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Resumen. Se determind la distribucion, inciden-
cia y severidad de la muerte descendente (Lasiodi-
plodia spp.) en lima persa (Citrus latifolia) en 46
huertos de seis anos de edad, 25 arboles por huerto
en los municipios de Amacuzac (7 huertos), Ayala
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Abstract. The distribution,
severity damage caused by the dieback complex

incidence and

(Lasiodiplodia spp.) in Persian lime (Citrus
latifolia) was determined in 46 orchards of six
average years old, 25 trees per orchard in the
municipalities of Amacuzac, Ayala, Coatlan del
Rio, Cuautla, Jantetelco, Jonacatepec, Puente
de Ixtla, Tepalcingo and Tlaltizapan of Zapata,
Morelos State, Mexico. Incidence was evaluated
according to the number of plants having
symptoms of dieback. There were four levels of
severity, where 0= healthy tree, 1= gum exudation,
2= cracking with exposure of internal tissue and
3= well-defined canker and branch dieback. Which
were transformed to a percentage of means of a
scale of three levels of severity, transforming to
a percentage of infection using the Townsend and
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(4), Coatlan del Rio (9), Cuautla (1), Jantetelco (5),
Jonacatepec (1), Puente de Ixtla (5), Tepalcingo (3)
y Tlaltizapan de Zapata (11), del estado de More-
los, México. La incidencia fue determinada con
base al numero de plantas enfermas y la severidad
mediante escala de dafio de cuatro clases: 0= ar-
bol sano, 1= exudacion de goma, 2= agrietamiento
con exposicion de tejidos internos y 3= cancro bien
definido y muerte descendente de ramas. La severi-
dad fue transformada a porcentaje de infeccion con
la formula de Townsend y Heuberger, analizados
por Kruskal Wallis y separados por la comparacion
de medias, prueba de Tukey (0= 0.05) y p< 0.0001
en incidencia y severidad. La enfermedad se regis-
tro en el 78% de los huertos, con incidencias de
31.8 a 100% y severidades de 30.0 al 100%. Los
huertos con menor incidencia y severidad fueron
los ubicados en Amacuzac, Ayala, Coatlan del Rio
y Tlaltizapan de Zapata.

Palabras clave: Lasiodiplodia theobromae, Lasio-
diplodia citricola, Lasiodiplodia pseudotheobro-
mae, Citrus latifolia.

Meéxico ocupa el segundo lugar y participa con
el 21% de la produccion en el mundo de limén
mexicano (Citrus aurantifolia) y lima persa (Citrus
latifolia), con una produccion de 627.4 miles de t
(FAOSFAT, 2018), donde el 70% del total se des-
tina al mercado nacional y el resto al mercado de
exportacion, principalmente a los Estados Unidos
de América. En el 2016 se tuvo una produccion
de 2°439,477 t de lima persa, destacando Vera-
cruz (717,014 t), Michoacan (619,612 t) y Oaxaca
(263,448 t); Morelos ocupa el doceavo lugar con
una produccion de 3,880 t y actualmente cuenta
con 612 ha plantadas en 17 municipios, donde des-
taca el limon (32%) y la naranja Valencia (66%) de
la superficie total establecida y, un rendimiento de
12.1 y 7.7 t ha'' respectivamente (SIAP, 2018).
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Heuberger equation. Data were analyzed trough
the Kruskal Wallis test and Tukey (0=0.05) and
p<0.0001 in incidence and severity. There was a
high incidence of dieback on stems 78% of Persian
lime trees. The incidence and severity of dieback
of Persian trees on different orchards had a range
of 31.8 to 100% and 30 to 100%, respectively. By
the other hand, municipalities such as Amacuzac,
Ayala, Coatlan del Rio and Tlaltizapan, had the
lowest levels of incidence and severity of dieback.
Key words: Lasiodiplodia  theobromae,
Lasiodiplodia citricola, Lasiodiplodia pseudotheo-
bromae, Citrus latifolia.

Mexico ranks second in Mexican lemon (Citrus
aurantifolia) and Persian lime (Citrus latifolia)
production and accounts for 21% of production
worldwide with 627.4 thousand tons (FAOSFAT,
2018), from which 70% of the total production is
used to supply the national market and the rest is
exported mainly to United States. In 2016, Mexico
produced 2°439,477 ton of Persian lime mostly
in the states of Veracruz (717,014 t), Michoacan
(619,612 t) and Oaxaca (263,448 t); Morelos is
in twelfth place with 3,880 ton and currently has
612 ha sown to citrus in 17 municipalities, where
lemon (32%) and Valencia orange (66%) prevail on
the established area and yield 12.1 and 7.7 ton ha’!,
respectively (SIAP, 2018).

However, Persian lime trees are affected by
fungal diseases that infect roots, trunk, foliage and
fruits, and cause production losses (Christensen,
2017). In Morelos, it was thought that the death
of trees was caused by gummosis (Phytophthora
parasitica), since it had been reported in the states
of Colima and Tabasco, where symptoms of gum
secretion and rot of the foot caused the death of
ungrafted and grafted rootstock citrus trees and,
consequently, the elimination of orchards (Acosta-
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No obstante, los arboles de lima persa presentan
enfermedades fungosas en raices, tronco, follaje y
frutos, que causan pérdidas al cultivo (Christensen,
2017). En Morelos se asumia que la muerte de ar-
boles era ocasionada por la gomosis (Phytophthora
parasitica), debido a que fue reportada en los es-
tados de Colima y Tabasco, causando sintomas de
secrecion de goma y pudricion del pie, llegando a
ocasionar la muerte de arboles de citricos de pie
franco e injertado, provocando la eliminacion de
huertas (Acosta-Pérez et al., 2012; Vidales 1982).
No obstante, existen varios géneros de hongos de
la familia Botryosphaeriaceae considerados como
patogenos endofitos muy agresivos, que a menu-
do matan gran parte de su hospedante después del
dafio fisico, generalmente cuando se encuentra en
estrés, otros sintomas que causan son manchas fo-
liares, pudriciones de frutas, muerte descendente,
gomosis, cancros perennes y finalmente la muerte
en especies econdmicamente importantes de culti-
vos perennes lefiosas y plantas ornamentales, asi
como especies de arboles forestales nativas e in-
troducidas (Mohali et al., 2007; Slippers and Win-
gfield, 2007).

Estudios recientes citan a especies del género
Lasiodiplodia causando enfermedades en el tropi-
co en cultivos importantes como cacao (7Theobro-
ma cacao), aguacate (Persea americana), papaya
(Carica papaya), caucho (Hevea brasiliensis),
chirimoya (4Annona cherimola), durazno (Prunus
persica), cana de azucar (Saccharum officinarum),
uvas (Vitis vinifera) y citricos (Picos-Mufioz et al.,
2015). Valle-De la Paz et al. (2019) reportan la pre-
sencia de al menos tres especies del género Lasiodi-
plodia (L. theobromae, L. citricola y L. pseudothe-
obromae), causando gomosis, muerte descendente
de ramas y la muerte de arboles de lima persa en
Morelos. Sin embargo, se desconoce la distribucion
e impacto de estos patégenos en huertas comercia-
les de lima persa en la entidad. Por lo tanto, el ob-
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Pérez et al., 2012; Vidales 1982). However, there
are several fungi genera of the Botryosphaeriaceae
family that are considered to be very aggressive
endophyte pathogens that often kill most of their
host after causing physical damage, usually when
under stress; another symptoms are foliar spots,
fruit rot, dieback, gummosis, perennial canker and,
finally, the death of economically important species
of woody perennial crops and ornamental plants,
as well as species of native and introduced forest
trees (Mohali et al., 2007; Slippers and Wingfield,
2007).

Recent studies cite species of Lasiodiplodia
genus in the tropic that cause diseases in important
crops such as cocoa (Theobroma cacao), avocado
(Persea americana), papaya (Carica papaya),
natural rubber (Hevea brasiliensis), chirimoya
(Annona cherimola), peach (Prunus persica),
sugarcane (Saccharum officinarum), grape (Vitis
vinifera) and citrus (Picos-Mufloz et al., 2015).
Valle-De la Paz et al. (2019) reported the presence
of at least three species of Lasiodiplodia (L.
theobromae, L. citricola and L. pseudotheobromae)
genus that cause gummosis, dieback of branches
and the death of Persian lime trees in Morelos.
However, the distribution and impact of these
pathogens in lime commercial crops in Morelos
is unknown. Therefore, the objective of this study
was to determine the distribution, the incidence
and the severity of dieback caused by the complex
of Lasiodiplodia spp. in Persian lime orchards in
Morelos.

Samples were collected in 46 Persian lime
orchards from September 2014 to August 2015
(Figure 1). In order to identify the species, according
to Valle-De la Paz et al. (2019), 46 samples were
taken from primary and secondary branches, as
well as from trunks showing disease symptoms;
the 15 monosporic isolates obtained from the
samples were re-sown in V8-Agar medium. The
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jetivo fue determinar la distribucion, incidencia y
severidad de la muerte descendente ocasionada por
el complejo de especies de Lasiodiplodia spp., en
plantaciones de lima persa en Morelos.

Se realizd un muestreo en 46 huertos de lima
persa en el periodo de septiembre de 2014 a agosto
del 2015 (Figura 1). Para la identificacion de las
especies por Valle-De la Paz ef al. (2019) se toma-
ron 46 muestras de ramas primarias, secundarias
y troncos con sintomas de la enfermedad, de los
que se obtuvieron 15 aislamientos monosporicos,
los cuales fueron resembrados en medio V8-Agar.
La identificacion morfologica a nivel de género se
realizé con claves y descripciones taxonomicas de
Phillips et al. (2013).

La identificacion molecular se realizo a partir de
ADN genomico (ADNg), obtenido de micelio por el
método AP descrito por Sambrook y Russell (2012).
Los cebadores empleados fueron ITS5 e ITS4 de
los genes ribosomales (ADNr). El anélisis de las

’ L. ciiricola

™ L. pseudotheobromae

L. theobromae

Lasiodiplodia sp.

morphological identification at the genus level was
achieved using the keys and taxonomic descriptions
of Phillips et al. (2013).

The molecular identification was performed
using genomic DNA (ADNg) from mycelium
following the AP method described by Sambrook
and Russell (2012). The primers used were 1TSS
and ITS4 from ribosomal genes (ADNr). The
results of the sample analysis were corroborated
through traditional PCR according to the protocol
described by Ahrens and Seemiiller (1992), with
modifications to the components, according to
Sambrook and Russell (2012). The quality was
evaluated through horizontal electrophoresis in 1%
agarose gel (Ultrapure, Gibco, USA) and the bands
were visualized using a transilluminator (Gel Doc
2000, BIORAD®, USA). The concentration of DNA
was quantified using a NanoDrop 2000 ((Thermo
Scientific®). The DNA fragments amplified by
PCR were purified with the Wizard (Promega®,

Figura 1. Distribucion de especies de Lasiodiplodia en huertas de lima persa (Citrus latifolia) cultivadas en Morelos, México.
Municipios muestreados= 1: Cuautla; 2: Ayala; 3: Jantetelco; 4: Jonacatepec; 5: Tepalcingo; 6: Tlaltizapan de
Zapata; 7: Coatlan del Rio; 8: Amacuzac; 9: Puente de Ixtla. Poligonos en blanco no registran superficie de

citricos.
Figure 1.

Distribution of Lasiodiplodia species in Persian lime (Citrus latifolia) orchards in Morelos, Mexico. Municipalities

where samples were collected = 1: Cuautla; 2: Ayala; 3: Jantetelco; 4: Jonacatepec; S: Tepalcingo; 6: Tlaltizapan
de Zapata; 7: Coatlan del Rio; 8: Amacuzac; 9: Puente de Ixtla. White polygons do not include a citrus area.
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muestras fue corroborado mediante PCR tradicio-
nal de acuerdo al protocolo descrito por Ahrens y
Seemiiller (1992), con modificaciones en los com-
ponentes segiin Sambrook y Russell (2012). La
calidad se evalud por electroforesis horizontal en
gel de agarosa al 1% (Ultrapure, Gibco, USA) y las
bandas se visualizaron en un transiluminador (Gel
Doc 2000, BIO RAD®, USA). La concentracion de
ADN se cuantificé con un espectrofotometro Na-
noDrop 2000 (Thermo Scientific®). Los fragmentos
de ADN amplificados por PCR fueron purificados
con el kit Wizard (Promega®, USA), siguiendo el
protocolo del fabricante. El producto de PCR pu-
rificado fue secuenciado en ambas direcciones por
Macrogen Inc. (Seoul, Korea del Sur). Las secuen-
cias fueron ensambladas y editadas con la opcion
CAP (Contig Assembly Program) del Software
BioEdit v7.0.9.1. Las secuencias de hongos fueron
comparadas y depositadas en la base de datos del
GenBank. Los arboles filogenéticos fueron cons-
truidos con los datos de las terminaciones de ITSS e
ITS4, ademas se analizaron con el software MEGA
(Molecular Evolutionary Genetics Analisys) ver-
sion 7.0.14 (Tamura et al, 2007), alineadas con
ClustalW 1.8.1 (Thompson et al., 1994) y compa-
rados con las secuencias de genes homologos depo-
sitados en la base de datos de la National Center for
Biotechnology Information. Después de analizar la
congruencia entre los conjuntos de datos, se hizo
un analisis de maxima parsimonia (MP), se reali-
zaron los andlisis filogenéticos en PAUP (Phylo-
genetic Analysis Using Parsimony) version 4.0b10
(Swoftord, 2003). Los arboles filogenéticos se ob-
tuvieron con la funcion de busqueda heuristica con
1,000 repeticiones de adicion aleatoria, biseccion
y reconstruccion de arboles (TBR) como algorit-
mo de intercambio de ramas y los espacios o datos
faltantes fueron considerados deleciones completas
(Kimura, 1980; Hillis y Bull, 1993). La secuencia
HQ231345 de Phoma tracheiphila de GenBank se
utilizé como el taxén fuera de grupo.
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USA) kit, following the manufacturer’s protocol.
The purified PCR product was sequenced in both
directions by Macrogen Inc. (Seoul, South Korea).
The sequences were assembled and edited using
the CAP option (Contig Assembly Program) in the
BioEdit software v7.0.9.1. The fungi sequences
were compared and deposited in the GenBank’s
database. The phylogenetic trees were built using
data from the ITS5S and ITS4 ends and analyzed
with MEGA (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis) software version 7.0.14 (Tamura et al.,
2007), aligned using ClustalW 1.8.1 (Thompson et
al., 1994)and comparedto sequences of homologous
genes in the database of the National Center
for Biotechnology Information. After analyzing
the congruence among data sets, an analysis of
maximum parsimony (MP) was conducted, and
phylogenetic analyses were done by using the
Phylogenetic Analysis Using Parsimony (PAUP)
software version 4.0b10 (Swofford, 2003). The
phylogenetic trees were found using the heuristic
search function with 1,000 random addition
replicates, tree bisection and reconstruction (TBR)
selected as branch-swapping algorithm, and the
missing spaces or data were considered complete
deletions (Kimura, 1980; Hillis and Bull, 1993).
The HQ231345 sequence of Phoma tracheiphila
from the GenBank was used as a taxon external to
the group.

The incidence was evaluated following the
methodology proposed by Acosta-Pérez et al.
(2012), that is, by selecting five rows from
each orchard, 4 to 21 trees per row, and a total
of 21 to 50 trees per orchard. The percentage of
incidence was determined by dividing the number
of infected plants by the total of plants evaluated
and then multiplied by 100. The disease severity
was evaluated using the scale proposed by Orozco-
Santos (1995) and modified by Valle-De la Paz,
which consists of four classes, where 0= healthy
tree, 1= presence of gum exudation on the main

468



FuLLy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

La incidencia se evalud con la metodologia pro-
puesta por Acosta-Pérez et al. (2012), seleccionan-
do cinco hileras de cada huerto, 4 a 21 arboles por
hilera y un total de 21 a 50 arboles por huerto. El
porcentaje de incidencia se determind dividiendo el
numero de plantas enfermas entre el total de plan-
tas evaluadas y multiplicadas por 100. La severidad
se evalud mediante escala propuesta por Orozco-
Santos (1995) y modificada por Valle-De la Paz,
que consta de cuatro clases, donde 0= arbol sano,
1= presencia de exudaciones de goma en tronco
principal o en ramas primarias y secundarias, 2=
agrietamiento visible, exposicion de tejidos inter-
nos, en tronco principal o en ramas primarias y se-
cundarias y 3= presencia de cancro bien definido y
muerte descendente de ramas (Figura 2). La severi-
dad se transformo a porcentaje de infeccion (% PI)
con la formula de Townsend y Heuberger (1943).
A los datos se les aplicaron las pruebas de norma-
lidad (Shapiro-Wilk) y homogeneidad de varianza
(Levene y Bartlett) y como no se ajustaron a di-
chos principios, el analisis se realizé con estadisti-
ca no paramétrica, utilizando la prueba de Kruskall
Wallis y la comparacion de medias con la prueba de
Tukey (0=0.05) y p< 0.0001.

Los sintomas observados en arboles de lima per-
sa en Morelos son rajaduras en tallo, exudaciones
de goma (Figura 2 B), cancros en la base del tallo
(Figura 2 E), agrietamiento visible con exposicion
de tejidos internos (Figura 2 C), amarillamiento del
follaje, muerte descendente de ramas y necrosis
descendente en ramas con presencia de puntos ne-
gros (Figura 2 D), que corresponden a los cuerpos
fructiferos (picnidios) del patogeno (Figura 3 E y
F). La enfermedad descendi6 a la base de la rama
anual e invadi6 las ramas secundarias, lo cual coin-
cide con Khanzada et al. (2004), quienes reportan
que en plantas afectadas las ramas nuevas comien-
zan con una marchitez, posteriormente las hojas se
tornan de color marrén y sus margenes se doblan
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trunk or on the primary and secondary branches,
2= visible cracks, exposure of internal tissue, on
the main trunk or on the primary and secondary
branches, and 3= presence of well-defined canker
and dieback of branches (Figure 2). The severity
was converted to percentage of infection (% PI)
using the formula of Townsend and Heuberger
(1943). The resulting data were subjected to tests
of normality (Shapiro-Wilk) and homogeneity
of variance (Levene and Bartlett), but since the
principles were not fulfilled, a nonparametric
statistics analysis was done using the Kruskall
Wallis test and a mean comparison using Tukey’s
test (o= 0.05) and p< 0.0001.

The symptoms observed in Persian lime trees in
Morelos were stem cracks, gum exudation (Figure
2 B), cankers at the stem base (Figure 2 E), visible
cracking with internal tissue exposure (Figure 2 C),
canopy yellowing, dieback of branches, descending
necrosis and black spots on the branches (Figure 2
D), which correspond to the pathogen’s fructiferous
bodies (pycnidia) (Figure 3 E and F). The disease
advanced to the base of the annual branch and
invaded the secondary branches, a fact that is in
agreement with the results obtained by Khanzada
et al. (2004), who reported that new branches of
infected plants start to wilt, and then the leaves
become brown, their margins fold up, dry and fall
off. Under severe conditions, the branches dry one
after another in sequence until the entire tree dies.

Some of the symptoms are similar to those
caused by P. parasitica, particularly gum secretion
and the formation of cankers (Acosta-Pérez et al.,
2012; Vidales, 1982), while Lasiodiplodia spp.
causes dieback of branches, formation of pycnidia,
as well as browning of the vascular tissue of dead
branches (Figure 2). Valle-De la Paz et al. (2019),
based on morphological traits, identified the
Lasiodiplodia sp. genus. The molecular analysis
determined groups of four clades: one for 11
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Figura 2. Sintomas y niveles de dafio de muerte descendente en arboles de lima persa en Morelos. A) 0: Arbol sano; B) 1:
Presencia de exudaciones de goma en tronco principal o en ramas primarias y secundarias; C) 2: Agrietamiento
visible con exposicion de tejidos internos; D y E) 3: Muerte descendente de ramas y cancro bien definido.

Figure 2. Symptoms and levels of damage caused by dieback of Persian lime trees in Morelos. A) 0: Healthy tree; B) 1:
Presence of gum exudation on the main trunk or on the primary and secondary branches; C) 2: Visible cracks,
exposure of internal tissue, on the main trunk or on the primary and secondary branches; D and E) 3: Dieback of
branches and well-defined canker.

hacia arriba, se secan y caen. En condiciones seve-
ras las ramas se secan una tras otra en secuencia,
resultando en la muerte de todo el arbol.

Algunos de estos sintomas son similares a los
que ocasiona P. parasitica, particularmente la se-
crecion de goma y formacion de cancros (Acosta-
Pérez et al., 2012; Vidales, 1982), mientras que
Lasiodiplodia spp. causa muerte descendente de
ramas y la formacion de picnidios, adicionalmente
los tejidos vasculares de ramas muertas se tornan
de color marron (Figura 2). Valle-De la Paz et al.
(2019) con base a caracteres morfoldgicos identi-
ficaron el género Lasiodiplodia sp. El analisis mo-
lecular determiné agrupamiento de cuatro clados;
uno con 11 aislamientos a género Lasiodiplodia sp.
y tres clados a especies, un aislado aline6 para La-
siodiplodia citricola, otro para L. pseudotheobro-
mae'y dos para L. theobromae (Figura 3).

En la Figura 1 se presenta la distribucion de las
especies de Lasiodiplodia, describiéndose por mu-
nicipio muestreado: Cuautla (Lasiodiplodia sp., y
L. theobromae), Tlaltizapan de Zapata (Lasiodiplo-
dia sp. y L. theobromae) y Jantetelco (Lasiodiplo-
dia sp., L. citricola 'y L. theobromae). Mientras que
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isolates of the Lasiodiplodia sp. genus, three clades
for species, one isolate aligned for Lasiodiplodia
citricola, another for L. pseudotheobromae and two
for L. theobromae (Figure 3).

Figure 1 shows the distribution of Lasiodiplodia
species by municipality where the samples were
collected: Cuautla (Lasiodiplodia sp., and L.
theobromae), Tlaltizapan de Zapata (Lasiodiplodia
sp. and L. theobromae) and Jantetelco
(Lasiodiplodia sp., L. citricola and L. theobromae).
L. pseudotheobromae was found only in Coatlan
del Rio, Lasiodiplodia sp. in Ayala, Jonacatepec,
Tepalcingo, Amacuzac and Puente de Ixtla. L.
theobromae was the prevailing species (28.57%),
followed by L. pseudotheobromae (16.07%) and L.
citricola (3.57%). Lasiodiplodia sp. was found in
51.78% of the sampled orchards, which indicates
that new species are likely present.

The mean tests of dieback incidence were
separated in 18 groups with statistical differences
among them. In the group A were the orchards with
the highest percentage of incidence (96.7-100%),
located in the municipalities of Jonacatepec (1
orchard), Coatlan del Rio (2 orchards), Tlaltizapan
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Figura 3. Estructuras de Lasiodiplodia theobromae, L. pseudotheobromae y L. citricola en medio PDA. A) Conidio de
L. theobromae; B) didimospora madura y amerosporas inmaduras de L. theobromae; C) conidios inmaduras
(amerosporas) de L. pseudotheobromae; D) parafisos de L. pseudotheobromae; E y F) picnidios y conidios de L.
citricola; G) conidios de L. citricola. Fotografias tomadas en Microscopio éptico (A, Fy E) 10 X; B, C, Dy G) 100 X.

Figure 3. Lasiodiplodia theobromae, L. pseudotheobromae and L. citricola structures in a PDA medium. A) L. theobromae
conidium; B) L. theobromae mature didymospore and immature amerospores; C) L. pseudotheobromae immature
conidia (amerospores); D) L. pseudotheobromae paraphyses; E and F) L. citricola pycnidia and conidia; G) L.
citricola conidia. Photographs taken under an optical microscope (A, F and E) 10 X; B, C, D and G) 100 X.

en Coatlan del Rio s6lo se encontro a L. pseudothe-
obromae; en Ayala, Jonacatepec, Tepalcingo, Ama-
cuzac y Puente de Ixtla se identifico a Lasiodiplo-
dia sp. La especie predominante fue L. theobromae
con 28.57 %, seguido de L. pseudotheobromae con
16.07% y finalmente L. citricola con 3.57%. En el
51.78% de los huertos muestreados se encontrd a
Lasiodiplodia sp. lo cual indica la probable presen-
cia de especies nuevas.
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de Zapata (2 orchards) and Cuautla (1 orchard). The
following 10 groups included the orchards with
intermediate-high incidence (55.4-88.1%), located
in the municipalities of Jantetelco (2 orchards),
CoatlandelRio (4 orchards), Amacuzac (3 orchards),
Tlaltizapan de Zapata (3 orchards), Puente de Ixtla
(4 orchards), Tepalcingo (3 orchards) and Ayala (1
orchard). In the group EDHIGCF were the orchards
with intermediate incidence (48.1-49.2%), located
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Las pruebas de medias de la incidencia de la
muerte descendente se separaron en 18 grupos, con
diferencias estadisticas entre ellos. En el grupo A
se ubicaron huertos con mayor porcentaje de inci-
dencia, que fue de 96.7 a 100 %, estos se ubicaron
en los municipios de Jonacatepec (1 huerto), Coat-
lan del Rio (2), Tlaltizapan de Zapata (2) y Cuaut-
la (1). En los siguientes 10 agruparon los huertos
que presentaron una incidencia de media a alta,
con porcentajes de 55.4 a 88.1%, ubicandose en los
municipios de Jantetelco (2 huertos), Coatlan del
Rio (4), Amacuzac (3), Tlaltizapan de Zapata (3),
Puente de Ixtla (4), Tepalcingo (3) y Ayala (1). En
el grupo EDHIGCEF se agruparon huertos donde la
incidencia fue media de 48.1 a 49.2%, con ubica-
cion en los municipios de Amacuzac (1), Puente de
Ixtla (1 huerto) y Jantetelco (2). Seguido de cinco
grupos donde la incidencia se presentd de media a
baja de 44.3 a 23.8%, ubicandose en los municipios
de Coatlan del Rio (2), Jantetelco (1), Tlaltizapan
de Zapata (3) y Ayala (1). Finalmente, en el grupo
I se tuvieron los huertos que presentaron la menor
incidencia de la enfermedad con 11.9 a 25.4% y se
ubicaron en los municipios de Tlaltizapan de Zapa-
ta (3 huertos), Ayala (2), Amacuzac (3) y Coatlan
del Rio (1) (Figura 6).

La enfermedad presentd porcentajes de inci-
dencia de 49 a 100%, en 37 de los 46 huertos eva-
luados, de los cuales el 78% de huertos presenta
incidencias que oscilan del 31.8 al 100% (Figura
6), es decir que se observa en todas las areas pro-
ductoras de lima persa del estado de Morelos, don-
de se detectaron factores como la edad de la planta,
manejo agronoémico, podas, fertilizacion, etc., que
predisponen su presencia; sin embargo es impor-
tante destacar que los municipios de Coatlan del
Rio y Tlaltizapan de Zapata estan localizados en
la parte sur-poniente del estado de Morelos, donde
predomina un clima célido, integrado por la pro-
longacion de la zona de pie de monte. El centro
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in the municipalities of Amacuzac (1 orchard),
Puente de Ixtla (1 orchard) and Jantetelco (2
orchards). Then there were five groups of orchards
with low-to-intermediate incidence (44.3-23.8%),
located in the municipalities of Coatlan del Rio
(2 orchards), Jantetelco (1 orchard), Tlaltizapan
de Zapata (3 orchards) and Ayala (1 orchard).
Finally, in the group I were the orchards with the
lowest disease incidence (11.9-25.4%), located
in the municipalities of Tlaltizapan de Zapata
(3 orchards), Ayala (2 orchards), Amacuzac (3
orchards) and Coatlan del Rio (1 orchard) (Figure
6).

The percentage of incidence ranged from 49 to
100% in 37 out of the 46 orchards evaluated, from
which 78% showed a level of incidence ranging
from 31.8 to 100% (Figure 6), which means that
the disease was observed in all the Persian lime
producing areas in the state of Morelos, where
factors that favor the disease were observed,
including age of the plant, agronomic management,
pruning and use of fertilizers, among others.
However, it is important to highlight that the
municipalities of Coatlan del Rio and Tlaltizapan
de Zapata are located in southern-western Morelos,
integrated by the extension of the foothills area
where the weather is warmer. The center of the
location along with the southern mountain accounts
for 60% of the state surface, with 22-26°C annual
average temperature, 34°C maximum temperature
and summer and winter rains up to 900 mm (INEGI,
2018).

The municipality with a lower percentage of
disease incidence was Coatlan del Rio (11.97%),
located in southern-western Morelos, and area
adjacent to Guerrero and the State of Mexico, which
is characterized by a prevailing sub-humid weather
with summer and winter rains A (W). There are also
humid subtropical and hot tropical microclimates
with indefinite winter periods. The average rainfall
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de la entidad conjuntamente con la montafia sur
constituye el 60% de la superficie estatal, donde se
logran temperaturas medias anuales de 22 a 26°C,
temperaturas maximas de 34°C y lluvias predomi-
nantes en los meses de verano e invierno hasta de
900 mm (INEGI, 2018).

El municipio con menor porcentaje de inciden-
cia de la enfermedad fue Coatlan del Rio (11.97 %)
y se localiza al sur poniente del estado, colindando
con Guerrero y el Estado de México, caracterizado
por un clima subhiimedo con lluvias en verano y en
invierno A (W) es el predominante. También se tie-
nen microclimas como el subtropical humedo y el
caluroso tropical con invierno indefinido. La preci-
pitacion promedio es de 1,000 milimetros anuales,
con temperaturas maximas de 34 °C, la media 24
°C y la minima 14 °C. (Enciclopedias municipios y
delegaciones de México, 2018). Estas condiciones
meteorologicas influyen en la infeccion y desarro-
llo de la enfermedad. En este sentido, Picos-Muifioz
et al. (2015) manifestaron que humedades relativas
y temperaturas altas favorecen la aparicion de este
hongo. Ademas, plantearon que puede causar im-
portantes pérdidas econdmicas sobre todo en fru-
tales. Reportan que la fuente de infeccion son la
presencia de plantas enfermas y restos de poda que
quedan tirados en el campo, ademas, es favorecida
por altas temperaturas, lluvias y humedad propor-
cionada por el riego, este factor favorece la expul-
sion de las esporas de los picnidios y se acumulen
en la atmoésfera que rodea el cultivo y suelo (Mu-
hammad, 2009).

La muerte descendente de arboles frutales sus-
ceptibles a la enfermedad puede resultar de la inte-
raccion de este patdgeno con estrés hidrico, suelos
arcillosos, escasa materia organica, elevada can-
tidad de caliza activa, fertilizacién inadecuada,
exceso de riego, alta humedad por sombra exce-
siva, quemadura de sol, presencia de heridas por
causas naturales o por el uso de herramientas de
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1s 1,000 annual millimeters, 34 °C maximum
temperature, 24 °C average and 14 °C minimum
(Enciclopedias Municipios y Delegaciones de
Meéxico, 2018). The meteorological conditions have
an impact on infection and disease development.
In this regard, Picos-Mufioz et al. (2015) indicated
that relative humidity and high temperatures
favor the development of the fungus. The authors
also stated that the fungus can cause important
economic losses, especially in fruit orchards. It has
also been reported that a source of spreading are
infected plants and pruning debris left in the field,
and that high temperatures and moisture provided
by irrigation also favor the disease, because the
latter promotes the release of spores from pycnidia
that then accumulate in the atmosphere surrounding
the crop and the soil (Muhammad, 2009).

Dieback of fruit trees susceptible to the disease
can cause the interaction of the pathogen with water
stress, clay soils, low organic matter, a large amount
of active limestone, inadequate fertilization, excess
irrigation, high moisture caused by excessive
shade, sunburn, wounds from natural causes or
caused by the use of crop cutting tools, pruning
and compacted alkaline soils that hinder root
development, nutrition and airing (Agusti, 2003;
Ko et al., 2004).

The mean tests of dieback severity were
separated in 30 groups with statistical differences
among them (Figure 6). The highest level of
severity (100%) was found in orchards located
in the municipalities of Tlaltizapan de Zapata (1
orchard) and Coatlan del Rio (1 orchard), which
were significantly different from all the orchards
from the group A. The following 14 groups included
the municipalities with 55.5-95%: Tepalcingo (1
orchard), Puente de Ixtla (3 orchards), Ayala (1
orchard), Coatlan del Rio (5 orchards), Tlaltizapan
de Zapata (3 orchards), Amacuzac (3 orchards),
Jonacatepec (1 orchard), Jantetelco (2 orchards)
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corte en la cosecha, podas y suelos compactados
alcalinos que complican el desarrollo radicular, nu-
tricion y aireacion (Agusti, 2003; Ko ef al., 2004).

Las pruebas de medias de la severidad de la
muerte descendente se separaron en 30 grupos, con
diferencias estadisticas entre ellos (Figura 6). La
severidad mas alta (100%), se encontr6 en huer-
tos ubicados en los municipios de Tlaltizapan de
Zapata (1 huerto) y Coatlan del Rio (1), los cua-
les fueron significativamente diferentes a todos
los huertos, correspondiendo al grupo A. En los
siguientes 14 grupos se agruparon los municipios
con porcentajes que van de 55.5 a 95% en los si-
guientes municipios Tepalcingo (1 huerto), Puente
de Ixtla (3), Ayala (1), Coatlan del Rio (5), Tlaltiza-
pan de Zapata (3), Amacuzac (3), Jonacatepec (1),
Jantetelco (2) y Cuautla (1) (Figura 4). Enseguida
se presenta el grupo KEJMIHLGN con una seve-
ridad medias de 50.5 con un huerto del municipio
de Tepalcingo (1), en seguida con 13 grupos pre-
sentaron porcentajes de infeccion de 9.8 a 43.3%
en municipios de Jantetelco (2 huertos), Puente de
Ixtla (2), Coatlan del Rio (2), Amacuzac (4), Tlalti-
zapan de Zapata (5) y Amayuca (1) (Figura 5). Por
ultimo, en el grupo Q se agruparon dos huertos del
municipio de Tlaltizapan de Zapata, los cuales fue-
ron significativamente diferentes con un porcenta-
je de severidad de 3.7 a 5.08 %. Las agrupaciones
anteriores, indica que mas del 71 % de los huertos
evaluados, presentan severidades que van del 30.0
al 100% de porcentaje de infeccion de la enferme-
dad (Figura 6).

Rodriguez (2010) sefiala que la actividad del
hongo se ve favorecida por temperaturas de 24 £26
°C. Mientras que Almaguer et al. (2015) coinci-
den en que especies de Lasiodiplodia son comu-
nes en los tropicos y causan varias enfermedades
en etapas de cultivo como en postcosecha, como L.
theobromae que afecta a principalmente frutales,
donde las lluvias y el viento son factores que
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and Cuautla (1 orchard) (Figure 4). Then was the
group KEJIMIHLGN with 50.5 mean severity in
an orchard in the municipality of Tepalcingo (1),
followed by 13 groups with 9.8-43.3% of infection
in the municipalities of Jantetelco (2 orchards),
Puente de Ixtla (2 orchards), Coatlan del Rio (2
orchards), Amacuzac (4 orchards), Tlaltizapan
de Zapata (5 orchards) and Amayuca (1 orchard)
(Figure 5). Finally, the group Q included two
orchards in the municipality of Tlaltizapan de
Zapata, which were significantly different with a
level of disease severity of 3.7-5.08%. The above-
mentioned groups indicate that the level of infection
severity ranged from 30.0 to 100% in more than
71% of the evaluated orchards (Figure 6).

Rodriguez (2010) points out that the fungus
activity is favored by temperatures of 24+26 °C. While
Almaguer et al. (2015) agrees that Lasiodiplodia
species are common in the tropics and cause several
diseases at crop stages, for example, postharvest, L.
theobromae affects mainly fruit trees in sites where
the rain and the wind are the factors that determine
spore spreading within a cropping area.

The results of this study corroborate that the
highest level of damage produced by Lasiodiplodia
spp. was observed in the municipalities located in
southeast Morelos (Figure 1), aregion characterized
by a semi-warm weather with 800 mm rainfall and
24°C annual average temperature, where the soils
are abundantly irrigated with underground water,
a factor that can be decisive for the fast spreading
of the pathogen, as in the case of other pathogens
in clay soils. Prior to this study, Acosta-Pérez et
al. (2012) pointed out that there was a new disease
in C. latifolia plantations with external symptoms
similar to those of gummosis and that producers
were mistakenly managing it as such. The disease
was found in 44% of C. latifolia plantations with
an average incidence of 10.2% and 1.7-25.0%
interval.
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Figura 4. Severidad (2.4.) de muerte descendente en lima persa (Citrus latifolia) en un huerto de Coatlan del Rio, Morelos.
Figure 4. Severity (2.4) of die back in Persian lime (Citrus latifolia) in an orchard in Coatlan del Rio, Morelos.

determinan la dispersion de las esporas dentro de
las areas de cultivo.

Los resultados del estudio corroboran que la
mayor severidad de dafios producidos por Lasiodi-
plodia spp, ocurren en los municipios ubicados en
el Sureste del estado (Figura 1), caracterizado por
un clima semicalido, con precipitaciones de 800
mm y temperatura media anual de 24°C, donde los
suelos tienen una gran afluencia de aguas subterra-
neas lo que puede ser determinante para la disemi-
nacion rapida de este patdogeno, como ocurre con
otros patogenos en suelos arcillosos. Previo a este
estudio Acosta-Pérez et al. (2012) sefialaron, que,
en plantaciones de C. latifolia, existia una nueva
enfermedad con sintomas externos similares a la
gomosis y que los productores equivocadamente
estaban manejando como tal. Esta enfermedad es-
tuvo presente en el 44% de las plantaciones de C.
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The decrease in citrus area has been attributed
to damage caused by Phythophthora, among other
factors (Acosta-Pérez et al., 2012; Sosa et al., 2015;
Vidales, 1982). However, the preliminary results of
this study show a growing effect with damage up
to level 3, canker and dieback of branches, which
are attributed to several Lasiodiplodia species. The
intensity of dieback varies in the state of Morelos
and within the same municipalities, which shows
that Morelos has the adequate temperature and
moisture conditions, which are ideal for the disease,
in addition to an inefficient management control by
the producers, and that these factors promote the
development and spread of the disease.

The conclusion is that dieback is a disease
associated with several Lasiodiplodia species, such
as Lasiodiplodia citricola, L. pseudotheobromae
and L. theobromae, which cause serious damage
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Figura 5. Severidad (1.6) de muerte descendente en lima persa (Citrus latifolia) en un huerto del municipio de Puente de

Ixtla, Morelos.

Figure 5. Severity (1.6) of die back in Persian lime (Citrus latifolia) in an orchard in the municipality of Puente de Ixtla,

Morelos.

latifolia con una incidencia promedio de 10.2% e
intervalo de 1.7 a 25.0%. La disminucion de la su-
perficie de citricos ha sido atribuida entre otros fac-
tores a los dafios por Phythophthora (Acosta-Pérez
et al., 2012; Sosa et al., 2015; Vidales, 1982). Sin
embargo, estos resultados preliminares, exponen
una afectacion creciente, con dafios hasta grado
3, con presencia de cancro y muerte descendente
de ramas, atribuibles a varias especies de Lasio-
diplodia. La muerte descendente se presenta con
diferentes intensidades en el estado de Morelos y
dentro de los mismos municipios, lo que demuestra
que Morelos cuenta con las condiciones adecuadas
tanto de temperatura y humedad, idoneas para el
desarrollo de esta enfermedad, aunado al mal ma-
nejo por parte del productor, lo que desencadena el
desarrollo y la propagacion de la enfermedad.
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to Persian lime trees given the high levels of
incidence and severity in citrus orchards in the state
of Morelos. It was found in 100% of the orchards
evaluated and this shows the importance of the
disease in reducing the crop profitability.

End of the English version

Se concluye que la muerte descendente es una
enfermedad que se encuentra asociada a varias es-
pecies de Lasiodiplodia tales como: Lasiodiplodia
citricola, L. pseudotheobromae y L. theobromae,
las cuales atacan seriamente a los arboles de lima
persa, presentando incidencias y severidades altas
en los huertos de citricos del estado de Morelos,
encontrandose presente en el 100% de las huertas
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Figura 6. Incidencia y severidad de la muerte descendente asociado al género Lasiodiplodia spp. en huertos de Lima Persa

(Citrus latifolia) en el estado de Morelos.

Figure 6. Level of incidence and severity of dieback associated with Lasiodiplodia spp. genus in Persian lime (Citrus latifolia)

orchards in the state of Morelos.

evaluadas, lo cual refleja la importancia de esta
enfermedad en la reduccién de la rentabilidad del
cultivo.
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