibié
el crecimiento radial, se observé una reduccidn significativa del crecimiento aéreo de las cepas (Figura 28).
El producto organico mas eficaz fue el que tiene como ingrediente activo el aceite de tomillo, al inhibir a
las cuatro cepas evaluadas en un 100%. Seguido de los productos con extracto con gobernadora, con
extracto de pino y dacido citrico, y el de Bacillus amyloliquefaciens, que fueron igualmente capaces de

inhibir el crecimiento de los hongos.

Tabla 16. Listado de los productos comerciales evaluados para los ensayos de control de las cepas de Lasiodiplodia

seleccionadas.

Ingrediente activo

Porcentaje de inhibicion (%)

Lasiodiplodia iraniensis

Lasiodiplodia subglobosa

SCT07-2 SCT43-1 SCT07-1 SCT26-3

Cyprodinil y fludioxonil 100° 100° 100° 100°

Carbendazim 96.44+0.1° 99.11+0.05° 100° 96.88 +0.23°
Benzimidazol 94.22+04° 99.11+0.05° 100° 90.22+1.02°
Piraclostrobin 83.56 +0.51° 97.77+0.2° 96.88+0.15% | 88.44+0.92°
Boscalid y piraclostrobin 86.22+£0.05° 84 +0.26° 97.33° 84.88 +0.55°
Hymexazol 5.78 £0.35° 26.66+0.36° | 48.88+3.07" 0.88+0.11°
Aceite de tomillo 100° 100° 100° 100°

Ezt:zztz 32 i?nb;;”;gggaéitrico 100° 96.44 £ 0.37 2 100° 91.55+0.20°
Bacillus amyloliquefaciens 92+0.1° 89.77+0.11° 98.22 +0.05°? 94.66 £ 0.26°

crecimiento aéreo.

Al compararse todos los productos, solo se observaron diferencias significativas con el Hymexazol, el cual
no inhibid el crecimiento radial de los aislados de Lasiodiplodia, pues el hongo completd su crecimiento

en la placa a los dos dias de haber concluido el ensayo, a pesar de observar una reduccidn significativa del
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Figura 28. Ensayos en medio envenenado con productos comerciales organicos y quimicos, ordenados de menor a
mayor inhibicién. Cepas patdgenas evaluadas: Lasiodiplodia iraniensis SCT07-2, L. iraniensis SCT43-1, L. subglobosa
SCT07-1vy L. subglobosa SCT26-3.
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Cabe mencionar, que no se encontraron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos con
respecto a la inhibicion de las cepas. Es decir, que la mayoria de los productos fueron capaces de inhibir el

crecimiento de las cepas mas virulentas de cada especie de L. iraniensis y L. subglobosa seleccionadas.

3.5.1.2 Agentes de control bioldgico (BCA)

Los ensayos in vitro se evaluaron a los cuatro dias de haber colocado los discos de los antagonistas en

confrontacién con el patégeno (Tabla 17).

Tabla 17. Evaluacion del porcentaje de inhibicion de los agentes de control biolégico en los ensayos in vitro con la
cepa L. iraniensis SCT07-2.

Cepa Especie % inhibicion
M2-A Trichoderma sp. 23.60"8
M3 Ph T. harzianum 28.97¢%ef
Tricho-sin T. harzianum 34.4bcde
T-ORO T. asperellum 28.80°
g EFO9BCMX T. asperellum 26.98"8
3 | EF11BCMX T. asperellum 29.5100¢f
E Tat T. atroviride 28.36%ef
= Tasp T. asperellum 30.50cdef
TO6BCMX T. harzianum 26.9°
TO9BCMX T. asperellum 29.5odef
T11BCMX T. asperellum 37.5%0
g NLC62 Chaetomium globosum 14.2"
,§ LCCH4-d Chaetomium sp. 18.48"
§ SCT26-1 C. megalocarpum 25.0%8
2 BEVPO1BCMX | Bacillus mojavensis 36.4%0¢
% BEVP26BCMX | B. amyloliquefaciens 43.8°
@ | BEVP31BCMX | B. amyloliquefaciens 35.gbed

A partir del célculo del porcentaje de inhibicion y el analisis estadistico de todos los microorganismos, se
encontrd que la cepa BEVP26BCMX de Bacillus amyloliquefaciens, fue la que tuvo mayor inhibicion sobre
la cepa SCT07-2 de L. iraniensis (43.8%). Seguida de esta, estdn el resto de las cepas de Bacillus, y la cepa
de Trichoderma asperellum T11BCMX. Adicionalmente, se hicieron andlisis comparativos por separado
entre los microrganismos del mismo género, lo que resulté en diferencias significativas en las diferentes

especies. Entre las cepas de Trichoderma, las que inhibieron mejor al patégeno, fueron las ya
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mencionadas, seguidas de las cepas TO9BCMX, M3 Ph, EF11BCMX, Tat y TO6BCMX.

5 £

T06BCMX TO9BCMX

LCCH4-d

w{_/ ® /2

BEVP26BCMX BEVP31BCMX BEVPO1BCMX

Figura 29. Ensayos de confrontacidon entre agentes de control biolégico (lado derecho de la placa) y la cepa
Lasiodiplodia iraniensis SCT07-2 (lado izquierdo) a los 7 dias.
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Debido a que las cepas de Trichoderma y de Lasiodiplodia se caracterizan por su rapido crecimiento, es
importante considerar, ademdas de la competencia por el espacio y nutrientes, el micoparasitismo del
patdgeno. Las cepas de T. asperellum TO9BCMX, T. harzianum M3 Ph y T. asperellum EF11BCMX,
mostraron un alto porcentaje de inhibicidn y un visible micoparasitismo en las placas (Figura 29), por ello,
se consideraron como los mejores aislados de Trichoderma para inhibir el crecimiento de L. iraniensis

SCT07-2.

Por otro lado, entre las cepas de Chaetomium, C. megalocarpum SCT26-1 mostré mejor inhibicion sobre
la cepa de L. iraniensis SCT07-2. Al séptimo dia de iniciado el ensayo de confrontacidn, se observé un halo
entre los hongos, lo que indica que el hongo C. megalocarpum impidid que la cepa de Lasiodiplodia
continuara su crecimiento. Por esta razén, se determind a esta cepa como la mejor candidata para

controlar a L. iraniensis.

Las tres cepas de Bacillus spp. evaluadas se caracterizan por tener un rapido crecimiento, parecido a L.
iraniensis, observando una competencia por espacio y nutrientes entre los microorganismos. La cepa de
B. amyloliquefaciens BEVP26BCMX mostro diferencias significativas con respecto a las otras cepas, por ello

se considera la mejor candidata de agente de biocontrol para L. iraniensis.
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Capitulo 4. Discusion

A partir de la caracterizacién molecular y morfoldgica de los aislados obtenidos de las ramas con sintomas
de cancro y gomosis de las huertas de citricos, se encontré una gran variedad de hongos. Entre los géneros
aislados, se identificaron a Lasiodiplodia, Colletotrichum, Dothiorella, Fusarium, Eutypella, Phaeobotryon,
entre otros. La mayoria de estos aislados pertenecen a la familia Botryosphaeriaceae, la cual ha sido
reportada como una familia de hongos de la madera compuesta por diversas especies virulentas en

multiples cultivos alrededor del mundo (Batista et al. 2021).

El hongo de Colletotrichum gloeosporioides fue la segunda especie mas aislada, después de Lasiodiplodia
iraniensis, con una incidencia del 40.47% en las huertas, y se identificé en arboles de naranja, toronja y
mandarina. Esta especie se ha aislado previamente en México en cultivos de toronja, limén mexicano,
limén italiano y naranja dulce (Cruz-Lagunas et al. 2020; Pérez et al. 2020; Larralde-Corona et al. 2021).
Este género es el causante de la enfermedad cominmente conocida como antracnosis, en la cual el hongo
permanece en la planta de forma asintomdtica y, cuando la planta entra en condiciones de estrés, se
desencadenan una serie de sintomas. La sintomatologia incluye la muerte regresiva, la caida prematura

de las hojas y manchas cafés oscuras en los frutos, lo que provoca su caida prematura (Eskalen et al. 2019).

Las cepas de Colletotrichum se aislaron de ramas con sintomas de tizén y gomosis. La gomosis no es un
sintoma comun causado por este patdgeno, pero si se ha observado en cultivos de naranja, limén y
mandarina (Wang et al. 2024). La antracnosis afecta la produccion de los frutos en distintos cultivos de
citricos alrededor del mundo (Guerreiro et al. 2011; Aiello et al. 2014; Ramos et al. 2014), por lo que es
importante estudiar el papel de esta especie en los arboles de citricos para entender su comportamiento

en planta y elaborar estrategias para su control.

Del género de Fusarium se obtuvo la mayor variedad de especies, F. acuminatum, F. citri, F. incarnatum,
F. nanum, F. nucidum, F. pernambucanum vy F. proliferatum. En su mayoria, las especies de Fusarium se
encuentran en el suelo como saproéfitos y patdgenos, infectando las partes aéreas y subterraneas de las
plantas, ya sea como patdgeno principal o como secundario (Summerell et al. 2003). El hongo de Fusarium
se ha asociado anteriormente con enfermedades de pudricién de raiz, marchitez vascular, pudricién del
tallo y pudricién del fruto, a las cuales muchos cultivos frutales son susceptibles (Zakaria, 2023). En citricos,
las especies F. sarcochroum, F. citricola, F. salinense , F. oxysporum, F. equiseti, F. brachygibbosum vy F.

solani, han sido reportadas como causantes de la pudricidn seca de la raiz, pudricién de fruto y cancros de
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la madera (Sandoval-Denis et al. 2017; Ezrari et al. 2021; Moosa et al. 2021; Moosa et al. 2023). Hay muy
pocos reportes del aislamiento de estos hongos de ramas o tallo de las plantas (Espargham et al. 2020),
por lo que es importante investigar la presencia y el papel de estos hongos en la madera de arboles de

citricos.

Las especies de Lasiodiplodia iraniensis y L. subglobosa fueron las mds abundantes en este estudio con una
incidencia del 76.19% en las huertas. En un trabajo reciente del 2024, Piattino et al. aislaron hongos de L.
iraniensis y Diaporthe spp. de ramas sintomaticas de huertas de naranjos (C. sinensis) en el estado de
Florida, Estados Unidos. Inocularon dos aislados de Lasiodiplodia en plantas de naranja Valencia para
evaluar su virulencia. A los siete dias de iniciado el ensayo, se observaron sintomas de gomosis y necrosis
alrededor de donde colocaron los discos de micelio, y para los 14 dias, marchitamiento de la mayoria de
las ramas inoculadas. Uno de los aislados produjo un 73% de decaimiento de las plantas, mientras que el
otro 67%. A diferencia de su trabajo, nuestras cepas ocasionaron sintomas de gomosis dos dias antes y

todas las plantas evaluadas sufrieron sintomas de marchitamiento.

Las especies de Lasiodiplodia identificadas en este trabajo, ya han sido reportadas en cultivos de citricos
causando la misma sintomatologia en México. En el trabajo de Bautista-Cruz et al. (2019) se aislaron L.
iraniensis y L. subglobosa de arboles de limén persa (Citrus latifolia) en huertas de Puebla y Veracruz, con
sintomas de cancro, gomosis y muerte regresiva. Al inocular estos aislados en ramas de plantas de limén
persa, observaron que las ramas presentaron gomosis y necrosis a los 30 dias, con lesiones internas
promedio de 19 mm. Las cepas obtenidas en huertos de Sonora fueron mas virulentas, ocasionando los
mismos sintomas a los 15 dias y lesiones promedio de 33 mm con L. iraniensis y de 14 mm con L.

subglobosa.

Recientemente, Santillan-Mendoza et al. (2024) aislaron a L. iraniensis, entre otras especies de
Lasiodiplodia, de la madera de darboles de limdn persa con sintomas de muerte regresiva, cancros y
gomosis en el estado de Tabasco. Cuando inocularon discos de micelio de sus aislados en ramas de limén,
la cepa de L. iraniensis, fue la mas virulenta entre las especies evaluadas, con una lesién interna promedio
de aproximadamente 32 mm a los 30 dias. Esta longitud de la lesidn es semejante a la obtenida en este
trabajo, pero el tiempo en que tardaron nuestras cepas en causar este tamafio de lesidon fue menor. La
severidad en la madera de naranja puede deberse a una mayor susceptibilidad de los cultivos de naranja
que los de limén. También es probable que las cepas de Lasiodiplodia aisladas en Sonora sean mas

virulentas que las obtenidas en Tabasco y Veracruz. Para conocer las causas de la diferencia en
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susceptibilidad, se deben hacer ensayos de patogenicidad usando otras especies de citricos o comparar

las cepas obtenidas de diferentes estados de México.

Por otro lado, debido a que los arboles de citricos establecidos en Hermosillo provienen de viveros de
Veracruz y los hongos de la madera pueden pasar desapercibidos como endéfitos en las plantas (Salvatore
et al. 2020), se puede hipotetizar que L. iraniensis y L. subglobosa fueron introducidos a Sonora del estado
de Veracruz. Con el tiempo, las diferencias en las condiciones climdticas (estrés hidrico y por calor),
pudieron haber afectado a las plantas, ocasionando que los hongos provocaran la sintomatologia cuando
estas se encontraban mas vulnerables. Adema3s, alrededor de las huertas de citricos en la costa de
Hermosillo se encuentran campos de cultivos de vid, por lo que también pudiera ser que los hongos hayan
pasado de estos cultivos a los de citricos, sin embargo, hasta ahora no se han encontrado cepas de L.

iraniensis y L. subglobosa afectando vid en Sonora (Rangel-Montoya et al., 2021).

Se observaron diferencias en el nivel de virulencia entre aislados de la misma especie. Estas diferencias
entre los hongos pueden deberse a factores ambientales y/o variaciones en los genomas. En un trabajo
realizado por Gunamalai et al. (2023), evaluaron la patogenicidad de cepas de L. theobromae en ramas y
frutos en aguacate y mango. Secuenciaron el genoma de la cepa mas virulenta y la menos virulenta para
comparar los genes ortélogos que compartian o diferian. Con un andlisis de polimorfismo de nucledtidos,
encontraron cambios en genes involucrados con la secrecién de enzimas degradadoras de la pared celular,
de produccion de sideréforos y de metabolitos secundarios, los cuales influyen en el mecanismo de
virulencia. En parte, esto pudiera responder a la incégnita de cdmo es que los diferentes aislados de L.

iraniensis y L. subglobosa tienen diferentes niveles de virulencia.

La virulencia de los hongos de la familia Botryosphaeriaceae se ha asociado con el estado de estrés abidtico
del hospedante. Entre las razones por las que las plantas entran en estrés, estan por las condiciones
extremas de temperatura, pH, humedad, concentracién de sales, entre otras (De Wet et al., 2008;
Gunamalai et al., 2023). La temperatura juega un papel importante en la virulencia de los hongos, pues
cuando la planta esta bajo estrés y las condiciones climaticas son las éptimas para el hongo, la enfermedad

se desarrolla en mayor grado y con mas rapidez (Lopez-Moral et al., 2022).

De acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos de temperatura en este trabajo, los aislados de
Lasiodiplodia se encontrarian en las condiciones favorables para colonizar la madera de los arboles entre
los meses de noviembre y febrero, cuando la temperatura mas alta ronda entre los 24 y 30 °C en

Hermosillo. Esta temporada de otono-invierno corresponde a los tiempos en que se realizaron los
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muestreos de las ramas para este estudio, cuando los sintomas en las huertas eran mds severos. Asimismo,
en los ensayos se observd que los hongos toleran temperaturas de hasta 40 °C, por lo que es probable
que, en las épocas de calor se encuentren en forma latente en los restos madera infectada o como

endofitos en el interior de los arboles.

En los ultimos afos, durante los meses de junio y julio, cuando la temperatura y las precipitaciones son
mayores, se ha detectado la presencia de un insecto en las ramas de los arboles conocido comUnmente
como chicharra cantadora (Gamboa, 2020). Los machos salen del suelo en la temporada de verano y suben
a las ramas de los arboles a realizar un canto para atraer a las hembras y reproducirse (Kim, 2020). De
acuerdo con lo reportado con los productores de las huertas, estos insectos podrian estar ocasionando
unas heridas de forma aserrada en las ramas cuando las hembras realizan su desove (Figura 3, D). Este tipo
de heridas se observé en algunas de las muestras de ramas analizadas, podrian ser una via de entrada para
gue los hongos puedan penetrar y colonizar la madera. Tomando esto en consideracion, el patégeno que
es capaz de tolerar las temperaturas de verano de Hermosillo, podria dispersar sus esporas por la lluvia y
aprovechar la oportunidad de establecerse en la madera a través de estas heridas. Sin embargo, se

requieren otros estudios para comprobar estas relaciones.

En cuanto al resto de las especies de la familia Botryosphaeriaceae, no produjeron sintomas en las plantas
ni lesiones en el interior de las ramas, solo se observo la presencia de picnidios en las areas inoculadas con
las cepas de Pseudofusicoccum y Dothiorella. El género de Dothiorella, fue el tercer género mas aislado de
todos y el segundo de la familia Botryosphaeriaceae después de Lasiodiplodia, con una incidencia del
28.57% en las huertas y con una diversidad de dos especies. Las especies de Dothiorella son conocidas por
ser saprofitos, patégenos y endofitos en asociacién con hospedantes lefiosos (Abdollahzadeh et al., 2014).
Este hongo ha sido reportado anteriormente en huertas de citricos en Irdn (Espargham et al., 2020),
Estados Unidos (Adesemoye et al., 2013), Tanez (Hamrouni et al., 2018), Algeria (Berraf-Tebbal et al.,
2020) y en otros paises de Europa (Pereira et al., 2021).

De acuerdo con publicaciones anteriores, al comparar distintas especies de hongos de la familia
Botryosphaeriaceae, las especies de Dothiorella son patégenos entre baja y media virulencia, ocasionando
sintomas de cancros, gomosis y necrosis en ramas de limén en cdmaras de crecimiento, que van desde los
38.17 mm a los 40 dias después de la inoculacién (dpi) (Espargham et al., 2020) hasta 68 mm a los 30 dpi
(Adesemoye et al., 2013). En resumen, la mayoria de los estudios reportan que la especie de D. viticola es
la especie mas agresiva, seguida por D. iberica. Las especies de D. citricola y D. mangifericola fueron las

que se evaluaron en este trabajo, sin embargo, no causaron ninguna lesién ni sintomas visibles en la planta
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de naranja a los tres meses de haber sido inoculadas, por lo que los hongos pudieran no estar en las

condiciones adecuadas para actuar como patdgeno.

Otra especie de la familia Botryosphaeriaceae es Barriopsis iraniana. Este género tiene un estilo de vida
saprofito, por lo que pueden sobrevivir en la corteza muerta. Hasta la fecha, se tienen pocos registros del
aislamiento de estos hongos de plantas lefosas, se han aislado de ramas asintomaticas de mango
(Trakunyingcharoen et al., 2014), de ramas muertas de teca (Doilom et al., 2014) y de Citrus sp. de ramas
con sintomas de cancro y necrosis (Abdollahzadeh et al., 2009). Solo en el trabajo con mango inocularon
B. iraniana en ramas para estimar su virulencia, y no observaron sintomas y el tamafio de lesidn era muy
pequeio en comparacion con otros géneros, alcanzando una longitud de 30 mm a los siete dias en ramas
de teca. En comparacion, las ramas inoculadas con cepas de B. iraniana aisladas en este trabajo, no
desarrollaron sintomas y no presentaron lesién interna. Esto, posiblemente a que los hongos de Barriopsis
ocupan espacio en las ramas muertas ya infectadas de las huertas de Hermosillo para sobrevivir, sin causar

dafio en las plantas.

Del género de Phaeobotryon se obtuvieron dos aislados. Especies de este hongo son conocidas por vivir
en angiospermas y gimnospermas, ya sea como endofitos o como patdgenos potenciales u oportunistas
cuando el hospedante se encuentra bajo estrés (Slippers & Wingfield, 2007; Haiying et al., 2023). Aunque
se han reportado distintas especies frutales hospedantes como arboles de manzano, nogal europeo, olivo
de Bohemia, albaricoque y durazno en China, con sintomas de muerte regresiva, gomosis y cancros
(Haiying et al., 2023; Zhou et al., 2024). Las cepas aisladas en este trabajo no causaron lesiones en las
ramas de naranjo, por lo que pudiera estar como endodfito en las huertas. Este es el primer reporte del

género de Phaeobotryon en citricos en el mundo.

Otro grupo de la familia Botryosphaeriaceae encontrado, es Pseudofusicoccum, especificamente la especie
P. stromaticum. Pseudofusicoccum stromaticum se ha aislado de arboles de mango (Mangifera indica) en
Brasil causando sintomas de muerte regresiva y lesiones necréticas en fruto (Marques et al., 2012;
Marques et al., 2013), de nuez de la india (Anacardium occidentale) causando gomosis (Netto, 2016) y de
ramas de arboles con muerte regresiva de manzana malaya (Syzygium malaccense) con muerte regresiva
(Silveira et al., 2017). De igual manera, se ha encontrado en ramas enfermas con cancros y gomosis en
arboles de durazno en Uruguay (Sessa, et al., 2021) y de nogal en Sonora, México (Torres, K., 2023). Las
cepas evaluadas para los ensayos de patogenia en estos reportes presentaron lesiones con una virulencia
baja y media, excepto en nogal en donde se observaron lesiones necrdticas de 25 mm a los dos meses de

inoculacidon. En comparacidon con nuestras cepas inoculadas en plantas en invernadero, las plantas sélo
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presentaron picnidios y los hongos no causaron lesiones en las ramas. Esto pudiera deberse a que nuestras
cepas solo estaban como endéfitos o patégenos latentes en las huertas de Hermosillo, o que requieren
mayor tiempo para causar lesiones. Por otro lado, es probable que el origen de esta especie en citricos sea

el nogal, por la cercania que guardan las huertas de citricos con las nogaleras en la costa de Hermosillo.

El dltimo hongo integrante de esta familia Botryosphaeriaceae, es Oblongocollomyces sp. Inicialmente este
hongo se habia identificado como Sphaeropsis variabilis, sin embargo, este se cambié cuando Yang et al.
(2017) lo introdujo como un género monotipico. Debido a esto, no se cuentan con muchos registros de
esta especie en cultivos en el mundo, pero se ha aislado de madera asintomatica de arboles marula
(Sclerocarya birrea) en Sudafrica (Ramabulana et al., 2022). Por lo que también representa un primer

reporte en citricos.

A partir de la comparacién entre los reportes de las diferentes especies de los hongos de la familia
Botryosphaeriaceae en el mundo con los aislados obtenidos de las huertas de Hermosillo, se puede decir
que Lasiodiplodia es uno de los hongos mas virulentos y con la mayor incidencia en distintos cultivos en el
mundo, no solo en citricos (Contreras-Pérez et al., 2019; Rangel-Montoya et al., 2021). En cuanto al resto
de las especies, han sido reportadas como agentes de baja y media virulencia, asi como posibles endéfitos
al aislarse de tejido asintomatico. Esta variabilidad se debe a que los hongos de la madera de la familia
Botryosphaeriaceae pueden actuar como saproéfitos, endofitos o patdgenos (Slippers & Wingfield, 2007;

Phillips et al., 2013).

Las cepas de Dothiorella, Barriopsis, Phaeobotryon, Pseudofusicoccum y Oblongocollomyces pueden
considerarse patégenos latentes en la madera de los drboles de citricos, que podrian causar dafio cuando
los arboles se encuentran bajo estrés abidtico o con heridas, y/o enfermos a causa de Lasiodiplodia, esto
considerando que en la mayoria de los reportes se aislaron a estas especies en conjunto. Por otro lado,
estas especies pudieran vivir en la madera enferma como sapréfitos, aprovechando las ramas muertas de

los arboles enfermos.

Para confirmar si las cepas son patdgenas, se podrian evaluar las plantas de naranjo en condiciones
estresantes como altas temperaturas y evaluar los sintomas. Asimismo, se podrian realizar co-
inoculaciones con distintas combinaciones de Lasiodiplodia iraniensis y L. subglobosa con el resto de las

especies, para evaluar si estos hongos actldan ocasionando un mayor dafo en conjunto.
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A partir de los resultados de patogenia y por el andlisis de reportes anteriores, se seleccionaron las dos
cepas mas virulentas de cada especie de L. iraniensis y L. subglobosa, estos se usaron para hacer ensayos
de control in vitro con productos quimicos y organicos, y la cepa mas virulenta de todas, L. iraniensis SCT07-
2 se us6 para los ensayos de confrontacién con los agentes de control bioldgico Trichoderma spp.,

Chaetomium spp. y Bacillus spp.

Con base en los resultados obtenidos de los ensayos con medio envenenado, se encontrd que todos los
productos evaluados (a excepcidon el de Hymexazol), tuvieron una buena actividad inhibitoria para
controlar el crecimiento de los aislados de Lasiodiplodia. Los dos productos que tuvieron 100% de
inhibicidn para los cuatro patégenos evaluados, fueron los de Cyprodinil con fludioxonil y el de aceite de
tomillo. El primero tiene una doble funcién; mientras que el Cyprodinil actia de forma sistematica, el
fludioxonil es de contacto. En conjunto, inhiben la germinacion de las esporas, el crecimiento del tubo
germinativo, la penetracion dentro de la planta y el crecimiento intracelular del micelio (Syngenta, 2017).
Por otro lado, el producto a base de aceite de tomillo tiene un modo de accién por contacto, mediante Ia
descomposicidon de las membranas celulares, destruyendo las hifas de los hongos y previniendo la
germinacion de sus esporas (Huma, 2020). Esto significa que posiblemente el producto no permite que el
micelio del hongo de Lasiodiplodia penetre dentro de la planta, evitando la germinacién de las esporas del

hongo Lasiodiplodia.

En los ultimos afios, la investigacién sobre el uso de organismos para el control bioldgico como alternativa
del uso de productos comerciales ha aumentado (Stenberg et al., 2021). Entre los organismos con mejor
actividad antagdnica se encuentran especies de Bacillus, Pseudomonas, Trichodermay Burkholderia, para
el control de enfermedades en plantas (Lahlali et al., 2022), siendo Trichoderma y Bacillus los mas
utilizados. Trichoderma destaca por los distintos métodos de accién como antagonista, tales como:
competencia por espacio y nutrientes, sintesis de metabolitos secundarios, micoparasitismo, entre otros
(Tyskiewicz et al., 2022). Debido a su eficiencia para controlar el crecimiento de una gran variedad de

patdgenos, se realizaron los ensayos contra la cepa mas virulenta de Lasiodiplodia.

Hubo diferencias significativas entre las distintas especies evaluadas, las cepas T. asperellum T11BCMX
(endéfito de vid) y T. harzianum Tricho-sin (producto comercial) fueron las que tuvieron la mayor actividad
antagonica sobre L. iraniensis SCT07-2. Algo a considerar, es que a causa de la alta tasa de crecimiento que
tiene Trichoderma, estos resultados pueden deberse a la competencia de espacio y nutrientes, por lo que
es importante evaluar otro método acciéon para determinar a las mejores cepas para controlar a

Lasiodiplodia. Tomando esto en cuenta, las cepas T. asperellum TO9BCMX, T. harzianum M3 Ph y T.
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asperellum EF11BCMX fueron seleccionadas como las mds adecuadas para el control del patégeno, pues
ademas de tener un alto porcentaje de inhibicidn, mostraron micoparasitismo, observado como el

crecimiento de las cepas de Trichoderma sobre el patdégeno en las placas (Figura 27).

Bacillus, es uno de los géneros bacterianos mas usados para el control de patégenos, ya que produce
metabolitos secundarios (moléculas antimicrobianas) que resultan téxicos para otros microrganismos
(Nakatsuji & Gallo, 2012), y mas importante, forma biopeliculas. Una biopelicula es el conjunto de
agregados de microorganismos incrustado en una matriz extracelular, esta estructura le ayuda a las
bacterias a adquirir nutrientes para asegurar su sobrevivencia en las plantas (Lahlali et al., 2022; Fessia et
al., 2022). Al analizar los resultados de los ensayos in vitro, no se encontraron diferencias significativas
entre las bacterias de Bacillus spp. contra L. iraniensis, por lo que las tres cepas fueron capaces de inhibir
el crecimiento del patégeno desde un 35.8% hasta un 43.8%. El mayor porcentaje de inhibicion se obtuvo

con la cepa B. amyloliquefaciens BEVP26BCMX.

En los ultimos afios, especies de Chaetomium han sido reportadas como potenciales agentes de control
bioldgico (Hung et al., 2015). Entre sus métodos de accidn, se ha encontrado que C. globosum produce
compuestos que actlan como antibidticos para competir contra patégenos (Quyet et al., 2016), asi como
métodos de competencia por espacio y micoparasitismo en ensayos in vitro (Moya et al., 2016). Por ello,
se usaron diferentes especies de Chaetomium aisladas de distintos cultivos para evaluar el potencial de
este hongo para inhibir el crecimiento de Lasiodiplodia spp. Entre los diferentes organismos evaluados
para los ensayos, Chaetomium fue de los grupos con menor valor de inhibicién, sin embargo, la cepa C.
megalocarpum SCT26-1 fue la que tuvo mejor inhibicién entre las cepas de Chaetomium y la que tuvo
mayor similitud con otras cepas de Trichoderma evaluadas. Adema3s, en la placa se vio un espacio entre
ambos hongos, lo que significa que el antagonista produce antibiéticos que no permiten el crecimiento
del patégeno. Dado que dias después de haber concluido el ensayo, el micelio de Lasiodiplodia no crecid

sobre el de Chaetomium, C. megalocarpum tiene potencial como agente de control bioldgico.

Tanto los productos comerciales evaluados como los agentes de control biolégico mostraron efectividad
para controlar in vitro el crecimiento de Lasiodiplodia, por lo que el siguiente paso es probarlos en ensayos
in planta. Dado que un desafio actual es el cambio climatico que, entre otras cosas, vuelve a los cultivos
mas susceptibles a enfermedades e influye en la emergencia de nuevos patdgenosy en su evolucion (Nnadi
& Carter, 2021; Brajesh et al., 2023), el uso de agentes de control bioldgico sera clave para el control de

patdgenos, especialmente de aquellos con tolerancia a altas temperaturas.
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Capitulo 5. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron identificar a hongos presentes en la madera de los
arboles enfermos de las huertas de citricos en Hermosillo Se aislaron mayormente hongos de la familia
Botryosphaeriaceae, como Lasiodiplodia iraniensis, L. subglobosa y Dothiorella spp., asi como especies de

otras familias como Colletotrichum gloeosporioides.

Las especies de la familia Botryosphaeriaceae tuvieron un crecimiento éptimo a temperaturas de 25y 28
°C, las cuales coinciden con las condiciones climaticas en las temporadas de invierno en Hermosillo. Estos
hongos muy probablemente encuentran las condiciones mas favorables a inicios y finales del afio para

colonizar y establecerse en el tejido vascular de los arboles.

A partir de los ensayos de patogenicidad realizados en plantas de naranjo en invernadero, se encontré que
L. iraniensis y L. subglobosa son las especies mas virulentas, causando los mismos sintomas de tizon,

cancros y gomosis observados en las huertas.

Los productos a base de Cyprodinil con fludioxonil y el de aceite de tomillo, asi como las cepas de
Trichoderma asperellum TO9BCMX, T. harzianum M3 Ph, T. asperellum EF11BCMX, Chaetomium
megalocarpum SCT26-1y Bacillus amyloliquefaciens BEVP26BCMX demostraron ser los mas eficaces para
controlar a las cepas mas virulentas de Lasiodiplodia en los ensayos in vitro. Es necesario probarlos in
planta para evaluar su efectividad para controlar a estos patégenos en condiciones de invernadero y en

campo.

Se recomienda a los productores de las huertas aplicar estos tratamientos antes de la temporada de
invierno para prevenir la infeccidn por estos hongos, asi como antes de la temporada de lluvia de julio. De
igual manera, recoger los restos de materia organica que caigan al suelo y los residuos de poda, para evitar

que sean fuente de indculo que sirvan para infectar arboles sanos.
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Anexos

Anexo A: Preparacion de medio Papa Dextrosa Agar (PDA) casero

Para preparar 1 L:

200 g. de papa (sin cascara)

20 g. de dextrosa

15 g. de agar

Para preparar el medio Papa Dextrosa Agar casero, se pesaron 200 g. de papa vy se colocaron en una olla
con agua hirviendo para obtener el caldo de papa. Sefiltré el caldo con una tela para evitar trozos restantes
de la papay se reservd en un recipiente. En un frasco de vidrio de 1 L, se colocaron 10 g de dextrosa, 7.5
g de agar y se le anadieron 500 ml del caldo de papa. Los frascos con el medio se pusieron a esterilizar

durante 15 minutos y se dejaron enfriar hasta que estuvieran listos para su uso.
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Anexo B: Extraccion de ADN, método CTAB

De acuerdo con el método de CTAB, primero se adicionaron 400 pl de Buffer CTAB al 3% (1.4 M Nacl, 20
mM EDTA, 100 mM Tris-HCl) en un microtubo de 1.5 ml, se adicionaron 0.3 g de micelio previamente
macerado con un pistilo de polipropileno estéril y perlas vidrio, y se le agregaron 400 ul mas de Buffer. Se

incubaron los tubos a 60 °C por 30 minutos, agitando los tubos por inversidn cada 5 minutos.

Después, se agregaron 600 pl de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) a cada tubo, se agitaron
vigorosamente y se centrifugaron a 13,000 rpm por 10 minutos. Se rotularon por muestra, un tubo estéril
de 1.5 ml, tomando el sobrenadante y 1 ul de RNasa a 10 ug/pul, se homogenizaron por inversidon 5 veces
y se incubaron de 20 minutos a 37 °C. A los tubos se les adicionaron 600 pl de cloroformo-alcohol isoamilico

(24:1) y se centrifugaron nuevamente a 13,000 rpm por 10 minutos.

Luego, se obtuvieron los sobrenadantes para colocarlos en tubos de microcentrifuga con columnas limpios
y estériles. A estos se les agregd isopropanol (mismo volumen de la fase recuperada) y se centrifugaron a
13,000 rpm durante 8 minutos y se decantd el isopropanol. Se adicioné 1 ml de etanol al 70% vy se
centrifugaron los tubos a la misma frecuencia por 1 minuto. Se decantd el etanol y se dejaron secar las
pastillas a temperatura ambiente por 5 minutos. Finalmente, la pastilla de cada tubo se disolvié con 30 pl

de agua estéril libre de nucleases y se procedid a la verificacidén de la calidad y cantidad del ADN.
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Anexo C: Purificacidon de productos obtenidos de PCR

Se obtuvieron 100 pl de una mezcla de Buffer PB (47.765 g de clorhidrato de guanidina y 30 ml de
isopropanol para 100 ml de Buffer) y del producto obtenido de la PCR de cada muestra (5:1). Se colocaron
en microtubos de 2 ml con columna y se centrifugaron a 13,000 rpm por 1 minuto, de estos se descarto el

sobrenadante y se les colocaron las columnas QlAquick del kit de regreso.

Para los lavados, se agregaron 650 pl de Buffer PE (121 ml de Tris-HCl y 80 ml de etanol para 100 ml) a las
columnas y se centrifugaron por 1 minuto. Se descarté el sobrenadante y se volvieron a colocar las
columnas. Nuevamente se centrifugaron en microtubos de 2 ml por 1 minuto y se les retird el buffer
residual. Se colocaron los productos de las columnas en tubos de microcentrifuga de 1.5 ml limpios para
luego agregarles Buffer EB (10mM Tris-HCI, pH 8.5) en el centro de la membrana y centrifugarlos por 1
minutos. Al final, para aumentar la concentracién de ADN, se afiadieron 30 pl del Buffer en el centro de la

membrana, se dejaron las columnas por 1 minuto y se centrifugaron a 10,000 rpm durante 3 minutos.
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Anexo D:

Tabla 18. Lista de GenBank y numeros de acceso de cultivos de Botryosphaeriaceae spp. utilizado en este estudio
para el analisis filogenético.

No. de acceso de GenBank
Especies Aislamiento Hospedante Origen
ITS tef-1a
Barriopsis iraniana IRAN1448C Mangifera indica Irdn FJ919663 FJ919652
B. iraniana IRAN1449C Olea sp. Irdn FJ919665 FJ919654
B. iraniana MXSCT55-2 Citrus sinensis México PQ424006 PQ423127
B. iraniana MXSCT45-2 C. sinensis México PQ424007 PQ423128
MFLUCC 12-
B. tectonae Tectona grandis Tailandia KJ556515 KJ556516
0381
Botryosphaeria
CMWS8000 Prunus sp. Suiza AY236949 AY236898
dothidea
B. dothidea CBS110302 Vitis vinifera Portugal AY259092 AY573218
Diplodia mutila CBS 112553 V. vinifera Portugal AY259093 AY573219
D. mutila CBS230.30 P. dactylifera EUA DQ458886 DQ458869
D. seriata CBS 112555 V. vinifera Portugal AY259094 AY573220
D. seriata CBS119049 Vitis sp. Italia DQ458889 DQ458874
Dothiorella acericola HNXX032 Ziziphus jujuba China KY385661 KY393212
KUMCC 18-
Do. acericola Acer sp. China MK359449 MK361182
0137
Do. citricola CBS:130415 Vachellia karroo Sudafrica MT587397 MT592109
Do. citricola ICMP16828 Citrus sinensis Nueva Zelanda EU673323 EU673290
Do. citricola MXSCT23-2 C. sinensis México PQ424011 PQ423132
Magnolia
Do. magnoliae CFCC 51563 China KY111247 KY213686
grandiflora
Magnolia
Do. magnoliae CFCC 51564 China KY111248 KY213687
grandiflora
Do. mangifericola CBS:124726 Mangifera indica Irdn MT587407 MT592119
Do. mangifericola MXSCT21-1 Citrus sinensis México PQ424008 PQ423129
Do. mangifericola MXSCT32-1 C. sinensis México PQ424009 PQ423130
Do. mangifericola MXSCT40-2 C. sinensis México PQ424010 PQ423131
Do. plurivora IRAN1557C Citrus sp. Irdn KC898225 KC898208
Do. rosulata CBS 121760 Acacia karroo Namibia KF766227 EU101335
Do. viticola CBS 117009 V. vinifera Espafa AY905554 AY905559
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Do. viticola CBS 117008 V. vinifera Espafa AY905557 AY905560
Lasiodiplodia
CMM2184 Carica papaya Brasil KC484801 KC481531
brasiliensis
L. brasiliensis CMM2185 C. papaya Brasil KC484800 KC481530
L. citricola IRAN1522C Citrus sp. Irdn GU945354 GU945340
L. citricola IRAN1521C Citrus sp. Irdn GU945353 GU945339
L. crassispora WAC12533 Santalum dlbum Australia DQ103550 DQ103557
L. crassispora CBS110492 Unknown Unknown EF622086 EF622066
L. exigua BL104 Retama raetam Tunisia KJ638317 KJ638336
L. exigua BL184 R. raetam Tunisia KJ638318 KJ638337
L. gilanensis IRAN1501C Unkown Irdn GU945352 GU945341
L. gilanensis IRAN1523C Unkown Irdn GU945351 GU945342
Syzygium
L. gonubiensis CMW 14077 Sudafrica AY639595 DQ103566
cordatum
Syzygium
L. gonubiensis CMW 14078 Sudafrica AY639594 DQ103565
cordatum
L. iraniensis IRAN1502C Juglans sp. Irdn GU945347 GU945335
L. iraniensis IRAN921C Mangifera indica Irdn GU945346 GU945334
L. iraniensis MXSCT07-2 Citrus sinensis Meéxico PQ423994 PQ423115
L. iraniensis MXSCT35-1 C. sinensis México PQ423995 PQ423116
L. iraniensis MXSCT41-2 C. sinensis México PQ423996 PQ423117
L. iraniensis MXSCT43-1 C. sinensis Meéxico PQ423997 PQ423118
L. margaritacea CBS122519 | Adansonia gibbosa Australia EU144050 EU144065
L. margaritacea CBS122065 A. gibbosa Australia EU144051 EU144066
L. mediterranea BL101 Vitis vinifera Italia KJ638311 KJ638330
L. mediterranea BL1 Quercus ilex Italia KJ638312 KJ638331
L. CBS116459 Gmelina arborea Costa Rica EF622077 EF622057
pseudotheobromae
L. CBS447.62 Citrus aurantium Surinam EF622081 EF622060
pseudotheobromae
L. subglobosa CMMA4046 Jatropha curcas Brasil KF234560 KF226723
L. subglobosa CMM3872 Jatropha curcas Brasil KF234558 KF226721
L. subglobosa MXSCT07-1 Citrus sinensis México PQ423998 PQ423119
L. subglobosa MXSCT26-3 C. sinensis México PQ423999 PQ423120
L. subglobosa MXSCT27-2 C. sinensis México PQ424000 PQ423121
L. subglobosa MXSCT41-1 C. sinensis México PQ424001 PQ423122
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Fruit along coral Papua New
L. theobromae CBS 164.96 AY640255 AY640258
reef Guinea
L. theobromae CBS111530 Desconocido Desconocido EF622074 EF622054
N. parvum CMW9081 P. nigra Nueva Zelanda AY236943 AY236888
N. parvum CBS 110301 V. vinifera Portugal AY259098 AY573221
Oblongocollomyces
CBS 121774 Acacia karroo Namibia EU101312 EU101357
variabilis
O. variabilis CBS 121775 A. karroo Namibia EU101314 EU101359
Oblongocollomyces
MXSCT31-1 Citrus sinensis México PQ424004 PQ423125
sp.
Oblongocollomyces
MXSCT30-3 C. sinensis Meéxico PQ424005 PQ423126
sp.
Phaeobotryon
CAA797 Acer negundo Rusia KX061513 KX061507
negundinis
Ph. negundinis CAA799 Acer negundo Rusia KX061515 KX061509
Ph. Rhois CFCC 89662 Rhus typhina L. China KM030584 KMO030598
Phaeobotryon sp. MXSCT04-2 Citrus sinensis Meéxico PQ424012 PQ423133
Phaeobotryon sp. MXSCT34-1 C. sinensis Meéxico PQ424013 PQ423134
Pseudofusicoccum
CBS 122053 | Acacia synchronica Australia EF585525 EF585569
adansoniae
P. adansoniae CBS 122055 A. synchronica Australia EF585525 EF585569
P. africanum CMW48035 Mimusops cifra Sudafrica MH270506 MH576590
P. africanum CMW48030 M. cifra Sudafrica MH558618 MH576593
P. kimberleyense CBS122058 | Adansonia gibbosa Australia EU144058 EU144072
P. kimberleyense CBS122059 Ficus opposita Australia EU144059 EU144071
Eucalyptus
P. stromaticum CBS138362 América del Sur KP872348 KP872378
urophylla
P. stromaticum CBS117448 Eucalyptus hybrid Venezuela AY693974 AY693975
P. stromaticum CMW13435 E. hybrid Venezuela DQ436935 DQ436936
P. stromaticum MXSCT18-2 Citrus sinensis México PQ424002 PQ423123
P. stromaticum MXSCT18-6 C. sinensis México PQ424003 PQ423124
P. violaceum CBS 115453 Microcos China MT587548 MT592283
paniculatus
P. violaceum CBS 115594 M. paniculatus China MT587549 MT592284
Sphaeropsis visci CBS 100163 Viscum album Luxemburgo EU673324 EU673292
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Aplosporella

hesperidica

CBS:732.79

Suelo

Cuba

KX464083

KX464553

Los aislamientos de este estudio estan resaltados en negrita.
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Tabla 19. Cepas fungicas identificadas por huerta, hospedante de donde se aislaron y los sintomas que se

observaron.
Sintomas .
Huerta Hospedante G Especie Cepa
Eutypell
1 AD Naranja X utypetia SCT01-1
microtheca
%asn')dlp'lodla SCT02-1
iraniensis
2 CC Naranja X Lasiodiplodia SCT02-2
iraniensis
Fusarium SCT02-3
incarnatum
Lasiodiolodi
3 HM Limén Lasiodiplodia SCT03-1
iraniensis
%asu.Jdlpllodla SCT04-1
iraniensis
Phaeobotryon sp. SCT04-2
4 SH Naranja X i
) Col/etotr/cf;gm SCT04-3
gloeosporioides
Alternaria
SCT04-4
abundans
Eutypella sp. SCT05-1
Fusarium nanum SCT05-2
5 HE Naranja X iodi i
j %asu.Jdlpllodla SCT05-3
iraniensis
Dothiorella sp. SCT05-4
Colletotr/c.ht./m SCTO6-1
gloeosporioides
Colletotr/c.ht./m SCT06-2
. gloeosporioides
6 ™M Naranja X Eutypella sp. SCT06-3
Ulocladu./m SCT06-4
alternariae
Dothiorella sp. SCT06-5
Lasiodiplodia SCT07-1
subglobosa
Lasiodiplodia
7 LB Naranja X iraniensis SCT07-2
Fusarium citri SCT07-3
Dothiorella viticola ~ SCT52-1
Colletotrichum sp. SCT08-1
Lasiodiplodia SCT08-2
iraniensis
8 LE Toronja X iodi i
] %asn')dlp'lodla SCT08-3
iraniensis
Lasiodiplodia SCT09-3
iraniensis




Lasiodiplodia SCT09-4
iraniensis
Lasiodiplodia SCT10-1
iraniensis
9 CR Naranja Fusarium SCT10-2
pernambucanum
Eutypella sp. SCT10-3
Lasiodiplodia SCT11-1
iraniensis
10 LM Naranja Colletotrichum SCT11-2
gloeosporioides
Colletotr:cﬁqm SCT11-3
gloeosporioides
Eutypella sp. SCT13-1
Lasiodiplodia
11 LG Mandarina iraniensis SCT50-1
Co/letotrlc.h (.Jm SCT50-2
gloeosporioides
ugobona ST
12 HC Naranja Col/itotrichum
- SCT14-2
gloeosporioides
e, scs
13 1 Naranja Colletotrichum
.. SCT15-2
gloeosporioides
o scrisd
14 cB Naranja ?; . t’;n, o
oretotrichu SCT16-2
gloeosporioides
15 SL Naranja Eutypella sp. SCT17-2
Fusarium nanum SCT18-1
Pseudoft.JSIcoccum SCT18-2
stromaticum
Lasiodiplodia SCT18-3
subglobosa
Pseudoﬂ./smoccum SCT18-6
Naranja stromaticum
16 LP Colletotrichum
i .. SCT18-7
Mandarina gloeosporioides
Fusarium sp. SCT51-1
Lasiodiplodia SCT51-2
iraniensis
Fusarium SCT51-3
incarnatum
Fusarium nucidum SCT51-5
oot SIS
17 PR Naranja Lasiodiplodia
~asiodip SCT19-2
iraniensis
18 HH Naranja Lasiodiplodia SCT20-1

iraniensis
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Lasiodiplodia SCT53-2
iraniensis
Doth:qrel{a SCT21-1
mangifericola
19 PA Naranja Dothiorella sp. SCT21-2
%as".’d'p ./Od'a SCT57-1
iraniensis
batiole s
20 FC Naranja Z‘olletotrichum
.. SCT22-2
gloeosporioides
Colletotr:qhqm SCT23-1
gloeosporioides
21 S) Naranja Dothiorella citricola  SCT23-2
CO//etOtI‘IC.hl.lm SCT23-3
gloeosporioides
Lasiodiplodia SCT24-1
subglobosa
%aspdlp'lod/a SCT45-1
22 MA Naranja iraniensis
Barriopsis iraniana SCT45-2
ngros;?ora SCT45-3
sphaerica
Chaetomium SCT26-1
megalocarpum
Dothlo'rel.la SCT26-2
23 SF Naranja mangifericola
Lasiodiplodia SCT26-3
subglobosa
Dothiorella citricola  SCT26-4
Colletotrlc.h({m SCT27-1
gloeosporioides
B
24 LY Naranja Lasi-ct])di lodi
~OSI0gip 08 SCT49-1
iraniensis
%asn')d/p'lod/a SCT49-2
iraniensis
Uloclad/ym SCT28-1
alternariae
Preussia minima SCT28-2
25 LU Naranja i
J Colletotr/c.ht.lm SCT28-3
gloeosporioides
Lasiodiplodia SCT28-4
iraniensis
Colletotr/chl{m SCT27-1
gloeosporioides
Loodpide s
24 LY Naranja 1 'gd' lodi
~astodiplodia SCT49-1
iraniensis
Lasiodiplodia SCT49-2

iraniensis
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Uloclad:ym SCT28-1
alternariae
Preussia minima SCT28-2
25 LU Naranja 1
) Co//etotr/chgm SCT28-3
gloeosporioides
%asu')d/p'/od/a SCT28-4
iraniensis
Nigrospora SCT29-1
lacticolonia
CO//etOtI‘IC.hL.Im SCT29-2
26 SR Naranja gloeosporioides
FGSI(')de'/OdIG SCT29-4
iraniensis
Diatrype sp. SCT29-5
Tr/c{mcllerma SCT30-1
pezizoides
Oblongocollomyces
27 ST Naranja sp. SCT30-3
Eutypella sp. SCT30-5
Eutypella sp. SCT30-7
Oblongocollomyces SCT31-1
28 SM Naranja SP.
Lasiodiplodia sp. SCT31-2
Doth/c'Jre/./a SCT32-1
. mangifericola
Naranja Lasiodiplodia
29SS . Jastodip! SCT32-2
Toronja iraniensis
%aspdlpllod/a SCT42-2
iraniensis
Dothiorella sp. SCT33-1
Phaeobotryon
30 ET Naranja negundinis 5CT33-2
Fusarl.um SCT33-3
acuminatum
%asu.)dlpllod/a SCT25-1
iraniensis
Phaeobotryon rhois  SCT34-1
Spencermartinsia
31 JO Naranja . 5CT34-2
%asu.)dlpllod/a SCTS4-1
iraniensis
%asu')dlp'lod/a SCTS54-2
iraniensis
Lasiodiplodia SCT35-1
iraniensis
32 PA Naranja Fusarium
SCT58-2
pernambucanum
Fusarium SCT58-3

proliferatum
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Lasiodiplodia SCT58-4
iraniensis
33 CO Naranja Lasiodiplodia SCT36-2
iraniensis
Lasiodiplodia SCT55-1
. iraniensis
34 PE Naranja Barriopsis iraniana SCT55-2
Dothiorella sp. SCT55-3
35 CU Limoén Lasiodiplodia SCT38-1
iraniensis
éasu')d/p'/od/a SCT39-1
36 CN Naranja lraniensis
Dothiorella sp. SCT39-2
Phaeob'otryon SCT40-1
negundinis
Dothlcjorel.la SCT40-2
mangifericola
37 CG Naranja Lasiodiplodia sp. SCT46-2
Trlchgderma SCT46-3
longibrachiatum
Colletotrlc.ht.Jm SCTA6-4
gloeosporioides
lpeapione  scna
38 TE Naranja Lasi?:di lodia
astodip SCT41-2
iraniensis
motbnds scvas
39 Naranja Lasiodiplodia
Jastodip! SCT43-3
iraniensis
st scs
40 LF Naranja Colletotrichum
pretorneny SCT44-2
gloeosporioides
Lasiodiplodia SCTa7-1
. subglobosa
a Naranja Lasiodiplodia sp. SCT47-2
Lasiodiplodia sp. SCT47-3
42 RO Naranja golletoirichum
. SCT48-2
gloeosporioides

C: cancro, G: gomosis, T: tizén, H: herida.
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Anexo F: Distribucidn por familias de los aislados

Pseudofusicoccum

Barriopsis

Oblongocollomyces ~

Phaeobotryon

Dothiorella

Trichosphaeriaceae

Hypocreaceae

Pleosporaceae Lasiodiplodia

Diatrypaceae

Nectriaceae

Botryosphaeriaceae

Glomerellaceae

Figura 30. Grafico circular de la distribucion por familia de los aislados y los géneros mas prevalentes de la familia
Botryosphaeriaceae.



