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Abstract
Introduction: The identification of Armillaria and Desarmillaria species associated with Armillaria
root disease is important to determine management strategies, due to their variation in pathogenicity
and virulence.
Objective: To identify Desarmillaria/Armillaria species associated with lychee (Litchi chinensis Sonn.),
avocado (Persea americana Mill.), and pine (Pinus sp.) trees with symptoms and signs of Armillaria root
disease.
Materials and methods: Root samples were collected from trees with signs and/or symptoms of
Armillaria root disease from lychee trees in Veracruz, three avocado orchards in Michoacdn, and
a forest area in Michoacdn. Eight fungal isolates were identified based on DNA sequences of the
translation elongation factor 1-alpha (tef1) gene.
Results and Discussion: Based on tefl sequences, three isolates obtained from lychee trees in
Veracruz were identified as Desarmillaria caespitosa; four isolates obtained from avocado trees and one
from a pine tree in Michoacdn were identified as Armillaria mexicana. Fungal isolates are deposited in
the fungal culture collection of USDA Forest Service, RMRS, Moscow, Idaho, USA, and tefl sequences
Keywords: Persea americana,  are deposited in GenBank.
Litchi chinensis, Pinus sp.,  Conclusions: This study represents the first reports of D. caespitosa on lychee in Veracruz and
root disease, tefl gene. A. mexicana on avocado and pine trees in Michoacdn, Mexico.

Resumen

Introduccion: La identificacién de las especies de Armillaria y Desarmillaria asociadas con la
pudricién de raices por Armillaria es importante para determinar estrategias de manejo, debido a
su variacién en patogenicidad y virulencia.

Objetivo: Identificar las especies de Desarmillaria/Armillaria asociadas con drboles de litchi (Litchi
chinensis Sonn.), aguacate (Persea americana Mill.) y pino (Pinus sp.) con sintomas y signos de la pudricién
de raices por Armillaria.

Materiales y métodos: Se colectaron muestras con signos y sintomas de la pudricién de raices por
Armillaria en drboles de litchi en Veracruz, en tres huertos de aguacate y en una zona forestal en
Michoacdn. Ocho aislamientos fingicos se identificaron mediante la secuenciacién del gen factor de
elongacién 1-alpha (tef1).
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Resultados y Discusion: Con base en las secuencias de tef1, tres aislamientos de drboles de litchi en
Veracruz se identificaron como Desarmillaria caespitosa; cuatro aislamientos de drboles de aguacate

Palabras clave: Persea
americana; Litchi chinensis;
Pinus sp.; pudricién de
raices; gen tefl.

Introduction

The Armillaroid fungi have continued to undergo
taxonomic revisions; among them, the incorporation
of the genera Guyanagaster T. W. Henkel, M. E. Smith
& Aime and Desarmillaria (Herink) R. A. Koch & Aime.
The latter contains species without an annulus or
ring in the basidiome stipe, which were previously
grouped in the genus Armillaria (Fr.) Staude. Armillaria
comprises approximately 40 species, some recently
described (Elias-Romadn et al., 2008; Kim et al., 2022;
Koch, Wilson, Séne, Henkel, & Aime, 2017).

Desarmillaria comprises three species, D. tabescens (Scop.)
R. A. Koch & Aime and D. ectypa (Fr.) R. A. Koch & Aime
both from Eurasia, along with the recently redescribed
vicariant, D. caespitosa (Berk.) Antonin, J. E. Stewart &
Medel, from the USA and Mexico (Antonin et al., 2021).
The recently established taxonomic combination, D.
caespitosa (basionym: Lentinus caespitosus Berk.), was
previously reported as Clitocybe tabescens (Fr.) Bres.
by Cohen (1955) and Desarmillaria tabescens by Miller
et al. (2020) causing tree mortality in lychee (Litchi
chinensis Sonn.) and peach (Prunus persica [L.] Batsch)
orchards, respectively in the southeastern USA. In
Veracruz, Mexico, D. caespitosa has been reported as
Armillaria tabescens (Scop.) Emel infecting araucaria
tree (Araucaria araucana [Molina] K. Koch) in an urban
area (Kim et al., 2010); however, D. caespitosa has not
been previously documented in association with the
lychee trees in the primary lychee-production area
in Mexico (Sistema de Informacién Agroalimentaria
y Pesca [SIAP], 2019). The presence of Armillaria spp.
has been reported affecting avocado (Persea americana
Mill.) orchards in several municipalities in the state
of Michoacdn, which represents the main avocado-
producing area in the world; however, the presence
and identification of the Armillaria spp. has not been
confirmed in a refereed journal (Herndndez-Ramos,
Moreno-Veldzquez,  Lopez-Buenfil, = Zelaya-Molina,
& Elias-Romdn,2018; Michua-Cedillo et al., 2016; Ordas-
Ochoa, 2017).

Accurate identification of Armillaria and Desarmillaria
species is critical because these species display diverse
ecological behaviors and occupy disparate geographic
areas. For example, these genera contain species that
vary in pathogenicity and virulence (Cleary, van der
Kamp, & Morrison, 2012; Kim et al., 2022; Nowakowska

y uno de pino en Michoacdn se identificaron como Armillaria mexicana. Los aislamientos fingicos
estdn depositados en la coleccién de hongos del Servicio Forestal del USDA, RMRS, Moscow, Idaho,
EUA y las secuencias del tefl estdn depositadas en el GenBank.

Conclusion: Este trabajo constituye los primeros reportes de Desarmillaria caespitosa en litchi en
Veracruz y Armillaria mexicana en aguacate y pino en Michoacdn, México.

Introducciéon

Los hongos del grupo Armillaroide han experimentado
revisiones taxondmicas, entre ellas la incorporaciéon de los
géneros Guyanagaster T. W. Henkel, M. E. Smith & Aime
y Desarmillaria (Herink) R. A. Koch & Aime. Esta dltima
incluye especies sin un anillo en el estipite del basidioma,
agrupadas previamente en el género Armillaria (Fr.) Staude.
Armillaria comprende aproximadamente 40 especies,
algunas de las cuales fueron descritas recientemente
(Elias-Romdn et al., 2018; Kim et al., 2022; Koch, Wilson,
Séne, Henkel, & Aime, 2017).

Desarmillaria comprende tres especies, D. tabescens
(Scop.) R. A. Koch & Aime y D. ectypa (Fr.) R. A. Koch &
Aime ambas de Eurasia,junto con D. caespitosa (Berk.)
Antonin, J. E. Stewart & Medel, la vicariante descrita
recientemente de EUA y México (Antonin et al., 2021).
La combinacién taxondmica establecida recientemente,
D. caespitosa (basénimo: Lentinus caespitosus Berk.),
fue reportada como Clitocybe tabescens (Fr.) Bres. por
Cohen (1955) y Desarmillaria tabescens por Miller et al.
(2020) causando mortalidad en huertos de litchi (Litchi
chinensis Sonn.) y durazno (Prunus persica [L.| Batsch),
respectivamente, en el sudeste de EUA. En Veracruz,
México, D. caespitosa se ha reportado como Armillaria
tabescens (Scop.) Emel infectando un drbol de araucaria
(Araucaria araucana [Molina K. Koch]) en una zona
urbana (Kim et al., 2010); sin embargo, D. caespitosa no
se ha observado en asociacién con drboles de litchi en
la principal drea productora de este frutal en México
(Sistema de Informacién Agroalimentaria y Pesca [SIAP],
2019). La presencia de Armillaria spp. se ha reportado
afectando huertos de aguacate (Persea americana Mill.)
en varios municipios de Michoacdn, que representa la
principal zona productora en el mundo; sin embargo,
la presencia e identificacién de Armillaria spp. no se ha
confirmado ni documentado en una revista arbitrada
(Herndndez-Ramos, Moreno-Veldzquez, Lopez-Buenfil,
Zelaya-Molina, & Elias-Romdn, 2018; Michua-Cedillo et
al., 2016; Ordas-Ochoa, 2017).

La identificacion precisa de las especies de Armillaria y
Desarmillaria es critica porque exhiben comportamientos
ecologicos diversos y ocupan dreas geograficas
distintas. Por ejemplo, estos géneros contienen especies
que varian en patogenicidad y virulencia (Cleary,
van der Kamp, & Morrison, 2012; Kim et al. 2022;
Nowakowska et al., 2020); algunas son simbiontes de
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et al,, 2020); some Armillaria and Desarmillaria species are
symbionts of orchids (Gastrodia elata Blume) cultivated
for medicinal purposes (Guo, Wang, Xue, Zhao, & Yang,
2016) and other fungi (Polyporus umbellatus [Pers.]) (Xing,
Men, & Guo, 2017). Among other ecological functions,
one species, Armillaria altimontana Brazee, B. Ortiz, Banik
& D. L. Lindner, was reported as a potential biological
control agent against a virulent species, Armillaria
solidipes Peck. (Warwell et al., 2019).

Because Armillaria and Desarmillaria species associated
with tree disease and mortality possess differences
in virulence, host range, and climatic adaption
(potential geographic range), it especially is important
to identity the pathogenic species to develop/apply
appropriate disease management practices. Previously,
the species of these genera were identified primarily
by basidiomata morphology, but basidiomata are
ephemeral, produced only sporadically depending
on the environmental conditions, and some species
may exhibit similar morphology. Biological species
defined by interfertility also contributed to the
identification process for Armillaria and Desarmillaria
species (Anderson & Ullrich, 1979; Korhonen, 1978), but
interfertility can be observed among disparate species
that have been geographically separated (Heinzelmann
et al, 2019; Klopfenstein et al, 2017). In recent
decades, DNA sequences have been demonstrated to
be especially useful for species identification of these
genera (Heinzelmann et al., 2019). The sequences
of translation elongation factor 1-alpha (tefl) allow
the identification of Armillaria species that cannot
be identified by ribosomal DNA, such as internal
transcribed spacer (ITS) with the 3’ end of the large
subunit (LSU), and the intergenic spacer 1 (IGS1) (3'
LSU-IGS1) (Kim, Klopfenstein, Hanna, & McDonald,
2006; Klopfenstein et al., 2017). For the aforementioned
reasons, the objective of this study was to identify the
Armillaria/Desarmillaria species associated with hosts
(lychee, avocado, and pine) with signs and/or symptoms
of Armillaria root disease within or in close proximity
to orchards of Veracruz and Michoacdn, Mexico.

Materials and methods
Collection sites

During October and November 2019, surveys were
conducted on a) trees of lychee variety 'Racimo Rojo'
(average stem circumference at 40 cm above ground
level = 48.5 cm; 15 years after plantation establishment)
within orchard #1 (18.659528, -96.920972, 609 m) in
Zacatal Chico, Zongolica, Veracruz; b) three orchards
of avocado ‘Hass’ variety on rootstocks of the Mexican
landrace Persea americana var. drymifolia (Schltdl. &
Cham.) S. F. Blake, with trees of 3-3.5 m height and 4-5
years average age since establishment in Michoacdn:
orchard #2 (19.334982, -102.165026; 1 674 m); orchard

orquideas (Gastrodia elata Blume) cultivadas con fines
medicinales (Guo, Wang, Xue, Zhao, & Yang, 2016) y de
otros hongos (Polyporus umbellatus [Pers.]) (Xing, Men, &
Guo, 2017). Entre otras funciones ecoldgicas, Armillaria
altimontana Brazee, B. Ortiz, Banik & D. L. Lindner fue
reportada como agente potencial de control biol6gico
contra la especie virulenta Armillaria solidipes Peck.
(Warwell et al., 2019).

Debido a que las especies de Armillaria y Desarmillaria
asociadas con la enfermedad y mortalidad de drboles
poseen diferencias en virulencia, rango de hospedantes
y adaptacién climdtica (rango geografico potencial),
es especialmente importante la identificacién de las
especies patdgenas para el desarrollo y aplicacién de
pricticas apropiadas de manejo de enfermedades.
Anteriormente, las especies de dichos géneros se
identificaban principalmente por la morfologia de
basidiomas, pero estos son efimeros, se producen
esporddicamente segtn las condiciones ambientales
y algunas especies pueden exhibir morfologia similar.
Las especies bioldgicas definidas por la interfertilidad
contribuyeron al proceso de identificacion de las
especies de Armillaria y Desarmillaria (Anderson & Ullrich,
1979; Korhonen, 1978), pero también se puede observar
interfertilidad entre especies separadas geografi-
camente (Heinzelmann et al., 2019; Klopfenstein et al.,
2017). En las ultimas décadas, las secuencias de ADN
han demostrado ser tutiles para la identificaciéon de
especies de estos géneros (Heinzelmann et al., 2019).
Las secuencias del factor de elongacién 1-alpha (tefl)
permiten la identificacién de especies de Armillaria que
no pueden ser identificadas mediante ADN ribosémico,
tales como espaciador transcrito interno (ITS) con el
extremo 3’ de la subunidad grande (LSU) y el espaciador
intergénico 1 (IGS1) (3’ LSU-IGS1) (Kim, Klopfenstein,
Hanna, & McDonald, 2006; Klopfenstein et al., 2017).
Por las razones antes mencionadas, el objetivo de este
trabajo fue identificar las especies de Desarmillaria/
Armillaria asociadas a hospederos (litchi, aguacate
y pino) con signos y sintomas de pudricién de raices
por Armillaria dentro o cerca de huertos de Veracruz y
Michoacdn, México.

Materiales y métodos
Sitios de colecta

Durante octubre y noviembre del 2019 se
inspeccionaron a) drboles de litchi ‘Racimo Rojo’
(48.5 cm de circunferencia promedio de tallo, a 40 cm
sobre el nivel del suelo) en un huerto de 15 afnos de
establecido (huerto #1: 18.659528, -96.920972, 609 m)
en Zacatal Chico, Zongolica, Veracruz; b) tres huertos
de aguacate ‘Hass’ injertado sobre portainjertos de la
raza mexicana Persea americana var. drymifolia (Schltdl. &
Cham.) S. F. Blake, con drboles de 3 a 3.5 m de altura
y alrededor de cuatro a cinco aios edad promedio del
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#3 (19.34375, -102.17336; 1 667 m) in La Escondida,
Uruapan; and orchard #4 (19.384093, -102.18279;
2 115 m) located in Los Lobos, Nuevo Parangaricutiro,
and c) a root of pine stump (unidentified Pinus species)
in a forest area (19.38106, -102.18420, 2 052 m) adjacent
to orchard #4 in Nuevo Parangaricutiro, Michoacdn.

Sampling and isolation of Armillaria/Desarmillaria

Recently dead trees or trees with wilt symptoms were
selected for sampling. The root system of the trees
was inspected and excavated to observe signs (rotten
wood, mycelial fans, rhizomorphs, and/or basidiomata)
typical of Armillaria root disease (Figure 1). The fungus
was isolated from infected roots of trees following
the procedure described by Harrington, Worrall, and
Baker (1992) in Benomyl-Dichloran-Streptomycin
(BDS) medium, and incubated for 3-5 weeks at room
temperature (20-26 °C). Subsequently, the fungal
isolates were transferred to a nylon filter overlaying 3

establecimiento, localizados en Michoacdn: huerto #2
(19.334982, -102.165026; 1 674 m) y huerto #3 (19.34375,
-102.17336; 1 667 m) en La Escondida, Uruapan, y huerto
#4 localizado en Los Lobos, Nuevo Parangaricutiro
(19.384093, -102.18279; 2 115 m); y ¢) una raiz de un
tocén de pino (especie de Pinus no identificada) en
un drea forestal (19.38106, -102.18420, 2 052 m) aledafia
al huerto #4 en Nuevo Parangaricutiro, Michoacdn.

Muestreo y aislamiento de Armillaria/Desarmillaria

Se muestrearon drboles muertos recientemente o con
sintomas de marchitez. El sistema radical de cada
drbol se excavd e inspecciond con el propésito de
observar signos tipicos (madera podrida, abanicos
miceliales, rizomorfos y basidiomas) de la pudricién
de raices por Armillaria (Figura 1). El hongo se aislé de
raices infectadas de drboles siguiendo el procedimiento
descrito por Harrington, Worrall, y Baker (1992) en
el medio Benomilo-Dicloran-Estreptomicina (BDS)

Figure 1. Symptoms and signs of Armillaria root disease in lychee (Litchi chinensis) and avocado (Persea americana).
a) Avocado orchard with an asymptomatic tree and another symptomatic (chlorosis and decline) tree; b) Sudden
mortality of an avocado tree; c) Cortical cracking with dark-colored exudate due to Armillaria mexicana infection
near the base of avocado stem; d) Mycelial fan in symptomatic avocado tree crown; e) Rhizomorphs attached
to an avocado root; f) Mycelial fan of Desarmillaria caespitosa on the root of a recently dead lychee tree; and

g) D. caespitosa basidiomata on lychee tree base

Figura 1. Sintomas y signos de pudricién de raices por Armillaria en litchi (Litchi chinensis) y aguacate (Persea americana). a)
Huerto de aguacate con un drbol asintomadtico y otro sintomadtico (clorosis y declinacién), b) muerte repentina de
un arbol de aguacate, c) agrietamiento cortical con exudado color oscuro por infeccién de Armillaria mexicana
cerca de la base del tallo de aguacate, d) abanico micelial en corona de raiz y base del tallo de arbol de aguacate
sintomadtico, e) rizomorfos adheridos a una raiz de aguacate, f) abanico micelial de Desarmillaria caespitosa en
raiz de arbol de litchi muerto recientemente y g) basidiomas de D. caespitosa en la base de un arbol de litchi.
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% malt-agar medium to obtain abundant mycelial from
which DNA was extracted.

Tefl amplification, sequencing and
sequence analyses

PCR amplification and sequencing of translation
elongation factor 1-alpha (tefl) gene followed the
protocol of Elias-Romadn et al. (2018); and DNA sequences
were manually edited and aligned with BioEdit 7.1
(Hall, 1999). Polymorphic sites were coded using the
IUPAC codes for ambiguous nucleotides. Edited tefl
sequences of isolates obtained from avocado, lychee,
and pine trees were compared with sequences available
in the NCBI (National Center for Biotechnology
Information) database using BLAST nucleotide search
and deposited in GenBank. Isolates derived from
mycelial fans were deposited at the USDA Forest
Service, Rocky Mountain Research Station (RMRS),
Forest Sciences Laboratory in Moscow, Idaho, USA.

Results and Discussion
Detection of Armillaria root disease

Eight isolates were obtained from mycelial fans of
infected roots. The three isolates (Ver2, Ver4, and Ver5)
that were collected from recently dead lychee trees of
orchard #1, displayed cottony, whitish growth, without
the presence of rhizomorphs in 3% malt-agar medium
after approximately 4 weeks of culture. Four other
isolates (Mich32, Mich35, Mich51, and Mich52) were
obtained from recently dead and symptomatic ‘Hass’
avocado trees grafted on P. americana var. drymifolia
rootstocks: The isolates Mich32 and Mich35 were
collected from orchards #2 and 3, respectively, in La
Escondida, Uruapan, Michoacdn; isolates Mich51 and
Mich52 were collected in orchard #4 in Los Lobos,
Nuevo Parangaricutiro, Michoacdn. Mich51 was isolated
from an avocado tree with symptoms of decline and
cortical cracking, with a dark-colored exudate near
the base of the stem (Figures 1a, 1c, and 1d), and other
isolates (Mich32, Mich35, and Mich52) were obtained
from recently dead trees. Another isolate (Mich4) was
obtained from a pine stump in an area adjacent to
orchard #4 of avocado. Isolates obtained from avocado
trees and pine stump formed crustose mycelium of
variable color (light to dark brown) that produced
abundant rhizomorphs, and culture exudates that
produced a brown stain in the culture medium.

Tef1 sequence analyses

Three isolates (Ver2, Ver4, and Ver5) collected from
roots (Figure 1f) of lychee trees from orchard #1 in
Zongolica, Veracruz were identified as D.caespitosa
based on 1215 bp sequences of tefl (GenBank accession
numbers: MZ851975, MZ851976, and MZ851977 for

y se incubé por tres a cinco semanas a temperatura
ambiente (20 a 26 °C). Posteriormente, los aislamientos
fungicos se transfirieron a un filtro de nailon sobre
medio de malta-agar al 3 % para obtener micelio
abundante del cual se extrajo el ADN.

Amplificacién, secuenciaciéon y
andlisis de secuencias del tef1

Para la amplificacién por PCR y la secuenciacién del gen
factor de elongacion 1-alpha (tef1) se sigui6 el protocolo
descrito por Elias-Romadn et al. (2018); las secuencias de
ADN se editaron y alinearon manualmente con BioEdit
7.1 (Hall, 1999). Los sitios polimérficos se codificaron
empleando el cédigo IUPAC para nucleétidos ambiguos.
Las secuencias del tefl editadas de los aislamientos de
drboles de aguacate, litchi y pino se compararon con
secuencias disponibles en la base de datos del NCBI
(National Center for Biotechnology Information, 2021),
utilizando la busqueda de nucleétidos con BLAST y se
depositaron en el GenBank. Los aislamientos derivados
de abanicos miceliales se depositaron en el laboratorio
de Ciencias Forestales, Estacién de Investigaciéon de
las Montafias Rocosas del Servicio Forestal (RMRS),
Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA)
en Moscow, Idaho, EUA.

Resultados y discusion
Deteccién de la pudricién de raices por Armillaria

Se obtuvieron ocho aislamientos de abanicos miceliales
de raices infectadas. Tres aislamientos (Ver2, Ver4
y Ver5) de drboles de litchi, muertos recientemente
del huerto #1, mostraron crecimiento algodonoso
y blanquecino, sin presencia de rizomorfos en el
medio 3 % agar-malta después de aproximadamente
cuatro semanas de cultivo. Otros cuatro aislamientos
(Mich32, Mich35, Mich51 y Mich52) se obtuvieron de
drboles de aguacate ‘Hass’ injertados en portainjertos
de P. americana var. drymifolia, sintomdticos y muertos
recientemente: Mich32 y Mich35 se colectaron de los
huertos #2 y #3, respectivamente, en La Escondida,
Uruapan, Michoacdn, y los aislamientos Mich51 y
Mich52 se colectaron en el huerto #4 en Los Lobos,
Nuevo Parangaricutiro, Michoacdn. El aislamiento
Mich51 se obtuvo de un drbol de aguacate con sintomas
de declinacién y agrietamiento cortical, con exudado
color oscuro cerca de la base del tallo (Figuras 1a, 1c
y 1d) y los aislamientos Mich32, Mich35 y Mich52 se
obtuvieron de drboles muertos recientemente. Otro
aislamiento (Mich4) se obtuvo de un tocén de pino
en un drea adyacente al huerto #4 de aguacate. Los
aislamientos de drboles de aguacate y del tocén de pino
formaron micelio crustoso de color variable (marrén
claro a oscuro) que produjo rizomorfos abundantes y
exudados que provocaron una tincién café en el medio
de cultivo.
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Ver2, Ver4 and Ver5, respectively), which displayed
a very high similarity (99.7 %) with available tefl
sequences in GenBank BLAST that were derived from
D. caespitosa isolates, such as GenBank Accession
No. MT232068 from isolate OOI-210 obtained from
peach (Antonin et al., 2021). Armillaria root disease
due to D. caespitosa (reported as Clitocybe tabescens)
has been associated with the mortality of lychee
trees, and management strategies were subsequently
recommended, such as reducing inoculum sources,
among other measures (Cohen, 1955). Volk & Burdsall
(1995) previously considered C. tabescens as a synonym
for A. tabescens; however, the North American vicariant
of A. tabescens s. 1. is currently recognized as D. caespitosa
(Antonin et al., 2021).

The five isolates collected from avocado and pine were
identified as A. mexicana R. Elias, Medel, Alvarado,
Hanna, Ross-Davis, Kim, & Klopfenstein (Elias-Romdn
et al, 2018) based on tefl sequences (GenBank Nos.
MZ851978, MZ851979, MZ851980, MZ851981, and
MZ851982 for isolated Mich4, Mich32, Mich35, Mich51,
and Mich52, respectively). A tefl sequence length of 1
150 bp was obtained from isolate Mich32, and 1202 bp
sequences were obtained from isolates Mich4, Mich35,
Mich51, and Mich52. The GenBank nucleotide Blast
displayed an extremely high similarity (99.9 %) for
tefl from these five isolates with that of A. mexicana
(GenBank Accession No. KR061313). This species, first
reported as Armillaria sp., was previously found in
Zinapécuaro, Michoacan causing mortality of peach and
plum (reported as Prunus domestica) trees (Rivas-Valencia
et al, 2017), and A. mexicana was also previously found
to be pathogenic and more virulent than A. mellea (Vahl)
P. Kumm on four Prunus spp. evaluated in greenhouse
and field conditions in the State of Mexico (Elias-Romdn
et al., 2019), where it was also previously reported
on an oak (Quercus sp.) stump in a forest area (Elias-
Romdn et al., 2018). Other investigations mentioned
the presence of A. mexicana on trees of 'Hass' avocado
grafted onto Mexican landrace seedling rootstocks;
however, tefl sequences were not deposited in GenBank
to allow verification of these previous identifications
(Herndndez-Ramos et al.,, 2018; Michua-Cedillo et
al.,, 2016). Of note is that sequences of 3’ LSU-IGS1
of ribosomal DNA in GenBank (Accession Nos.
KU378660, KU378658, KU378657, KU378654,
KU378655, KU378659) show high similarity with A
mexicana (GenBank Accession No. KR061306); however,
those GenBank accessions are not associated with in any
publication that discusses their origins. The 3’ LSU-IGS1
region is useful in the identification of A. mexicana (Elias-
Romadn et al., 2013), but it cannot distinguish among some
Armillaria species such as A. gallica Marxm. & Romagn.,
A. sinapina Bérubé & Dessur. and A. cepistipes Velen. (Kim
et al., 2006). Additionally, several Armillaria species have
very diverse 3’ LSU-IGS1 sequences that could not be
aligned unambiguously for phylogenetic analysis.

Anadlisis de secuencias del tefl

Los aislamientos colectados de las raices (Figura 1f) de
drboles de litchi (Ver2, Ver4 y Ver5) del huerto #1 en
Zongolica, Veracruz, se identificaron como Desarmillaria
caespitosa con base en las secuencias de 1215 pb del
tefl (GenBank accesiones en MZ851975, MZ851976 y
MZ851977 para Ver2, Ver4 y Ver5, respectivamente),
las cuales tuvieron similitud muy alta (99.7 %) con
secuencias del tefl disponibles en GenBank BLAST que
fueron derivadas de aislamientos de D. caespitosa, como la
accesion del GenBank MT232068 del aislamiento OOI-210
obtenido de durazno (Antonin et al., 2021). La pudricién
de raices por Armillaria debido a D. caespitosa (reportada
como C. tabescens), se ha asociado con la mortalidad de
drboles de litchi y se han recomendado estrategias
de manejo como la reduccién de fuentes de indculo,
entre otras medidas (Cohen, 1955). Volk y Burdsall
(1995) consideraron previamente a C. tabescens como
sinénimo de A. tabescens; sin embargo, la vicariante norte-
americana de A. tabescens s. 1. es reconocida actualmente
como D. caespitosa (Antonin et al., 2021).

Los cinco aislamientos colectados de aguacate y pino
se identificaron como A. mexicana R. Elias, Medel,
Alvarado, Hanna, Ross-Davis, Kim, & Klopfenstein
(Elias-Romadn et al., 2018) con base en secuencias del
tefl (accesiéon en GenBank con numeros MZ851978,
MZ851979, MZ851980, MZ851981 y MZ851982 para
los aislamientos Mich4, Mich32, Mich35, Mich51 y
Mich52, respectivamente). La longitud de las secuencias
del tefl fue de 1 150 pb para el aislamiento Mich32y 1
202 pb para los aislamientos Mich4, Mich35, Mich51
y Mich52. El BLAST de nucleétidos del GenBank tuvo
similitud extremadamente alta (99.9 %) en tefl para esos
cinco aislamientos con el de A. mexicana (accesién en
GenBank numero KR061313). Esta especie, reportada
por primera vez como Armillaria sp. se encontré en
Zinapécuaro, Michoacdn causando mortalidad de
drboles de durazno y ciruelo (reportado como Prunus
domestica L.) (Rivas-Valencia et al.,, 2017). Por otra
parte, se demostré6 que A. mexicana fue patégena y
mads virulenta que A. mellea (Vahl) P. Kumm en cuatro
especies de Prunus evaluados en condiciones de
invernadero y campo en el Estado de México (Elias-
Romdn et al., 2019), donde también A. mexicana fue
reportada previamente en una zona forestal sobre un
tocén de encino (Quercus sp.) (Elias-Romdn et al., 2018).
Otras investigaciones mencionaron la presencia de A.
mexicana en drboles de aguacate ‘Hass’ injertados sobre
portainjertos mexicanos de semilla; sin embargo, las
secuencias del tefl no se depositaron en el GenBank
para permitir la verificacién de estas identificaciones
(Herndndez-Ramos et al., 2018; Michua-Cedillo et al,,
2016). Cabe destacar que las secuencias de 3’ LSU-
IGS1 del ADN ribosémico en el GenBank (accesiones
KU378660, KU378658, KU378657, KU378654, KU378655
y KU378659) muestran similitud alta con A. mexicana
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Climate-change projections suggest that Armillaria
root disease will likely increase in areas where the
climate will become less suitable for hosts, while
remaining suitable for pathogens (Kim et al., 2021;
Klopfenstein, Kim, Hanna, Richardson, & Lundquist,
2011). In addition, we consider that incidence and
severity of Armillaria root disease could increase in
several fruit-growing areas of Mexico due to multiple
factors, such as 1) use of substrates contaminated with
Armillaria/Desarmillaria propagules for plant propagation
in nurseries; 2) change of land use (e.g., replacement of
pine-oak forest with fruit orchards) that could promote
the spread of pathogenic Armillaria/Desarmillaria species
from previously occupied forested sites; 3) use of trees
that are maladapted to the site or become maladapted
due to climate change; andfor 4) other biotic and
abiotic disturbances that create conditions suitable for
Armillaria root disease.

Conclusions

Armillaria root disease in ‘Hass’ avocado trees on
Mexican landrace rootstocks Persea americana var.
drymifolia in orchards in Michoacdn was associated
with the presence of A. mexicana. This species was also
isolated from a pine tree roots in a forest near avocado
orchards, which could represent an inoculum source
for infection in avocado orchards established in areas
where the natural forest was cleared. In addition,
Desarmillaria caespitosa was identified in association with
Armillaria root disease of recently dead lychee trees
in Zongolica, Veracruz. This study represents the first
reports of A. mexicana causing Armillaria root disease
on avocado and pine in Michoacdn, and D. caespitosa
causing Armillaria root disease on lychee in Veracruz.
These results add to baseline information on the
distribution and host associations of these Armillaria
root disease pathogens.
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(accesion del GenBank KR061306); no obstante, dichas
accesiones de GenBank no estdn asociadas con alguna
publicacién que discuta su origen. La regién 3' LSU-
IGS1 es de utilidad en la identificacién de A. mexicana
(Elias-Romadn et al., 2013), pero no permite distinguir
entre algunas otras especies de Armillaria, como A. gallica
Marxm. & Romagn., A. sinapina Bérubé & Dessur. y A.
cepistipes Velen. (Kim et al., 2006). Adicionalmente, varias
especies de Armillaria tienen secuencias 3' LSU-IGS1 muy
diversas que no pueden alinearse sin ambigiiedad para
efectuar anadlisis filogenéticos.

Las proyecciones del cambio climdtico sugieren
que, probablemente, la pudricién de raices por
Armillaria aumentard en zonas donde el clima serd
menos adecuado para los hospederos, pero seguird
siendo adecuado para los patégenos (Kim et al., 2021;
Klopfenstein, Kim, Hanna, Richardson, & Lundquist,
2011). Ademds, la incidencia y severidad de la pudricién
de raices por Armillaria podrian multiplicarse en
varias zonas fruticolas de México debido a los factores
siguientes: 1) empleo de sustratos contaminados con
propdgulos de Armillaria/Desarmillaria en la propaga-
cién de plantas en viveros; 2) cambio de uso de
suelo de bosque de pino-encino que podria promover
la propagacién de especies patdgenas de Armillaria/
Desarmillaria en huertos fruticolas recién establecidos;
3) uso de drboles que no se adaptan al sitio o se vuelven
inadaptados debido al cambio climdtico; y 4) otras
perturbaciones bidticas y abidticas que crean condiciones
adecuadas para la pudricién de raices por Armillaria.

Conclusiones

La pudricién de raices por Armillaria en drboles de
aguacate ‘Hass’ sobre portainjertos de raza mexicana
Persea americana var. drymifolia en huertos de Michoacdn
estuvo asociada con la presencia de Armillaria mexicana.
Esta especie se aislé de raices de un drbol de pino en
un bosque cercano a huertos de aguacate, lo que
podria representar una fuente de indculo para la
infecciéon de estos en dreas donde el bosque natural
fue talado. Ademds, Desarmillaria caespitosa se identificd
en asociacién con la pudricién de raices por Armillaria
en drboles de litchi muertos recientemente en Zongolica,
Veracruz. Este trabajo representa los primeros reportes
de A. mexicana causando la pudri-cién de raices por
Armillaria en aguacate y pino en Michoacdn y D.
caespitosa causando la pudricién de raices por Armillaria
en litchi en Veracruz. Dichos resultados complementan
la informacién de referencia sobre la distribucién y
asociaciéon de hospederos de estos patégenos de la
pudricion de raices por Armillaria.
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