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AISLAMIENTOS DE BOTRYOSPHAERIA ASOCIADOS AL TIZON DEL TALLO
DE ARANDANO Y SU PATOGENICIDAD, EN MICHOACAN JALISCO Y
COLIMA

Edith Maldonado Cruz, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2016.

RESUMEN

El ardndano (Vaccinium corymbosum), es producido comercialmente en 16 paises en todo
el mundo. En México se cultiva desde 1999; su participacion mundial destaca con una
produccion de 521583 ton, se ubica dentro de los diez paises con los mayores
rendimientos. El ardndano es una especie vigorosa, de rapido crecimiento y altos
rendimientos, susceptible a varias enfermedades que pueden alterar su desarrollo y acortar
su vida productiva. El tizén del tallo es una enfermedad que causa significativas pérdidas,
la incidencia de esta enfermedad es tan alta que las nuevas plantaciones se ven seriamente
reducidas en productividad, esta ha sido atribuida a miembros de la familia
Botryosphaeriaceae; Botryosphaeria dothidea, Neofusicoccum parvum, Lasiodiplodia
theobromae y Lasiodiplodia pseudotheobromae se han registrado como agentes causales.
Esta familia ha tenido una historia taxonémica confusa, donde las especies son dificiles de
separar en base a las caracteristicas morfoldgicas. El analisis filogenético basado en el
analisis del ADN ha permitido una clasificaciéon méas natural de Botryosphaeriaceae, se ha
utilizado secuencias de ADN, del gen ITS y de genes adicionales EF1-a, para determinar
las especies involucradas en patologias de muerte regresiva y cancros. La acertada
identificacion de los agentes causales contribuye a la correcta toma de decisiones en el
manejo de esta enfermedad.

Palabras clave: Vaccinium corymbosum, Botryosphaeriaceae, ITS y EF1-a.



BOTRYOSPHAERIA ISOLATES ASSOCIATED WITH STEM BLIGHT OF
BLUEBERRY IN MICHOACAN JALISCO AND COLIMA AND THEIR
PATHOGENICITY

Edith Maldonado Cruz, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2016.

ABSTRACT
Blueberry (Vaccinium corymbosum), is produced commercially in 16 countries worldwide.
Grown in Mexico since 1999; its worldwide share is highlight with a production of 521583
tons, is placed within the ten countries with the highest yields. Blueberry is a vigorous
species, fast growth and high yields, susceptible to various diseases that can affect their
development and shorten its life. The stem blight is a disease that causes significant losses,
the incidence of this disease is so high that new plantations are severely reduced in
productivity; It has been attributed to members of the family Botryosphaeriaceae within the
genus Botryosphaeria; Botryosphaeria dothidea, Neofusicoccum parvum, Lasiodiplodia
theobromae y Lasiodiplodia pseudotheobromae have been registered as causal agents. The
taxonomy of this group has been confused, is difficult to separate species based on
morphological characteristics. Phylogenetic analysis based on DNA analysis has allowed a
more natural classification of Botryosphaeriaceae, have been used DNA sequences, such as
the ITS and EF1-a genes, to determine the species involved pathologies dieback and
cankers. The successful identification of the causal agents contributes to the proper

decision-making in the management of this disease.

Key words: Vaccinium corymbosum, Botryosphaeriaceae, ITS y EF1-a.
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CAPITULO I

REVISION DE LITERATURA

1. Origen

El ardndano Vaccinium sp. es un género de arbustos terrestres de la familia Ericaceae,
con aproximadamente 450 especies con amplia distribucion geogréfica, tanto en el
hemisferio Norte como en las montafias de Asia tropical y Centro y Sur América, es una
de las especies vegetales de mas reciente domesticacion. En 1906, el genetista Coville del
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA), inici6 los trabajos de
mejoramiento genético con distintas especies silvestres de ardndano. Estos trabajos fueron
continuados y ampliados por White y Darrow. En la actualidad el USDA vy diferentes
universidades de América, Europa, Australia y Nueva Zelanda, han puesto en marcha
programas de mejora genética con cruzamientos entre distintas especies, principalmente
entre V. corymbosum, V. angustifolium, V. myrtilloides, V. darrowi y V. ashei. Como
resultado de estos trabajos se han obtenido nuevas variedades. Uno de los mayores logros
de los programas de mejoramiento genético ha sido la obtencion de variedades con

diferentes necesidades de horas de frio. (De Sebastian, 2011).

2. Tipos de arandano

La mayor parte de las variedades de arandano comercialmente importantes, provienen
de las especies en la seccién Cyanococcus incluyendo cultivares de Vaccinium corymbosum
L. y Vaccinium ashei Reade (arandano ojo de conejo syn Vaccinium virgatum Ait) y
rodales nativos de Vaccinium angustifolium Ait. (arandano bajo) (Hancock et al., 2008),

que se clasifican como sigue:



a. Arandano alto del Norte: Corresponde a la especie Vaccinium corymbosum, nativa
de la costa atlantica de Estados Unidos, proliferando en suelos arenosos, himedos,
con alto contenido de materia orgénica y capa freatica poco profunda. Sus raices
fibrosas se desarrollan superficialmente sobre la capa de materia organica,
generalmente a la semi sombra de los bosques. Es una especie tetraploide, de hoja
caduca, y que en su mejoramiento se han introducidos genes de otras especies,
como V. angustifolium, para hacerlas méas tolerantes al frio. Arbitrariamente, se ha
definido este grupo como todos aquellos cultivares que requieren mas de 1000 horas
frio, en base a 7°C. A este grupo pertenecen los cultivares que ocupan la mayor
superficie de arandanos comerciales en el mundo, como Bluecrop, Berkeley, Duke,
Jersey, Early Blue, Elliott, Blueray, Brigitta, Spartan, Patriot, Toro, Bluegold, y
Aurora (Olivares, 2009).

b. Aréndano alto del Sur:Este es un grupo de cultivares también derivados
principalmente de selecciones de V. corymbosum, al que ademas, en su
mejoramiento se le han introducido genes de Vaccinium darrowii. Es una especie
diploide de hoja perenne, que crece en forma silvestre en la zona de Florida y de la
cual habria varios clones. Otra especie usada en este mejoramiento genético es
Vaccinium virgatum, conocida como “rabbiteyes” u ojo de conejo. Este tipo de
variedades son de floracion temprana, demoran la caida de hojas en otofio o
simplemente no la tiran, tienen menos tolerancia a las heladas, su fruto soporta
mejor el calor durante la época de cosecha y probablemente sean mas tolerantes a
enfermedades de zonas calidas como Botryosphaeria (tizon del tallo). Estos

cultivares han aumentado su superficie de produccion en la zonas méas templadas o



calidas, como el sur de EUA (Georgia, Florida, California), centro de México, el
Norte de Argentina, el Sur de Espafia y el Centro Norte de Chile (Olivares, 2009).
“Rabbiteyes” u ojo de conejo: Esta es una especie nativa del sureste de Estados
Unidos, correspondiente a Vaccinium virgatum (ex ashei). Son plantas hexaploides,
muy vigorosas, de cafias altas, muy tolerantes a suelos pobres y estrés hidrico.
Requieren pocas horas frios (300 - 600) y son altamente productivas; tienen un
largo periodo de flor a cosecha (entre 80 a 110 dias) y eso las hace poco atractivas
para produccion temprana (Olivares, 2009).

Arandano bajo: Este tipo de arandano corresponde bésicamente a la produccion de
especies silvestres, principalmente Vaccinium angustifolium, que crecen en el
noreste de EUA (Maine) y sur de Canada (Quebec). Estas son plantas pequefias, de
30 a 40 cm de altura, de raiz rizomatosa, que se cultivan como una especie de
pradera y su cosecha es mecanizada o bien con un tipo de peineta manual que sirve
para separar los frutos maduros del follaje. Tiene un manejo minimo en cuanto a
fertilizacion y control de plagas. Esta especie no tiene mayor importancia comercial
para otras zonas del mundo, pero ha sido un importante aporte en el mejoramiento
de los cultivares, otorgandoles resistencia al frio, mayor nimero de cafias basales,
fruto firme y mejor calidad nutritiva (mas antioxidantes) (Olivares, 2009).

Hibridos: Estos corresponden a cruzamientos entre V. corymbosum y V.
angustifolium. Tienen como objetivo lograr cultivares con suficiente tolerancia a
bajas temperaturas invernales y a la vez con una buena calidad de fruta,
especialmente en tamafio. Son plantas que pueden llegar a 1 m de altura, follaje
compacto, fruto mediano y sus hojas son de un rojo brillante en otofio, muy

ornamental (Olivares, 2009).



3. Produccion de arandano

3.1 Produccion mundial
Los arandanos son producidos comercialmente en 16 paises en todo el mundo. Los
rendimientos promedio han aumentado casi en un 50% en los ultimos 10 afios. La

superficie sembrada también ha aumentado en un 37% (Ratnaparkhe, 2007).

A nivel mundial se siembran 110835 ha, de acuerdo a estimaciones internacionales
(Brazelton, 2014), la superficie plantada de ardndanos de arbusto alto a nivel mundial se
encuentra distribuida de la siguiente manera: Norteamérica 55541 ha, México y América
Central 2181 ha, Sudamérica 20178 ha, Europa 19631 ha, Asia y Pacifico 11434 ha,
Mediterraneo y Africa 943 ha y Sudafrica 523 ha (Brazelton, 2014). El 52% de la

produccion mundial se concentra en Norteamérica (Fig. 1).
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Figural.l. Produccion mundial de arandano por Regiones 2014.



La produccién del cultivo, se ha ampliado recientemente a las areas de produccion no
tradicionales de baja latitud, como el Norte de Chile y Argentina, México y Espafia con
rendimientos muy prometedores. Todas estas areas se caracterizan por tener  baja
acumulacion de horas frio durante el invierno acompafiados por primaveras y veranos
calidos (Bafiados, 2009). A nivel mundial, los principales productores de ardndano son
Estados Unidos, Chile y Canada con el 48%, 19% y 13%, respectivamente. México ocupa
el noveno lugar, estd dentro de los diez paises con los mayores rendimientos, con una

produccion de 521583 ton, representa el 2% de la produccion total (Fig. 2) (Brazelton,

2014).
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Figura 1.2 Principales paises productores de arandano.



3.2 Produccion nacional

El cultivo de ardndano es relativamente nuevo en México, se produce desde 1999 en el
estado de Puebla, con una superficie promedio de 58 hectareas durante el periodo 1999-
2010, con rendimientos por ciclo de alrededor de 6 t/ha (Gonzalez, 2013). El ardndano se
cultiva en los siguientes estados: Jalisco (1244 ha), Colima (307 ha), Michoacéan (245 ha),
Sinaloa (350 ha), Baja California (220 ha), Puebla (210 ha) Sonora (34 ha), y Estado de

México (13ha). (Fig. 3) (SAGARPA, 2016).
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Figura 1.3 Produccion del cultivo de Arandano en México.

4. Importancia en México

La industria mexicana del arandano es relativamente nueva, su participacion mundial
esta destacando, impulsada por las ventajas comparativas y competitivas que ofrece para la
produccion de este cultivo como la cercania con los mercado de exportacion,

principalmente a E.U, costo de mano de obra relativamente bajo comparado con otros



paises productores, las condiciones edafoclimaticas éptimas para el desarrollo del cultivo y
la época de produccion en los meses de altos precios (noviembre-marzo). Debido a esto,
empresas norteamericanas y chilenas, han decidido invertir en México para impulsar el
desarrollo de esta industria. Los gobiernos regionales, como el caso de Jalisco, en
coordinacion con la Fundacion Produce Jalisco, visualiza la implementacion de una cadena
productiva integral donde se incluya capacitacion y transferencia de tecnologia;

involucrando a aproximadamente 800 productores (Bascope, 2013).

Se proyecta que México serd un actor importante en la produccion de arandanos frescos
en el futuro. Las empresas de ardndanos en México estan apuntando a la ventana de la
produccion de abril-mayo, época de produccion entre América del Sur y América del Norte

(Garcia-Salazar, 2011).

5. Enfermedades fungosas del ardndano
El arandano es una especie vigorosa, de rapido crecimiento y altos rendimientos,
susceptible a varias enfermedades que pueden alterar su desarrollo, acortar su vida

productiva y afectar la calidad y cantidad de fruta (Undurraga y Vargas 2013).

Los hongos fitopatdgenos mas comunes de ardndano son: a) los que causan dafio en los
frutos y flores causados por Monilinia vaccinii-corymbosi Reade que provoca la
momificacion de frutos, (Hancock, 2008), se registra como el mayor problema en la
produccién de Norteamérica, a menudo confundido por infecciones causadas por Botrytis
cinerea gque ocurren ocasionalmente, y que puede ser muy destructivo cuando se presenta y
la antracnosis causada por Colletotrichum acutatum Simmonds, su dafio se manifiesta

afectando directamente la calidad poscosecha de la fruta (Prodorutti et al., 2007).



b. En otro grupo se incluye a los hongos foliares que causan manchas, tizon de brotes y
cancros: Septoria albopunctata Cooke, y Gloesporium minus Shear que inducen tizén y
defoliacion prematura, afectando también la formacion de yemas florales. Tizén del tallo
causado por Botryosphaeria dothidea (Moug: Fr.) Ces y de no.). Cancro del tallo
Botryosphaeria corticis Demaree y Wilcox, cancro por Phomopsis, Phomopsis vaccinii
Shear (Hancock 2008). Este ultimo solo esta presente en Norteamérica y Chile (Prodorutti
et al, 2007). El oidio, Microsphaera vaccini Schwein, presente frecuentemente en huertos
de Estados Unidos y que aln no se encuentra en otros paises, es considerado un patdgeno
de importancia econdémica (Prodorutti et al, 2007). La roya, Thekopsora minima se
considera la principal enfermedad en vivero, que en infecciones severas puede llegar a
reducir la produccién de brotes en un 30% (Lynch, 2009); en México se registrd en el 2007
causando defoliacion e infecciones graves en los estados de Jalisco y Michoacan (Rebollar

etal., 2011).

c. Finalmente, los patdégenos que provocan pudricion de raiz, Armillaria mellea y
Armillaria gallica, afectan a una amplia gama de huéspedes de plantas, que por lo regular
se encuentran en areas donde se ha eliminado la vegetacion nativa para su conversion en un
campo de ardndanos. EIl hongo se propaga en el suelo a través de rizomorfos (Pscheidt y
Weiland, 2015). Por su parte, Phytophthora cinnamomi Rands, provoca infecciones graves
haciendo que el sistema radicular se vea reducido, se presenta clorosis, enrojecimiento y
defoliacion de hojas, muerte de ramas, retraso en el crecimiento, y la muerte de total de la
planta (Ellis y Nita, 2006). La pudricion de raices por Phythophthora junto con el tizon del
tallo son las principales enfermedades registradas en plantas de arandano alto en E.U.A

(Smith, 2006).



5.1 Tizdn del tallo

La enfermedad del tizon del tallo en arandano ha sido atribuida a miembros de la familia
Botryosphaeriaceae dentro del género Botryosphaeria (Millholand, 1972; Wright vy
Harmon, 2009; Rebollar et al., 2016). Un aspecto recientemente reconocido de
Botryosphaeriaceae es su habilidad para infectar hospederos y persistir como patégenos
endofiticos latentes. Antes de esto, se creia que estos hongos eran patdgenos sistémicos
(Mehl, 2013). Otros estudios han confirmado que practicamente todas las especies in la
familia ocupan una planta huésped endofitamente para pasar una parte de sus ciclo de vida

(Slippers y Wingfield, 2007).

Las especies de Botryosphaeria son de distribucion cosmopolita y se producen en una
amplia gama de monocotileddneas, dicotiledoneas y gimnospermas en ramas lefiosas, hojas
herbaceas, tallos de gramineas; sobre brotes y en los talos de liquenes (Denman et al.,

2000).

5.2 Antecedentes

Esta enfermedad fue reportada en 1972 afectando al ardndano alto en Estados Unidos y
en huertos muestreados en el sureste de Carolina del Norte. (Millholand, 1972). Desde
entonces, en el Sureste de los Estados Unidos (Carolina del Norte, Georgia, Florida,
Alabama y Mississippi) se presenta Botryosphaeria dothidea y Botryosphaeria corticis
causando tizon y cancro del tallo en arandanos altos cultivados y silvestres y en el arandano
0jo de conejo silvestre (Espinoza et al., 2009); es presenta como la principal enfermedad
que limita el establecimiento de nuevas plantaciones de arandano alto en el norte de
Carolina (Cline et al., 1993). La incidencia de esta enfermedad es tan alta que las nuevas

plantaciones se ven seriamente reducidas en productividad o totalmente destruidas antes de



que entren en plena produccion (Espinoza et al., 2009). El tizén del tallo en Estados Unidos
se ha atribuido principalmente a Botryosphaeria dothidea. Sin embargo, en un estudio en
Florida (Wright y Harmon, 2009), se inspeccionaron tallos de ard&ndano con sintomas que
incluian necrosis de ramas con hojas adheridas y decoloracion vascular que se extendia en
todas las rama afectadas. Los resultados arrojaron como agentes causales a Botryosphaeria
dothidea y Neofusicoccum parvum que previamente han sido reportados causando esta
enfermedad, adicionalmente Lasiodiplodia theobromae fue identificado; este fue el primer

reporte de este patdgeno causando tizén de tallo en ardndano (Wright y Harmon, 2009).

En Nueva Zelanda, se reportaron diferentes especies de Botryosphaeria causando
muerte descendente y pudricion de la corona con pérdidas del 18 % de las plantaciones en
las principales areas de produccion de arandano; estas fueron identificadas como; B. lutea,

B. parva, B. australis (Sammonds et al., 2009).

En 2010 en China, fue reportado a Botryosphaeria dothidea causando tizén del tallo en
arandano alto en huertos comerciales en Lijiang y Zongdian, en la provincia de Yunnan,

con dafos del 10 al 15% (Yu et al., 2016).

En Buenos Aires Argentina, se reportd por primera vez a Neofussicocum parvum como
patégeno de V. corymbosum ‘Brighitta’ y ‘Duke’ causando tizén de ramas y tallo con una

incidencia del 40% provocando ocasionalmente la muerte de plantas. (Wright et al., 2012).

En México, se cultivan variedades tipo arandano alto del Sur, las cuales han mostrado ser
susceptibles al cancer o tizon del tallo. Esta enfermedad fue detectada en arandano
(Vaccinium corymbosum cv. 'Biloxi") entre 2011 y 2014, en sistemas de produccién de tunel

y campo abierto en Michoacéan y Jalisco, con sintomas como un resquebrajamiento de la
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base del tallo, las hojas se tornaron color marrén claro, ya muertas permanecieron unidas al
tallo, tizones en el tallo y muerte regresiva fueron observados; la especie identificada fue
Neofusicoccum parvum (Rebollar et al., 2016); se registraron niveles de incidencia de la
enfermedad de hasta el 41 %. (Mondragon et al., 2012). Otros agentes causales asociadas a
esto sintomas fueron identificados como Lasiodiplodia pseudotheobromae, Pestalotiopsis

photiniae y P. microspora (Rebollar et al., 2013).

5.1.2 Sintomas

Los sintomas de tizon del tallo incluyen amarillamiento, marchitez, y hojas café-
bronceado sobre cafias individuales. El tejido lefioso de las ramas infectadas es de color
marron, con frecuencia se observa a un solo lado del tallo afectado (Millholand, 1972). El
hongo se disemina hacia abajo a través del tejido vascular hasta la base de la planta. El
marchitamiento se produce tan rapidamente que el tallo no se deshoja antes de morir, lo que
resulta en un tallo muerto con las hojas marrones adheridas a él. Los sintomas de tizon del
tallo generalmente se hacen evidentes en junio, poco después de la cosecha y el desarrollo
de la enfermedad se puede observar a lo largo de los meses de verano. Temperaturas por
debajo de 0°F causan grietas en las horquillas de los tallos, lo que resulta en epidemias

relacionadas con el principio de la temporada (Cline, 2016).

Plantas jovenes mueren rapidamente dentro de 1 a 2 afios posteriores a la siembra. La
tasa de mortalidad es méas alta cuando la infeccion se desarrolla cerca o en la corona. El
hongo pasa el invierno en los tallos infectados y la infeccidn primaria ocurre por ascosporas
0 conidios a finales de primavera La temperatura Optima para el crecimiento y la

esporulacién del hongo es de 25 a 28 ° C (Michigan State University, 2014).
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6. Identificacion de Botryosphaeriaceae

Esta familia de hongos ha tenido una historia taxonémica confusa, con nombres
inicialmente vinculados a los hospedantes y a caracteristicas morfoldgicas. Las especies de
Botryosphaeria son dificiles de separar en base a las caracteristicas de su teleomorfo y su
morfologia difiere poco entre especies (Phillips et al, 2005), esto sumado a que los
teleomorfos de las especies de este grupo rara vez se observan en la naturaleza o en
condiciones de laboratorio, por lo tanto, se considera que presentan poco valor taxonémico
debido a la superposicion de caracteristicas morfoldgicas (Slippers et al., 2004). Mientras
que las especies anamorficas presentan un amplio rango de caracteristicas (Luque y
Philllips, 2005); por lo que su morfologia por lo general se ha adoptado para identificar las
especies de Botryosphaeriaceae, pero esto no ha podido resolver la separacién especies

estrechamente relacionadas (Denman et al., 2000; Slippers et al., 2004).

La aparicion del analisis filogenético basado en el analisis del ADN ha permitié una
clasificacion mas natural de Botryosphaeriacea (Crous et al., 2006), los métodos de
secuenciacion de ADN proporcionan fuertes herramientas para determinar las relaciones
filogenéticas en los hongos en los distintos niveles taxondmicos desde drdenes hasta
especies (Phillips et al., 2013). Schoch et al. (2006) construy6 una filogenia multigénica de
96 taxones Dothideomycetes, basada en los genes SSU, 28S RNA (LSU), EF1-a y RPB2
de secuencias, esto mostré que especies de Botryosphaeria y Guignardia formaron un
clado que no pudo ser asociado con ningun otro. Por esta razén se propuso un nuevo orden

Botryosphaeriales que incluye una unica familia Botryosphaeriaceae (Phillips et al., 2013).
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Las comparaciones de secuencias de ADN por diversas regiones de genes han dado
lugar a una nueva evaluacion de Botryosphaeriaceae, y numerosos géneros y especies se

han propuesto (Denman et al., 2000, Phillips et al, 2005, Crous et al., 2006).

En diversos estudios se ha utilizado secuencias de ADN del gen ITS para determinar las
especies involucradas patologias de muerte regresiva y cancros (Denmann et al., 2000,
Phillips et al, 2005). La mayoria de los estudios taxondmicos sobre Botryosphaeriaceae
usando secuencias de ADN han utilizado el gen ITS, sin embargo el uso de este Gnico gen
puede minimizar la verdadera diversidad de especies, entre especies estrechamente

relacionadas o cripticas (Phillips et al., 2005; Slippers y Wingfield, 2007).

Por lo anterior, se ha recurrido al uso de secuencias de genes adicionales, tales como
secuencias parciales del gen B-tubulina y factor de elongacion 1 alfa (EFla), y el analisis
multi-locus de los genes SSU, ITS, LSU, junto con B-tubulina y EF1-a (Phillips et
al.,2013); apoyado con la descripcién morfoldgica de las especies en cada género, para
diferenciar entre ellas dentro Botryosphaeria y establecer las relaciones filogenéticas entre
géneros (Slippers et al 2004, Van Niekerk et al 2004, Phillips et al., 2005, Phillips et al.,
2013). Frecuentemente, los datos de factor de elongacion 1 alfa (EF1a) combinados con
secuencias ITS; han sido mas utilizados en la identificacion de especies cripticas o de
identidad incierta previamente estudiadas dentro de Botryosphaeriaceae (Phillips et al.,
2005; Slippers y Wingfield, 2007).

Los morfos asexuales de Botryosphaeriaceae han sido asignado a varios géneros
Coelomycete:  Aplosporella, Diplodia, Dothiorella, Fusicoccum, Lasiodiplodia,

Macrophomina, Microdiplodia, Neofusicoccum, Neoscytalidium, y Pseudofusicoccum
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Sphaeropsis, varios de estos se relacionan con la especie sexual Botryosphaeria (Denman

et al., 2000).

6.1 Genero Botryosphaeria

El género Botryopshaeria fue introducido en 1863 por Cesati y De notaris, quienes
designaron como especie tipo a Botryosphaeria dothidea (Moug.) Ces. &De Not. en este
tiempo el taxdn fue establecido en el grupo llamado Sphaeria (Denmann, 2000). Las
especies anamorficas de Botryosphaeria han sido asignadas a 18 géneros de Coelomycete,
entre los cuales los més comunes son Botryodiplodia (Sacc.) Sacc., Diplodia P.,
Dothiorella Sacc., Fusicoccum Corda, Lasiodiplodia Ellis & Everh., Macrophoma (Sacc.)

y Sphaeropsis Sacc. (Denmann et al., 2000; Phillips et al., 2005).

Las especies de este género se encuentran en todas las regiones templadas, tropicales y
subtropicales del mundo, al parecer, s6lo no se encuentran en las regiones polares. Se
presentan en un amplio rango de hospedantes monocotileddneas, dicotiledoneas y
gimnospermas causando muerte regresiva, chancros, escobas de bruja y tizones foliares, o
como endofitos. Se les describe con frecuencia como patégenos débiles u oportunistas que

causan la enfermedad en hospedantes sometidos a estres.

Las especies de este grupo representan gran diversidad y sobresalientes componentes de
muchas comunidades enddfitas, los factores que influyen en su patogenicidad no siempre
son claros y por consiguiente su importancia como hongos cuarentenarios son pobremente
definidos, su presencia y su papel ecoldgico en las comunidades vegetales no han sido muy
estudiados. Dificultades para abordar estas cuestiones e interpretarlas, es trabajo

especialmente dificil (Slippers y Wingfield, 2007).
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CAPITULO II
Botryosphaeria spp PATOGENOS DEL TI1ZON DEL TALLO EN ARANDANO EN
MICHOACAN, JALISCO Y COLIMA, MEXICO.

Edith Maldonado Cruz, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2016.

RESUMEN
El tizén o cancro del tallo se registré por primera vez en Michoacéan y Jalisco entre 2012 y
2014 y atacé hasta un 41% plantas de arandano (Vaccinium corymbosum). Para identificar
al patdgeno se colectaron 268 tallos de arandano con sintomas de marchitez, necrosis
vascular y sectorial y muerte descendente en Michoacan Jalisco y Colima durante 2014-
2015.Aislamientos Botryosphaeria fueron identificados en 137 (51%) de 268 tallos de
arandano colectados durante 2014-2015, con sintomas de marchitez, necrosis vascular y
sectorial y muerte descendente en Michoacan, Jalisco y Colima. Trece de estos aislamientos
se caracterizaron; seis de Michoacén, tres de Jalisco y cuatro de Colima asociados a tizon
del tallo y se agruparon molecularmente (método de neighbor joining con primers ITS y
genes parciales EF1- a) en tres especies: Lasiodiplodia theobromae, L. pseudotheobromae
y Neofusicoccum parvum. La especie aislada con mayor frecuencia fue L.
pseudotheobromae un 77%. Los tres grupos filogenéticos causaron lesiones de 16.9 a
87mm en el tallo de plantas de ardndano var. Biloxi. Las dos especies de Lasiodiplodia
fueron méas patogénicas que Neofusicoccum parvum. Este es el primer reporte de L.
theobromae causando Tizén del tallo del ardndano en México; y el primer reporte de L.

pseudotheobromae en ardndano en Colima.

Palabras clave: Vaccinium corymbosum, Lasiodiplodia pseudotheobromae,
Lasiodiplodia theobromae, Neofusicoccum parvum, ITS y EF1-a.
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Botryosphaeria spp PATHOGENS OF BLUEBERRY (Vaccinium corymbosum)
STEM BLIGHT IN MICHOACAN, JALISCO AND COLIMA, MEXICO.

Edith Maldonado Cruz, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2016.

ABSTRACT
Blueberry (Vaccinium corymbosum) stem blight was first registered in 2016 in Michoacan,
Mexico. To identify the pathogen 268 blueberry stems with symptoms of wilting, vascular
necrosis and dieback were collected from the states of Michoacan, Jalisco, and Colima,
Mexico, during 2014-2015. Botryosphaeria was identified in 137 (51%) of PDA isolations.
Six isolations from Michoacan, three from Jalisco and four from Colima were characterized
and moleculary grouped (neighbor joining method with ITS primers and EF1- o partial
genes) in three species: Lasiodiplodia pseudotheobromae (77% frequency), L. theobromae
and Neofusicoccum parvum.  The three groups were pathogenic causing 17 to 87 c¢cm
lesions on inoculated stems of blueberry plants, var. Biloxi. The two Lasiodiplodia species
were more pathogenic than N. parvum. This is the first report of L. theobromae causing
blueberry stem blight in Mexico; and the first report of L. pseudotheobromae in blueberry

from Colima.

Key words: Vaccinium corymbosum, Lasiodiplodia pseudotheobromae, Lasiodiplodia

theobromae, Neofusicoccum parvum, ITS y EF1-a.
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INTRODUCCION
Las frutillas (Fragaria ananassa, Rubus ulmifolius, Rubus idaeus y Vaccinium
corymbosum) se cultivan en México y son el quinto captador de divisas. Esta actividad
genera 200 mil empleos directos e indirectos al afio y tiene un valor comercial de més de
900 millones de dolares anuales (SAGARPA, 2014a). El arandano es un cultivo de reciente
introduccién en Meéxico; en 1993 se sembraron 175 ha que se incrementaron en 2014 a
1,843 ha y una produccion de 18,031 t de fruta (SAGARPA, 2014 b). El tiz6n o cancro del
tallo se presentd en Michoacan y Jalisco entre 2012 y 2014 Neofusicoccum parvum
anamorfo de Botryosphaeria sp se identifico como agente causal (Rebollar et al., 2016). En
huertos comerciales en Los Reyes Michoacan se registrd la muerte de plantas y una
incidencia de 41% por esta enfermedad (Mondragén et al, 2012). También se han
registrado como agentes causales a Lasiodiplodia pseudotheobromae, Pestalotiopsis
photiniae y P. microspora (Rebollar et al., 2013). Las especies de Botryosphaeria causan
muerte regresiva, cancros, proliferacion de ramas e inflorescencias y tizones foliares y
pueden ser endo6fitos en muchos hospedantes dentro de monocotileddneas, dicotiledoneas y
gimnospermas (Phillips, 2004). Estados Unidos es el mayor productor de arandano en el
mundo y el tizén o cancro del tallo es la enfermedad de mayor importancia econémica,
causando la muerte prematura de las plantas (Wright et al., 2010). Miembros de
Botryosphaeria se han reportado en México causando tizon del tallo en pitahaya (Valencia
et al., 2004), muerte descendente en mamey (Vasquez et al., 2009), pudricion de la corona
y cancros provocados en eucalipto (De la Mora et al., 2014), pudricion del pedinculo en

mango (Sandoval et al., 2013) y mancha negra en frutos de aguacate (Molina et al., 2014).
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El presente estudio tuvo por objetivo precisar los patdgenos del tizon del tallo en la zona
productora de arandano de Michoacén, Jalisco y Colima, y determinar su patogenicidad,

para generar informacion para el disefio de programas de manejo de la enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 una colecta de 268 tallos con sintomas de marchitez, tizon de tallo y muerte
regresiva de ramas en huertos comerciales de arandano, en agosto 2014 en Zamora
Michoacén, en noviembre 2014 en Ciudad Guzman, Jalisco, en marzo 2015 en Villa de
Alvarez, Colima, y en abril de 2015 en Los Reyes, Michoacan. Se colectaron de 2 a 3 tallos
de aproximadamente 15 cm, por cada planta con diferente grado de avance de la

enfermedad.

Aislamientos

Nueve segmentos por tallo, de aproximadamente 5 mm?® de la zona de avance de los
sintomas se desinfestaron por inmersion en alcohol al 70% durante 1 min y luego en una
solucion de hipoclorito de sodio al 3 % por 3 min. Posteriormente se lavaron por 3 min con
agua destilada estéril, se secaron a temperatura ambiente del laboratorio y se sembraron en
cajas Petri con papa-dextrosa-agar acidificado. Las cajas se incubaron a 26 °C y las
colonias se purificaron mediante punta de hifa en PDA (Bioxon®). Treinta colonias puras
se identificaron morfolégicamente a género con las claves taxonémicas de Barnett y Hunter
(1998). Para inducir su esporulacion, se sembraron en agua-agar 2%+ aciculas de pino
(Espinoza et al., 2009). En base a su morfologia, micelio esponjoso blanco cremoso o
pigmentado de color marrén verdoso o gris a gris negro, que representan potencialmente al

grupo Botryosphaeriaceae (Mehl et al., 2013) se seleccionaron trece colonias.
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Extraccion de ADN, amplificacién y analisis filogenético

El ADN de las trece colonias se aislo de micelio de 5 dias de crecimiento, el que fue
procesado por el método de CTAB (Sambrook, and Russell, 2001). Cada reaccion de PCR
se llevo a cabo en un volumen de 25 pL con 2.5 ul de buffer 10xPCR, 0.1 mM de dNTPs
(Invitrogen®), 0.4 uM de cada uno de los oligonucleétidos ITS1 e ITS4 (White et al.,
1990), genes parciales a-EF1, primers EF1-688F y EF1-1251R (Phillips et al ,2005), 1.25
U de Tag ADN polimerasa (Invitrogen®), y 100 ng de cada extracto de ADN. La
amplificacion se llevo a cabo en un termociclador (Applied Biosystems, 2720®), utilizando
el programa descrito por White (1990). Para a-EF se sigui6é la metodologia propuesta por
Phillips et al. (2005). Posteriormente, 5 puL de este producto se analizaron en geles de
agarosa 1.5% (p/v) (PROMEGA®) preparados en TAE 1 X (40 mM Tris-acetato, 1 mM
Na; EDTA) y tefiidos con bromuro de etidio (Promega®). Los productos de PCR fueron

secuenciados en ambas direcciones (Macrogen).

El conjunto de secuencias analizadas se compararon con otras de los genes ITS y a-EF1,
depositadas en el Genbank. Como grupo raiz estrechamente relacionado con
Botryosphaeria se selecciond a Nectria aurantiaca. Las secuencias fueron editadas
manualmente con el programa Mega 6.0. El alineamiento multiple se realiz6 con clustal W.
Se construyd un arbol filogenético concatenado con los genes ITS y EF1-a, por el método
Neighbor-Joining, con valores Bootstrap de 1000 repeticiones (Tamura et al., 2013). Las
distancias evolutivas se calcularon utilizando el método Kimura- 2 pardmetro. Se

analizaron 26 secuencias de nucleétidos 670 posiciones.
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Pruebas de patogenicidad

Cinco aislamientos (VA2, VA19, ZM12, R94, y CDG2) se eligieron en base a la
separacion por especies resultado del anélisis filogenético y correspondientes a diferentes
regiones. Cuatro plantas de arandano var. Biloxi de afio y medio de edad se inocularon en
camaras bioclimaticas (26°C, 75% H.R) y como testigo, una planta se inoculé con discos de
PDA sin micelio, en un disefio completamente al azar. La inoculacion se realizé
desinfestando tres tallos por planta con alcohol 70% a los que se hizo una puncion a 40 cm
de la corona y posteriormente se coloc6 un disco (5 mm) con micelio de seis dias de edad
del aislamiento seleccionado y se fijo con parafilm. A los tres dias después de la
inoculacidn se registro la longitud de la lesion, durante siete dias. La homogeneidad de los
datos fue verificada mediante la prueba de Levene (P=<.0001). Después de esta prueba los
datos fueron sometidos a una comparacion de medias por diferencia minima significativa

(DMS) (p < 0.05) usando el programa SAS (9.0v).

RESULTADOS Y DISCUSION

Lasiodiplodia fue identificado en 131 (49%) y Neofusicoccum en 6 (2%) de los 268
tallos de arandano con sintomas de marchitez, necrosis vascular y sectorial y muerte
descendente de tallos, colectados en Michoacan, Jalisco y Colima. Los aislamientos
presentaron inicialmente micelio blanco que cambi6 a gris, gris verde y gris obscuro
(Figural-A y B). Lasiodiplodia sp presentd conidios hialinos, aseptados, de forma elipsoide
a oval en su fase inmadura; con el tiempo se pigmentaron marrén obscuro, con un septo y
estrias longitudinales. EI tamafio de los conidios oscil6 de 23 a 31 x 12 a 15 p (Figura1-C y

D), estas caracteristicas coinciden con informacion previa en arandano (Alves et al., 2008),
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mango (Marques et al., 2013). Neofusicoccum presentd conidios hialinos aseptados,
fusiformes con la base truncada, y de 12 al9 x 4 a 7; coincidiendo con registros previos

(Espinoza et al., 2009, Phillips et al., 2013) (Figura 1-E).

Figura 2.1 Anamorfos de Botryosphaeria aislados de tallos de arandano (Vaccinium
corymbosum). A) Colonias de Lasiodiplodia sp. y B) Neofusicoccum sp. C) Conidios
inmaduros, hialinos, aceptados de Lasiodiplodia sp. D) Conidios maduros, marron con
estrias longitudinales y un septo de Lasiodiplodia sp. E) Conidio hialino aseptado y
fusiforme de Neofusicoccum parvum.
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Analisis filogenético

Las secuencias analizadas se alinearon de la siguiente forma: VA1, VA4, CDG9, ZM12,
ZM13, ZM15, VA19, ZM20, R94, y CDG12, presentando un porcentaje de identidad del
99 y 100% con L. pseudotheobromae (KU507479). VA2 presento un 99% de identidad con
L. theobromae (KC806062.1). ZM31 coincidié en 100% de identidad con L. theobromae

(KU507477). CDG2 correspondi6 a N. parvum con 100% de identidad (JQ647912.1).

Las trece secuencias analizadas se concentraron en tres grupos; I: 10 aislamientos de L.
pseudotheobromae encontrados en las cuatro regiones de estudio, Zamora Mich., Ciudad
Guzman Jal., Villa de Alvarez Col. y Los Reyes Mich. Grupo Il con dos aislamientos de L.
theobromae, uno de Zamora, Mich. y el otro de Villa Alvarez, Col. En el Grupo |1 sélo se
obtuvo un aislamiento de Neofusicoccum parvum en Ciudad Guzman Jal . La identificacion
de Botryosphaeria mediante morfologia ha sido confusa por lo que en los Gltimos afios las
herramientas moleculares basadas en el analisis filogenético de las secuencias utilizando
diversos genes como ITS, B-tubulina y EF1-o han ayudado a clarificar y resolver la
identidad de especies (Crous et al., 2006, Luque and Phillips, 2005). En nuestro caso el
andlisis filogenético del conjunto de secuencias de los genes ITS y EF1-a fueron adecuados

para la separacion de las especies de Botryosphaeria sp (Figura 2).
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Figura 2.2 Arbol filogenético combinado ITS y EF1-a de 26 secuencias en base al método

Neighbor-Joining 1000 réplicas, utilizando el modelo Kimura 2 parametro, obtenidos de
tallos enfermos de Arandano (Vaccinium corymbosum).Grupo I: Aislamientos VA1, VA4,
CDGY9, ZM12, ZM13, ZM15, VA19, ZM20, R94, y CDG12. Grupo II: VA2, ZM31. Grupo

I11: CCDG2.

Pruebas de patogenicidad

Las especies de Botryosphaeria son conocidas por causar tizdén, muerte descendente y
cancros (Phillips, 2004). En el presente estudio los cinco aislamientos inoculados fueron
patogénicos y causaron lesiones marrén obscuro a negro, decoloracion y necrosis vascular;

en algunos tallos se produjo marchitamiento foliar y decoloracién de flores a marron-
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obscuro (Figura 3 A 'y B) lo que coincide con registros anteriores (Rebollar et al., 2013). Al

cabo de 7 dias algunos de los aislamientos provocaron el colapso y muerte de los tallos

(Figura 3C)

Figura 2.3 Sintomas en arandano (Vaccinium corymbosum) causados por la inoculacion de
Lasiodiplodia sp y Neofusicoccum sp. A) Marchitez foliar. B) Decoloracién de flores
marron obscuro. C) Colapso y muerte de tallos.

Al comparar la longitud de la lesion hubo diferencias significativas entre aislamientos (p
< 0.05). Los aislamientos que indujeron el mayor tamafio (63.99 a 87mm) fueron VA2 (L.
theobromae), ZM12 y R94 (L. pseudotheobromae), siete veces mayor a lo reportado en
Neofusicoccum parvum (Rebollar et al., 2016). Lasiodiplodia theobromae y L.
pseudotheobromae fueron més patogénicas que Neofusicoccum parvum. Los aislamientos
CDG2 y VA19 causaron lesiones inferiores que VA2 en un 81%. En este caso la lesion de
Neofusicoccum parvum (CDG2) caus6 lesiones mayores en un 60% a lo reportado por
Rebollar et al. (2016) en arandano. La diferencia pudo estar influida porque en nuestro
caso, la patogenicidad se probd en camara bioclimatica, con temperatura, humedad y luz

constantes. (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Longitud de lesiones causadas por Lasiodiplodia theobromae, L.
pseudotheobromae y Neofusicoccum parvum en tallos de arandano (Vaccinium
corymbosum) a los 7 dias de la inoculacion.

Aislamiento Especie Medias (mm)
VA2 L. theobromae 87.01+13.46
ZM12 L. pseudotheobromae 80.73+14.25
R94 L. pseudotheobromae 63.99+15.60
CDG2 Neofusicoccum parvum 25.06% 6.41
VA19 L. pseudotheobromae 16.92+2.95

Medias de 15 repeticiones * error estindar (Prueba DMS, p< 0.05).

Las especies identificadas L. pseudotheobromae y N. parvum coinciden con registros
previos de tizon y muerte descendente del arandano en Jalisco y Michoacan (Rebollar et
al., 2013), N. parvum en Chile (Espinoza et al., 2009) y L. theobromae en EUA (Wright et

al., 2010).

Este es el primer hallazgo de L. theobromae como causante del tizon del tallo en
arandano en Meéxico. También es el primer reporte de L. pseudotheobromae y L.

theobromae en huertos comerciales de arandano en Colima.

Lasiodiplodia pseudotheobromae y L. theobromae estdn jugando un papel
econdémicamente importante como causantes del tizon del tallo del arandano, por lo que

deben incluirse en las estrategias de manejo integrado del arandano.
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CONCLUSIONES
L. theobromae, L. pseudotheobromae y Neofusicoccum parvum causan el tizén del tallo

del arandano var. Biloxi en Michoacéan, Jalisco y Colima.

Todos los aislamientos de este estudio se obtuvieron de forma anamoérfica

(Lasiodiplodia y Neofusicoccum), no se obtuvo la fase teleomdrfica Botryosphaeria.

La especie aislada con mayor frecuencia (77%) fue L. pseudotheobromae, y con menor

frecuencia L. theobromae (15%) y N parvum (8%).

Las lesiones resultado de las inoculaciones en el tallo variaron de 16.9 a 86.9 mm.

El presente trabajo es el primer registro de L. pseudotheobromae y L. theobromae en

huertos comerciales de arandano var. Biloxi en Colima.

Esta informacion es importante para el disefio de estrategias de manejo integrado del

cultivo para disminuir las pérdidas causadas por estos hongos.
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