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Resumen. El area productora de durazno (Pru-
nus persica) y ciruelo (Prunus domestica) en Mi-
choacan, se localiza en el municipio de Zinapé-
cuaro. Recientemente se han presentado sintomas
de un deterioro progresivo de los arboles que les
ocasiona la muerte, poniendo en riesgo la produc-
cion de fruta. El objetivo de este estudio fue iden-
tificar y caracterizar molecularmente el patogeno
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Abstract. The producing area of peach (Prunus
persica) and plum (Prunus domestica) in Michoacan
is located at Zinapecuaro county. Recently there
have been symptoms of a progressive deterioration
of trees that causes their death, increasing the risk
of fruit production failure. The aim of this study
was to identify and characterize molecularly the
responsible pathogen. Five sites with previous
experiences of having the problem were sampled:
root, trunk and soil samples were collected. Signs of
Armillaria spp. were found, which was confirmed
by molecular sequencing of the Tef-loo gene
(translation elongation factor 1a)). The phylogenetic
analysis performed, grouped the sequences as news
species, phylogenetically related in the same clade
as A. mellea, which is a very aggressive pathogen.
At present in Mexico, tolerant rootstocks have not
been identified and it is therefore recommended
to continue searching for genetic resistance and
improve orchard disease management.
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responsable. En las localidades de Ucareo, Jera-
huaro, Huajimbaro, San Joaquin y La Galera con
antecedentes del problema, se colectaron muestras
de raiz, tronco y suelo. Se identificaron signos ca-
racteristicos del hongo Armillaria spp., confirmado
por secuenciacion molecular del gen Tef-1a (trans-
lation elongation factor 1a). El analisis filogenético
agrup6 las secuencias como dos especies nuevas,
filogenéticamente emparentada en el mismo cla-
do que A. mellea, que es una especie patdgena
agresiva. En México no se cuenta actualmente con
portainjertos tolerantes, y por tanto, se recomienda
continuar con estudios de busqueda de resistencia
genética y manejo de la enfermedad en las huertas.

Palabras clave: Caracterizacion molecular, anali-
sis filogenético, Tef-1a, secuenciacion molecular.

El area con mayor produccion de durazno (Pru-
nus persica) y ciruelo (Prunus domestica) en Mi-
choacan, se localiza en el Municipio de Zinapécua-
ro al noroeste del estado, en las coordenadas 19°
52’ de latitud norte y 100° 50° de longitud oeste,
con una altitud de 2400 a 2700 msnm. El relieve lo
constituye el Eje Volcanico Transversal, con clima
templado con lluvias en verano. La precipitacion
pluvial anual promedio es de 622 mm y temperatu-
ras entre los 3 y 34 °C (Villasenor, 2005). El area
productora de durazno y ciruelo se ha extendido en
areas de bosque mixto de pino-encino y abeto-pino,
con una superficie sembrada de 1256 ha, que repre-
senta el 30 % de la superficie estatal y se concentra
en cinco localidades: Ucareo, Jerahuaro, Huajum-
baro, San Joaquin y La Galera, con una produc-
cion anual de 6950 t y un valor de la produccion
de $41.7 millones de pesos (SAGARPA, 2015). En
Michoacan la superficie sembrada de ciruelo en
2014 fue 2827 ha, con una produccion de 13,316 t
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The largest peach (Prunus persica) and plum
(Prunus domestica) producing area in Michoacan
is located at Zinapecuaro county (19° 52” northern
latitude, 100° 50 western longitude and 2400 to
2700 masl) in the northwestern area of the state. The
topography includes the Trans-Mexican Volcanic
Belt, with temperate climate and summer rains. The
average annual rainfall is 622 mm and temperatures
range between 3 and 34 °C (Villasefior, 2005). The
peach and plum producing area has expanded to
areas of mixed pine-oak and fir-oak forests; the
peach production area planted on 1256 ha represents
30 % of the state’s total area, and is concentrated
in five locations: Ucareo, Jerahuaro, Huajumbaro,
San Joaquin and La Galera, where 6,950 tons
valued at $ 41.7 million pesos were harvested in
2015 (SAGARPA, 2015). The area planted to plum
was 2827 ha in 2014, which produced 13,316 tons
valued at $ 47.1 million pesos (SAGARPA, 2014).

In recent years, peach and plum trees in some
commercial orchards have been affected by
progressive damage and gradual death that may
occur within a few months. The first symptoms
appear during the flowering stage (leaf wilting,
yellowing at the top of the trees, stunting, base
canker, tree neck exudate, lack of vigor and death).

The Armillaria genus includes over 40 species.
Identifying this genus based on morphological
traits is complicated because, in most cases, only
asexual or vegetative structures are found. One of
the issues extensively discussed in the literature
is the lack of sexual structures that would allow
identifying the genus based on classical taxonomy
(Kimet al., 2006; Brazee et al.,2011; Ross-Davis et
al., 2012). Over the past few years, molecular data,
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y un valor de produccion de 47.1 millones de pesos
(SAGARPA, 2014).

En los ultimos afios, en algunas huertas comer-
ciales, los arboles de durazno y ciruelo han sido
afectados por un deterioro progresivo y la muer-
te paulatina de los mismos, la cual puede ocurrir
en meses, presentandose los primeros sintomas
durante la floracion que pueden ser marchitez en
hojas, amarillamiento de la copa del arbol, achapa-
rramiento, cancro basal, exudado en el cuello del
arbol, falta de vigor y muerte.

El género Armillaria incluye mas de 40 espe-
cies, su identificacion a partir de los caracteres
morfologicos es complicada, debido a que en la
mayoria de los casos, solo se encuentran estructu-
ras asexuales o vegetativas, uno de los puntos que
se ha discutido ampliamente en la literatura es la
falta de estructuras sexuales para realizar la iden-
tificacion taxonomica clésica (Kim et al., 2006;
Brazee et al., 2011; Ross-Davis et al., 2012). En
los ultimos afios, los datos moleculares, especifi-
camente las secuencias de ADN, se estan utilizado
para identificar las especies de hongos y realizar
estudios filogenéticos (Cai et al., 2011; Guo et al.,
2016; Koch et al., 2017). En la taxonomia contem-
poranea de este hongo, las comparaciones de se-
cuencias de ADN han llevado al descubrimiento de
una serie de nuevas especies que no estan relacio-
nadas con especies morfologicas (Maphosa et al.,
20006), lo cual ha tenido implicaciones en la identi-
ficacidn de este organismo.

Las especies del género Armillaria se han de-
tectado en bosques naturales y huertas fructicolas
(Cibrian et al., 2007) y se puede comportar como
saprofitas o patdégenas (Ross-Davis et al., 2012).
Aun con el desplante de arboles infectados, el mi-
celio sobrevive como saprofito, las raices residuales
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specifically DNA sequences, have been used to
identify species of fungi and conduct phylogenetic
studies (Cai et al., 2011; Guo et al., 2016; Koch
et al., 2017). With the contemporary taxonomy of
this fungus, comparing DNA sequences has led to
the discovery of new species that are not related
to morphological species (Maphosa et al., 2006),
a fact that has had implications for identifying the
fungus.

In natural forest areas and fruit orchards, species
of Armillaria genus have been detected (Cibrian et
al., 2007) that behave as saprophytes or pathogens
(Ross-Davis et al., 2012). Even after infected trees
are cut, the mycelium survives as a saprophyte,
and residual roots can remain buried in the soil and
serve as inoculum (Redfern and Filip, 1991). The
inoculum can survive from a few years to decades
(Baumgartner and Rizzo, 2001), and combined
with the lack of efficient disease control methods
(Adaskaveg et al., 1999, Aguin-Casal ef al., 2006),
contributes to significantly reduce fruit yields
during the whole life of both infected orchards
(Baumgartner, 2004) and subsequent orchards.

In Mexico, the fungus is distributed in the states
of Baja California, Chiapas, Chihuahua, State of
Mexico, Durango, Guanajuato, Guerrero, Jalisco,
Michoacan, Morelos, Nuevo Leon, Oaxaca,
Puebla, Queretaro, Veracruz and in forest areas of
Mexico City (Valdés et al., 2004; Cibrian et al.,
2007; Elias-Roman et al., 2013; Klopfenstein et al.,
2014; Fernandez-Pavia, et al., 2015). The objective
of this research was to identify and molecularly
characterize the pathogen associated with dieback
of peach and plum trees. The hypothesis of this
research was that Armillaria spp. is responsible for
causing peach and plum tree dieback in the fruit
production area of Zinapecuaro county, Michoacan.
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pueden permanecer enterradas en el suelo y sirven
como inéculo (Redfern y Filip, 1991). El inocu-
lo puede persistir durante algunos afos o décadas
(Baumgartner y Rizzo, 2001), esto combinado con
la falta de métodos eficientes para prevenir, contro-
lar o curar (Adaskaveg et al., 1999, Aguin-Casal et
al., 2006), contribuye a reducir significativamente
los rendimientos durante toda la vida de una plan-
tacion infectada (Baumgartner, 2004) y la de suce-
sivas plantaciones.

En México, este hongo se distribuye en los
estados de Baja California, Chiapas, Chihuahua,
Durango, Estado de México, Guanajuato, Gue-
rrero, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nuevo Leon,
Oaxaca, Puebla, Querétaro, Veracruz y en areas
forestales de la Ciudad de México (Valdés et al.,
2004; Cibrian et al., 2007; Elias-Roman et al.,
2013; Klopfenstein et al., 2014; Fernandez-Pavia,
et al.,2015). El objetivo de este trabajo fue la iden-
tificacion y caracterizacion molecular del patogeno
asociado a la muerte descendente de los arboles de
durazno y ciruelo. La hipétesis de este trabajo se
basé en la presencia de Armillaria spp. como res-
ponsable de la muerte descendente de arboles de
durazno y ciruelo en la zona productora de Zinapé-
cuaro, Michoacan.

MATERIALES Y METODOS
Muestreo

En 2015 y 2016, se realizaron recorridos de
campo y se seleccionaron cinco sitios de mues-
treo en huertas comerciales de durazno y ciruelo,
ubicadas en la parte alta, media y baja de la zona
productora de Zinapécuaro (Cuadro 1). En cada
sitio se identificaron arboles con diversos sinto-
mas de deterioro, como marchitez en hojas, ama-
rillamiento de la copa del arbol, achaparramiento,
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MATERIALS AND METHODS
Sampling

In 2015 and 2016, five sites were sampled in
peach and plum commercial orchards located
at the upper, intermediate and lower part of the
Zinapecuaro production area (Table 1). Trees
were identified with different damage symptoms
(leaf wilting, tree top yellowing, stunting, basal
canker, neck exudate, lack of vigor and death) at
each site. A destructive sampling was undertaken
to collect samples of primary and secondary roots
and trunks at a height of 15-30 cm. It was verified
that pathogenic signs and symptoms were present
in the root system of the tree, where in some
cases rhizomorphs, typical vegetative structures
of Armillaria, and whitish-brown mycelial fans
between bark and wood were found. Soil samples
were taken at a depth of 30-60 cm.

Processing plant and soil samples

Samples of plant material were thoroughly
washed to remove soil; they were then cut
into pieces 1 cm long, placed in 1.1 % sodium
hypochlorite and gently shaken for 10 min.
The pieces were then immersed in 70 % alcohol
and washed with sterile distilled water between
changes. The rhizomorphs were washed with 3 %
hydrogen peroxide for 5 min, rinsed twice with
sterile distilled water and dried with sterile paper
towels, following the method of Harrigton et al.
(1992). Around 15-20 woodchips with mycelium
and brown-to-black rhizomorphs were sown in
Petri dishes containing BDS (Benomyl-Dicloran-
Streptomycin) selective culture medium (Worrall,
1991; Aguin et al., 1998). The dishes were covered
with aluminum foil, placed in polypaper bags and
incubated at 20 °C in darkness during 4-5 weeks.
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Cuadro 1. Sitios de colecta de muestras de raiz y tronco de Prunus sp. y suelo del municipio de Zinapécuaro, Michoacan

2016.
Table 1. Sites where samples of roots and trunks of Prunus sp. and soil were collected in the Zinapecuaro county, Michoacan,
2016.

Altura .. Coord. geograficas Variedad/Portainjerto Edad

Huerta (msnm) Sitio Frutal Longitud, Latitud (anos)
1 2488 Jerahuaro Durazno -100.6773, 19.8699 Fred/criollo 4.5
2 2495 Jerahuaro Ciruelo -100.6786, 19.8697 Moscatel/criollo 20

3 2519 La Hacienda Durazno -100.6886, 19.8601 Diamante/criollo 1-46
4 2490 Ucareo Durazno -100.6790, 19.8941 Diamante mejorado/criollo 4-5
5 2539 Casablanca Durazno -100.6850, 19.8999 San Juan/criollo 18

Regio/criollo

cancro basal, exudado en el cuello, falta de vigor
y muerte. Se realizé un muestreo destructivo para
tomar muestras de raices primarias y secundarias
y del tronco a una altura entre 15-30 cm. Se verifi-
c6 la presencia de signos y sintomas de patégenos
en el sistema radicular del arbol, encontrandose en
algunos casos rizomorfos, estructura vegetativa ti-
pica de Armillaria y presencia de micelio de color
blanco-marroén entre la corteza y la madera en for-
ma de abanico. Se tomaron muestras de suelo a una
profundidad de 30-60 cm.

Procesamiento de muestras vegetales y de suelo

Las muestras de material vegetal fueron lavadas
exhaustivamente con la finalidad de eliminar el sue-
lo, se cortaron segmentos de 1 cm de longitud y se
colocaron en hipoclorito de sodio al 1.1 % durante
10 min en agitacion suave, posteriormente se su-
mergieron en alcohol al 70 % y se lavaron con agua
destilada estéril entre cada cambio. Los rizomorfos
fueron lavados con peroxido de hidrogeno al 3 %
por 5 min y dos lavados de agua destilada estéril,
secados con toallas de papel estériles de acuerdo a
lo descrito por Harrigton et al., (1992). En cajas de
petri con medio cultivo selectivo, BDS (Benomyl-
Dicloran- Estreptomicina), (Worrall, 1991; Aguin
et al., 1998), se sembraron de 15 a 20 trozos de
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To explore the mycoflora population present in
soil at the collection sites, the soil dilution PDA-
TS (potato-dextrose-agar-tergitol) technique was
used (Steiner and Watson 1965). The dishes were
kept at a temperature of 22-24 °C for 7 to 10
days, period during which the fungi developed.
Isolates were transferred to water-agar medium to
be purified using the hyphae-point technique and
sown individually in dishes containing water agar
and PDA.

Molecular DNA
specific amplification and sequencing

identification. extraction,

After obtaining pure isolates of the fungi, they
were molecularly characterized. DNA extraction
was performed using the AxyPrep™ Multisource
Genomic DNA Miniprep (Axygen) kit, according
to the manufacturer’s instructions. PCR was
performed using the ARMEF-3-A (CGT GAY TTY
ATC AAG AAC ATG) and ARMEF-R (TAC CCG
TTC GGC GAT CAA TCT) primers designed in
the amplified region for the Tef-1a gen (translation
elongation factor la) (Ross-Davis et al., 2012).
Amplified reactions were performed in a standard
TProfessional thermocycler (Biometra, Germany)
using a final volume of 25 pL with the following
reagents: Taq DNA Buffer PCR 1X, MgCI2 1 mM,
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corteza con micelio y rizomorfos de color marrén a
negro. Las cajas se cubrieron con papel aluminio y
se guardaron dentro de bolsas de polipapel y se in-
cubaron a 20 °C en oscuridad durante 4-5 semanas.
Para explorar la poblacion de la micoflora en suelo
presente en los sitios de colecta, se utilizo la técnica
de diluciéon de suelo PDA-TS (papa-dextrosa-agar
tergitol) (Steiner y Watson 1965). Las cajas se man-
tuvieron a temperatura de 22-24 °C de 7 a 10 dias,
que fue el periodo en el que se desarrollaron los
hongos. Los aislados se transfirieron a medio agua-
agar para purificarlos mediante la técnica de punta
de hifa y se sembraron por separado en cajas con
medio agar-agua y PDA.

Identificacion molecular. Extraccion de ADN,
amplificacion especifica y secuenciacion

Una vez obtenidos los aislamientos puros de los
hongos en estudio, se inicid la caracterizacion mo-
lecular. La extraccion del ADN se llevo a cabo con
el Kit de extraccion AxyPrep™ Multisource Ge-
nomic DNA Miniprep (Axygen) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Se realizo una PCR
utilizando los iniciadores ARMEF-3-A (CGT GAY
TTY ATC AAG AAC ATG) y ARMEF-R (TAC
CCG TTC GGC GAT CAATCT) disenados para la
region que amplifica para el gen Tef-1a (translation
elongation factor la ) (Ross-Davis ef al., 2012).
Las reacciones de amplificacion se realizaron en
un termociclador TProfessional estdndar (Biome-
tra, Alemania) en un volumen final de 25 pL con
los siguientes reactivos: Taqg DNA Buffer PCR 1X,
MgCI2 1 mM, dNTP’s 0.2mM, Platinum Taq DNA
polymerase 1U (Invitrogen, USA), 10 uM de cada
primery 4 uL de ADN total. El programa de ampli-
ficacidn fue el siguiente: 96 °C por 3 min, 35 ciclos
de 95°C por30s,58 °Cpor30sy72°Cpord5s,
y una extension final a 72 °C por 4 min. Se verifico
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dNTP’s 0.2mM, Platinum Taq DNA polymerase
1U (Invitrogen, USA), 10 uM of each primer and
4 uL of total DNA. The amplification program was
as follows: 96 °C for 3 min, 35 cycles at 95 °C for
30 s, 58 °C for 30 s, 72 °C for 45 s, and a final
extension at 72 °C for 4 min. To verify the presence
of the fragment electrophoresis in 2 % agarose
gels stained with ethidium bromide (5 mg L") was
utilized; the gels were documented using the Gel
Doc (Bio-Rad, USA) photo documentation system.
The PCR products were purified and sequenced in
both directions by the Macrogen Inc. (Seoul, South
Korea).

Multiple alignment and phylogenetic analysis

Sequences of the TEF-1a gene in the isolates
were edited and manually aligned using BioEdit
7.2.5 software (Hall, 1999). The sequences were
compared with those available in the National Center
of Biotechnology Information (NCBI) database
using the BLAST® algorithm. For the phylogenetic
analysis, all the sequences of Armillaria spp.
isolates from Michoacan were grouped in a single
consensus sequence, and sequences of isolates of
34 Armillaria species characterized worldwide
were used, according to the method of Maphosa et
al. (2006), Hasegawa et al. (2010), Ross-Davis et
al. (2012), Elias-Roman et al. (2013) and Guo et
al. (2016). Pleurotus ostreatus (NCBI accession
number AY883432) was used as a root node
outside the group. All the sequences were aligned
with the CLUSTAL-W algorithm and analyzed
by the Neighbor-joining (NJ) method (Saitou and
Nei 1987) using Molecular Evolutionary Genetics
Analysis software (MEGA 7). One thousand
support value replications (Bootstrap) were used to
obtain a consensus tree with a 50 % majority rule
(Tamura et al., 2004). For this task, the Kimura 2
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la presencia del fragmento mediante electroforesis
en geles de agarosa al 2 %, tefiidos con bromuro de
etidio (5 mg L") y los geles se documentaron en el
fotodocumentador Gel Doc (Bio-Rad, USA). Los
productos de PCR fueron purificados y secuencia-
dos en ambas direcciones por la Compafiia Macro-
gen Inc. (Setl, Corea del Sur).

Alineamiento multiple y analisis filogenético

Las secuencias del gen TEF-1a de los aislados
fueron editadas y alineadas manualmente con el
Software BioEdit 7.2.5 (Hall, 1999). Las secuen-
cias se compararon con las disponibles en la base
de datos del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnologica (NCBI por sus siglas en inglés) me-
diante el algoritmo BLAST®.

Para el analisis filogenético, todas las secuen-
cias del gen EF-la obtenidas de los aislados de
Armillaria spp. de Michoacéan se agruparon en una
sola secuencia consenso. Ademas, se utilizaron
secuencias de aislamientos de 34 especies de Ar-
millaria caracterizadas a nivel mundial de acuer-
do a lo reportado por Maphosa et al., (2006), Ha-
segawa et al., (2010), Ross-Davis et al., (2012),
Elias-Roman et al., (2013) y Guo et al., (2016). Se
utilizé a Pleurotus ostreatus (mimero de accesion
en el NCBI AY883432) como nodo raiz externo al
grupo. Todas las secuencias fueron alineadas con
el algoritmo CLUSTAL-W, y se analizaron con el
método Neighbor-joining (NJ) (Saitou y Nei 1987)
utilizando el software Molecular Evolutionary Ge-
netics Analysis (MEGA 7). Se utilizaron 1000 ré-
plicas de valores soporte (Bootstrap) para obtener
un arbol consenso con una regla de mayoria del
50 % (Tamura et al., 2004). Se utilizé el modelo
de sustitucion Parametro-2 de Kimura (K2P) de
acuerdo con Hasegawa et al., (2010).
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Replacement Parameter-2 Model (K2P) was used,
according to the method of Hasegawa et al. (2010).

RESULTS AND DISCUSSION
Morphological identification

The strains collected in orchards 1, 2 and 5
(Table 1) from the bark of trees infected with
fungal mycelium had a fan-like growth pattern
and the rhizomorphs from roots showed a cottony
creamy yellow growth in the culture medium.
Rhizomorphs with dichotomic growth formed after
20 days and hyphae characteristic of the Armillaria
genus formed at 28 days. No basidiocarps were
found at the study sites before, during or after the
rainy season.

Samples of plant material collected from
orchards 3 and 4 did not include Armillaria spp.
isolates. The genera Trichoderma sp., Pilatoporus
sp., Mucor sp., Penicillium sp., Aspergillus sp.
and Fomitopsis sp. were found in the soil isolates
from all the sampling sites. Fomitopsis sp. is an
associated pathogen that can cause trees to decay
and die (Cibrian et al., 2007). In orchard 5, the
presence of Fusarium oxysporum was detected, a
root pathogen that damages the vascular system.

Molecular identification. Multiple alignment
and phylogenetic analysis

The DNA sequences obtained in this study
do not have reliable coverage and have not been
identified (> 99 %) as being one of the known
species of Armillaria reported in NCBI; thus it
appears to be a new species of the genus. However,
the sequences were 99 % similar to those reported
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RESULTADOS Y DISCUSION
Identificacion morfologica

Las cepas obtenidas de las huertas 1, 2 y 5
(Cuadro 1) provenientes de la corteza de arboles
infectados con micelio del hongo, cuyo patrén de
crecimiento fue en forma de abanico y los aislados
de los rizomorfos obtenidos de las raices, presen-
taron un crecimiento en medio de cultivo con as-
pecto algodonoso de color amarillo cremoso en el
centro. Después de 20 dias se observo la formacion
de rizomorfos con crecimiento dicotomico, a los 28
dias formacion de hifas, caracteristicas del género
Armillaria. No se encontraron en los sitios de estu-
dio la presencia de basidiocarpos, antes, durante y
después del periodo de lluvias.

En las muestras de material vegetal de las huer-
tas 3 y 4, no se aisloé Armillaria spp. En todos los
sitios de muestreo en los aislados del suelo se en-
contraron los géneros, Trichoderma sp, Pilatopo-
rus sp., Mucor sp., Penicillium sp., Aspergillus sp.
y Fomitopsis sp., este Ultimo es un patdgeno aso-
ciado que puede contribuir en la muerte de arboles
sujetos a procesos de decaimiento (Cibrian et al.,
2007). Ademas en la huerta 5 se detect6 la presencia
de Fusarium oxysporum, €l cual es un patogeno de la
raiz que ocasiona dafios en el sistema vascular.

Identificacion molecular. Alineamiento multiple
y analisis filogenético

Las secuencias de ADN obtenidas en este estu-
dio no tienen una cobertura e identidad confiable
(= 99 %) con ninguna de las especies conocidas
del género Armillaria reportadas en el NCBI, por
lo que aparentemente representan una nueva espe-
cie dentro del género. No obstante, las secuencias
obtuvieron un 99 % de similaridad con aquellas
reportadas como Armillaria spp. por Elias-Roman
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as being Armillaria spp. by Elias-Romén et al.
(2013), based on isolates from the State of Mexico,
concluded that root rot in peach trees is caused by a
species of the Armillaria genus that has not yet been
described. The sequences obtained in this study
are kept in the GeneBank with accession numbers
KY611443 to KY611450 and are available. These
sequences and those reported by Elias-Roman et al.
(2013) are from the same organism, which belongs
to a species not yet described in the literature.

Based on the alignment of 48 sequences of the
EF-1a gene fromat least 34 species of the Armillaria
genus that have been characterized worldwide.
Following the results reported by Maphosa et al.
(2006), Hasegawa et al. (2010), Ross-Davis et al.
(2012), Elias-Roman et al. (2013) and Guo et al.
(2016), a phylogenetic analysis was performed
using the Neighbor-joining algorithm. A 50 % or
higher probability consensus tree was obtained in
which the Armillaria species were grouped into
four main clades (Figure 1). The EF-1a gene was
useful for separating all the species. The studied
sequences were grouped in the same clade as
the species Armillaria mellea, but in different
branches (Figure 1). This confirmed that they are
new species that appear to be phylogenetically
related to A. mellea. However, the phylogenetic
analysis, BLAST and the sequence analysis
(single-nucleotide polymorphisms, insertions and
deletions) all clearly distinguish both organisms
as being different species, which agrees with the
results reported by Elias-Roman ef a/. (2013) using
the isolates obtained in the State of Mexico.

In the Armillaria genus, species grouped in
the same clade as A. mellea and A. ostoyae are
associated with or considered aggressive pathogens
that usually cause diseases in various fruit and
forest trees, compared with species that are
saprophytes or that behave as weak pathogens and
that are grouped in the other clades (Ross-Davis
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et al., (2013), quienes a partir de aislados prove-
nientes del Estado de México concluyeron que la
pudricion de raices en arboles de durazno es ori-
ginada por una especie del género Armillaria no
descrita. Las secuencias obtenidas en este estudio
se depositaron en GenBank con los nimeros de ac-
cesion KY611443 a KY611450 y estan disponibles
al publico en general. Estas secuencias y las repor-
tadas por Elias-Roman et al., (2013) corresponden
al mismo organismo, el cual representa a especies
aun no descritas en la literatura existente.

Basado en el alineamiento de 48 secuencias del
gen EF-1a pertenecientes al menos a 34 especies
del género Armillaria caracterizadas a nivel mun-
dial, de acuerdo a lo reportado por Maphosa et al.,
(2006), Hasegawa et al., (2010), Ross-Davis et al.,
(2012), Elias-Romaén et al., (2013) y Guo et al.,
(2016), se realizo el analisis filogenético mediante
el algoritmo Neighbor-joining con el cual se obtu-
vo un arbol consenso de probabilidades superior
al 50 %, en el cual las especies de Armillaria se
agruparon en cuatro clados principales (Figura 1).
El gen EF-1« fue util para separar a todas las espe-
cies. Las secuencias del estudio se agruparon en el
mismo clado que las secuencias de la especie Armi-
llaria mellea, pero en ramas diferentes (Figura 1),
confirmando que se trata de especies nuevas que al
parecer estan filogenéticamente relacionadas con 4.
mellea. Sin embargo, tanto el analisis filogenético,
el BLAST y el analisis de secuencias (polimorfis-
mos de un solo nucledtido e inserciones y deleccio-
nes) separan claramente a ambos organismos como
especies distintas, lo cual coincide con lo reportado
por Elias-Roman et al., (2013) con los aislados que
obtuvieron en el Estado de México.

En el género Armillaria las especies que se
agrupan en el mismo clado que 4. mellea y A. os-
toyae se asocian o se consideran como patdgenos
agresivos que regularmente pueden causar enfer-
medades en diversos arboles frutales y forestales,
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et al., 2012; Guo et al., 2016). In this study, the
phylogenetic analysis grouped the sequences in the
same clade as 4. mellea sequences that have been
reported in North America, Asia and Europe.

In a parallel study, the cumulative incidence
of dieback over three years in orchard 1 was
calculated at 21.3 % (145/679 trees) (Rivas-
Valencia and Fernandez-Montes et al., 2017). This
could be interpreted as being an epidemic of great
importance, caused by a species of Armillaria
closely related to A. mellea.

The information about new Armillaria species
in Mexico is based on reports from Alvarado and
Blanchette (1994) on native species from forest
regions of central Mexico showed that some of
the isolates obtained in the state of Puebla were
not compatible with reference isolates of species
known in North America, which suggests that
they belong to a different species. Due to the lack
of sequences, it is not known if those isolates
belong to the same biological species studied in
this research. However, using biotechnological
tools and, specifically, DNA sequence data, it is
possible to identify the Armillaria species, which
is essential to evaluate the threat of disease and its
required management.

CONCLUSIONS

Dieback of peach and plum trees at Zinapecuaro
county, Michoacan, is associated with the presence
of the Armillaria genus. Based on the analysis
of DNA sequences, two isolates were identified
in Michoacan that differ from those obtained in
peach orchards in the State of Mexico. Isolates of
Armillaria from Michoacan and the State of Mexico
are genetically related to 4. mellea, considered to
be an aggressive pathogen. No tolerant rootstocks
to Armillaria have been identified so far; therefore,
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Figura 1. Filogenia del género Armillaria derivada mediante el algoritmo Neighbor-joining (NJ) inferida a partir de secuen-
cias del gen EF-10, incluyendo aislamientos colectados en Michoacan México. Una topologia similar se obtuvo con
ML y MP. Se utilizé a Pleurotus ostreatus como nodo raiz externo al grupo. Los valores de soporte Bootstrap (1000
réplicas) para NJ (= 50%) estan simbolizados en los internodos con un circulo azul.
Figure 1. Phylogenetics of Armillaria genus developed using the Neighbor-joining (NJ) algorithm inferred from sequences of
the EF-1a gen, including isolates collected in Michoacan, Mexico. A similar topology was obtained using ML and
MP. Pleurotus ostreatus was used as a root node outside the group. Bootstrap support values (1000 replications) for
NJ (=50%) are shown in the internodes with a blue circle.
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en comparacion con las especies saprofitas o que se
comportan como patdgenos débiles que se agrupan
en los otros clados (Ross-Davis et al., 2012; Guo
et al., 2016). En este estudio el analisis filogenéti-
co agrupa a las secuencias en el mismo clado que
aquellas de 4. mellea reportadas para Norteaméri-
ca, Asia y Europa.

En un estudio paralelo a este, se calculd la inci-
dencia acumulada de tres afios de muerte descen-
dente para la huerta 1, con un valor de 21.34 %
(145/679 arboles) (Rivas-Valencia y Fernandez-
Montes et al. 2017), lo cual puede interpretarse
como una epidemia de intensidad importante, la
cual es ocasionada por una especie de Armillaria
estrechamente relacionada con A. mellea.

La documentacion de nuevas especies de Armi-
llaria en México tiene sus antecedentes en lo repor-
tado por Alvarado y Blanchette (1994), quienes en
un estudio de las especies nativas de las regiones
forestales del centro de México demostraron que
algunos aislados obtenidos en el Estado de Puebla
fueron incompatibles con cepas de referencia de es-
pecies conocidas en Norteamérica, sugiriendo que
estos correspondian a una especie diferente. Debi-
do a la falta de secuencias se desconoce si €sos ais-
lados corresponden a la misma especie biologica de
esta investigacion. Sin embargo, con el uso de las
herramientas biotecnologicas y especificamente los
datos de las secuencias de ADN, se puede identifi-
car la especie de Armillaria, lo cual es fundamental
para la evaluacion del riesgo de la enfermedad y el
manejo de la misma.

CONCLUSIONES

La muerte descendente de arboles de durazno y
ciruelo en el municipio de Zinapécuaro, Michoacan
esta asociada a la presencia del genero Armillaria.
Con base en el analisis de las secuencias de ADN se
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it is recommended to continue further studies to
find genetic disease resistance as well as improve
disease management methods in the orchards.
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identifican dos aislados para Michoacan, diferentes
a los aislados obtenidos en huertas de durazno en
el Estado de México. Los aislados de Armillaria en
Michoacan y Estado de México estan relacionados
genéticamente con 4. mellea, el cual es considera-
do un patogeno agresivo. Actualmente, no se tienen
identificados portainjertos tolerantes a Armillaria,
se recomienda continuar con estudios de busqueda
de resistencia genética y manejo de la enfermedad
en las huertas.
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