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Resumen. La pudricion blanca producida por
Sclerotium cepivorum es la principal limitante del
cultivo de ajo en Colombia, causando pérdidas su-
periores al 50%. La ausencia de semilla de calidad
contribuye a su diseminacion e infestacion en areas
de siembra, siendo la principal estrategia de con-
trol la aplicacion de fungicidas, por ende, es nece-
sario integrar alternativas de manejo orientadas a
su sostenibilidad. Asi, el objetivo de este estudio
fue determinar bajo condiciones controladas el po-
tencial de control de S. cepivorum con antagonistas

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2020

Abstract. White rot produced by Sclerotium
cepivorum is the main limitation to garlic
production in Colombia causing losses that exceed
50%. The absence of quality seed contributes to its
dissemination and infestation in sowing areas, the
main control strategy is the application of fungicides;
therefore, it is necessary to integrate management
alternatives that promote its sustainability. Thus,
the objective of this study was to determine under
controlled conditions the potential of control for S.
cepivorum with microbial antagonists and essential
oils. The effect on the pathogen’s growth was
determined in PDA supplemented with each oil and
for the antagonists its ability to degrade sclerotia.
In soil infested with sclerotia was determined the
effect on incidence and mortality reduction with the
applications of the antagonists and selected oils.
The results showed that exposure to eucalyptus
(10,000 ppm) and oregano (200; 250 ppm) oils
inhibited by 92% growth of the pathogen, while
antagonists colonized more than 95% of sclerotia,
causing their degradation. While in infested soil
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microbianos y aceites esenciales. Se determind en
PDA suplementado con cada aceite el efecto sobre
el crecimiento del patdgeno y para los antagonistas
su capacidad para degradar esclerocios. Igualmen-
te, en suelo infestado con esclerocios se determind
el efecto de las aplicaciones de los antagonistas y
aceites seleccionados sobre la reduccion de inci-
dencia y mortalidad. Los resultados mostraron que
la exposicion al aceite de eucalipto (10000 ppm)
y orégano (200; 250 ppm) inhibidé en un 92% el
crecimiento del patégeno; en tanto, que los antago-
nistas colonizaron mas del 95% de los esclerocios,
provocando su degradacion. Mientras que en suelo
infestado presentaron un control entre 30 al 70%,
siendo Trichoderma asperellum Th034 el que pre-
sentd la menor incidencia y mortalidad (21%).

Palabras clave: Esclerocio, parasitismo, creci-
miento, incidencia, mortalidad.

El ajo (Allium sativum) es una hortaliza de gran
importancia en el mundo, utilizada principalmente
como condimento, pero en medicina por su conte-
nido de adenosina y ajoeno se usa como antioxidan-
te, asi como para reducir el bloqueo de las arterias,
la presion arterial y el colesterol (Ramirez et al.,
2016), y en el control de plagas se usa como insec-
ticida por su accién repelente (Plata et al., 2017).
A pesar de esto, en Colombia en la tltima década
su cultivo ha disminuido pasando en 2013 de 527
ha a 231 ha en 2018 con una reduccion en la pro-
duccion de 9.309 t a 2.991 t (AGRONET, 2019),
comportamiento que se asocia a la diseminacion e
incremento de problemas fitosanitarios, siendo la
mayor limitante la pudricion blanca causada por el
hongo Sclerotium cepivorum (Prato, 2016).

Este patogeno exclusivamente afecta a las es-
pecies del género Allium, distribuyéndose en todas
las regiones donde éstas se cultivan, disminuyendo

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2020

they showed a control between 30 and 70%, being
Trichoderma asperellum Th034 which presented
the lowest incidence and mortality (21%).

Key words: Sclerotia,
incidence, mortality.

parasitism, growth,

Garlic (Allium sativum) is a greatly important
vegetable around the world that is most commonly
used as a condiment or seasoning. However,
because of its adenosine and ajoene content, garlic
is used in medical treatments as an antioxidant and
to reduce arterial blockages, blood pressure and
cholesterol (Ramirez et al., 2016); it is also used
for controlling plant pests because of its repellent
action (Plata et al., 2017). However, in Colombia
garlic production has decreased in the last decade
from 527 ha in 2013 to 231 ha in 2018, and
production decreased from 9,309 tons to 2,991 tons
(AGRONET, 2019). This result is associated with
disease and phytosanitary issues, with white rot
caused by the Sclerotium cepivorum fungus (Prato,
2016) being the greatest constraint.

This pathogen affects only species of the A/lium
genus in all the regions where they are cultivated
and reduces production and causes losses of more
than 50%, thus being the greatest limitation of this
genus (Amin et al., 2014; Lourengo et al., 2018).
Sclerotium cepivorum produces sclerotia, which
are resistance structures that can remain viable
for more than 20 years in the soil, as well as its
primary inoculum; as a result, infested fields are
not suitable for cultivating garlic or any other
susceptible alliaceous species (Velasquez et al.,
2012; Amin et al.,, 2014; Lourengo et al., 2018).
White rot is mainly controlled using chemical
synthesis fungicides such as Benomyl and
Tebuconazole, whose continuous use can cause
resistance problems, reduce soil microbiota, and
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su produccién, ya que puede causar pérdidas su-
periores al 50%, siendo asi la mayor limitante de
este género (Amin et al., 2014; Lourenco et al.,
2018). Sclerotium cepivorum produce esclerocios,
estructuras de resistencia que pueden permanecer
viables en el suelo por mas de 20 afios, asi como
su indculo primario, de esta manera los campos in-
festados quedan arruinados para el cultivo de ajo o
cualquier otra alidcea susceptible (Velasquez et al.,
2012; Amin et al., 2014; Lourengo et al., 2018).
El manejo de la pudricion blanca se realiza princi-
palmente con fungicidas de sintesis quimica como
Benomil y Tebuconazol, cuyo uso continuo puede
generar problemas de resistencia, reduccion de la
microbiota del suelo, ademas de ser un riesgo para
la salud humana (Pérez et al., 2009; Hussain et al.,
2017). De acuerdo con esto y con una visioén sos-
tenible del cultivo, es prioritario evaluar e integrar
al manejo de la enfermedad, alternativas eficientes
que tengan un bajo impacto ambiental, en este sen-
tido, el control bioldgico mediante el uso de micro-
organismos antagonistas o aceites esenciales pue-
den constituirse como herramientas en estrategias
de manejo integrado de la pudricion blanca (Lo-
urengo et al., 2018).

Especies de los géneros Trichoderma sp., Baci-
llus sp. o Pseudomonas sp., se destacan en el con-
trol bioldgico de fitopatdgenos por su amplia dis-
tribucidon y sus diferentes mecanismos de accion.
En el mercado se encuentran diferentes bioplagui-
cidas con registro de uso, los cuales, son utilizados
para el control de patdégenos del suelo o foliares,
adicionalmente, algunas cepas tienen la capacidad
de promover el crecimiento vegetal, influyendo en
el desarrollo y produccion de las plantas (Schus-
ter y Schmoll, 2010; Santoyo et al., 2012), por lo
cual pueden ser considerados en el desarrollo de
estrategias de manejo integrado previa evaluacion
y seleccion.

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2020

put human health at risk (Pérez et al., 2009; Hussain
etal.,2017). Based on the above and with a view to
achieving sustainable garlic production, evaluating
and integrating effective and low-environmental
impact alternatives for disease management is a
priority. In this regard, biological control using
antagonistic microorganisms or essential oils can
be included as a tool in integrated management
strategies for controlling white rot (Lourenco et al.,
2018).

Species of the Trichoderma sp., Bacillus sp.
or Pseudomonas sp., genera are considered to be
effective for biological control of phytopathogens
because of their wide distribution and different
control mechanisms. Soil or foliar pathogens
are controlled using commercial biopesticides
registered for use; some of these strains are also
able to promote plant growth by influencing
plant development and production (Schuster and
Schmoll, 2010; Santoyo et al, 2012). For this
reason, after being evaluated and selected, they
can be used in the development of integrated
management strategies.

Essential oils can also be obtained from
cinnamon, eucalyptus and oregano plants that
are known to have antimicrobial properties
against pathogens, including Botrytis cinerea and
Fusarium oxysporum, particularly because they
produce compounds based on phenols, tannins or
terpenes that act upon the pathogens’ growth or
metabolism (Gurjar et al., 2012; Kottearachchia
et al., 2012). In view of this, the objective of
this study was to determine, under controlled
conditions, the potential use of Trichoderma
koningiopsis (Th003) and 7. asperellum (Th034)
fungi; Bacillus amyloliquefaciens (Bs006) and
Pseudomonas fluorescens (Pf014) bacteria; and
essential cinnamon, clove, eucalyptus, lemon,
oregano and thyme oils to control S. cepivorum.
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En el mismo sentido se encuentran aceites esen-
ciales obtenidos de plantas como canela, eucalipto
y orégano, los cuales presentan propiedades anti-
microbianas contra patégenos como Botrytis cine-
rea o Fusarium oxysporum, particularmente por
presentar compuestos a base de fenoles, taninos o
terpenos los cuales presentan accion sobre el creci-
miento o el metabolismo de los patogenos (Gurjar
et al.,2012; Kottearachchia et al., 2012). De acuer-
do con esto, el objetivo de este estudio fue deter-
minar bajo condiciones controladas el potencial de
uso en el control de S. cepivorum para el cultivo
de ajo de los hongos Trichoderma koningiopsis
(Th003), T. asperellum (Th034), las bacterias Ba-
cillus amyloliquefaciens (Bs006) y Pseudomonas
Sfluorescens (Pf014) y de los aceites esenciales de
canela, clavo, eucalipto, limon, orégano y tomillo.

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se realizo en el Laboratorio de Mi-
crobiologia Agricola del Centro de Investigacion
Tibaitata de la Corporacion Colombiana de Investi-
gacion Agropecuaria AGROSAVIA.

Material vegetal. Se usaron bulbillos sanos de ajo
morado obtenida de un cultivo comercial, previo
a su uso, la semilla se desinfestd mediante lava-
do con una solucién de hipoclorito de sodio al 2%
(NaCl) por tres min y tres lavados con agua estéril.

Microorganismos. El patégeno utilizado corres-
pondio al aislamiento S10 de S. cepivorum, aislado
de una planta de ajo con signos de la enfermedad
colectada de un foco de plantas enfermas en un
cultivo del municipio de Sopo (departamento de
Cundinamarca), obteniendo su inoculo a partir de
la produccién y cosecha de esclerocios en cultivos
del hongo en Agar Papa Dextrosa (PDA Oxo0id®),
incubados a 18 °C durante 24 dias. Los esclerocios

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2020

MATERIALS AND METHODS

This research was conducted in the Agricultural
Microbiology Laboratory of Tibaitatd Research
of the Colombian Corporation for
Agricultural Research (Corporacion Colombiana
de Investigacion Agropecuaria, AGROSAVIA).

Center

Plant material. Healthy purple garlic bulbils
obtained from a commercial crop were used.
Before using the seed, it was washed with a 2%
sodium hypochlorite (NaCl) solution for three min
and then washed three times with sterile water.

Microorganisms. The pathogen used in the
experiment was an S. cepivorum S10 isolate
obtained from a garlic plant with disease sings
collected from a plot of infected plants in a
garlic field in Sopo municipality (Department of
Cundinamarca). The pathogen’s inoculum was
obtained from sclerotia produced in and harvested
from a potato-dextrose-agar (PDA Oxo0id®) culture
medium incubated at 18 °C for 24 days. Sclerotia
were harvested by scraping the culture medium
and stored in Falcon tubes; when used, they were
washed with 2% NaCl and dried at 30 °C for
24 h. Regarding the antagonistic microorganisms,
AGROSAVIA’s Microorganism Germplasm Bank
provided T. asperellum Th034 and P. fluorescens
Pf014 strains, which were then sown in a PDA
culture medium and Luria Bertani (LB) broth,
respectively. Tricotec® biofungicide based on T.
koningiopsis Th003 strain and one formulation
prototype based on the B. amyloliquefaciens Bs006
strain (developed by Agrosavia) were also used.
The inoculum consisted of suspensions in water at
concentrations of 1x10°conidia mL™! for fungi, and
1x108 cells mL! for bacteria.

Essential oils. Based on a literature review,
essential cinnamon, clove, eucalyptus, lemon,
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se cosecharon mediante el raspado del medio, se al-
macenaron en tubos Falcon y cuando se utilizaron
fueron desinfestados mediante lavado con NaCl al
2%, secandolos a 30 °C por 24 horas. En cuanto
a los microorganismos antagonistas, el Banco de
Germoplasma de Microorganismos de AGROSA-
VIA proporcioné la cepa Th034 de 7. asperellum
y la cepa Pf014 de P. fluorescens, cuya produccion
se realizd en PDA y caldo Luria Bertani (LB), res-
pectivamente. Igualmente se utilizo el biofungicida
Tricotec® a base de T. koningiopsis cepa Th003 y
un prototipo de formulacion a base de B. amyloli-
quefaciens cepa Bs006 (desarrollados por Agrosa-
via). El in6culo consistid en suspensiones en agua
a concentraciones de 1x10°conidios mL-! para hon-
gos y 1x10%células mL"! para bacterias.

Aceites esenciales. De acuerdo con una revision de
literatura se seleccionaron por su potencial de con-
trol sobre S. cepivorum los aceites esenciales de ca-
nela, clavo, eucalipto, limoén, orégano y tomillo. El
aceite de orégano fue producido en Agrosavia (an-
teriormente Corpoica) por Betancourt ef al. (2012),
mientras que el resto de los aceites se obtuvo de
concentrados comerciales.

Actividad sobre la degradacién de esclerocios.
Para determinar la capacidad de los antagonistas
para degradar los esclerocios de S. cepivorum, se
modificé la metodologia descrita por Clarkson et
al. (2002), para lo cual se dispusieron 100 escle-
rocios en bolsas de muselina de 1 cm? ubican-
dolos posteriormente a una profundidad de 2 cm
en recipientes plasticos de 6 onzas que contenian
una mezcla estéril de suelo y arena (3:1), inmedia-
tamente se realizo la inoculacion del sustrato me-
diante la aplicacion de 10 mL de las suspensiones
de cada microorganismo en las concentraciones
ya descritas. Durante el periodo de evaluacion
se realizo el riego de los recipientes cada tres dias
para conservar su humedad.

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2020

oregano and thyme oils were selected because of
their potential to control S. cepivorum. Essential
oregano oil was produced in Agrosavia (previously
known as Corpoica) by Betancourt et al. (2012),
and the other oils were obtained from commercial
concentrates.

Activity on sclerotia degradation. To determine
the ability of antagonistic microorganisms to
degrade S. cepivorum sclerotia, a modified version
of the methodology described by Clarkson et
al. (2002), was used, by placing 100 sclerotia in
1 cm? muslin bags, which were later placed at a
depth of 2 cm in 6-ounce plastic containers filled
with a sterile mixture of soil and sand (3:1). This
substrate was immediately inoculated with 10 mL
of the suspension of each microorganism at the
previously described concentrations. During the
evaluation period, the containers were irrigated
every other day to keep the soil moist.

After 30 days, the muslin bags were collected;
30 sclerotia were taken from each and sown in petri
dishes containing PDA medium culture or Luria
Bertani (LB) agar, according to the treatment that
was used. Then, the petri dishes were incubated
at 18 °C for six days in order to determine their
viability or parasitism. The remaining sclerotia
were observed under a stereoscope to identify any
damage in their structure. The trial was conducted
in a greenhouse at 23 °C using a completely
randomized design where the experiment unit
consisted of one container with one bag with three
replications; sclerotia with no treatment were used
as a control.

Effect of essential oils on S. cepivorum in vitro
growth. Essential oils were evaluated at three
concentrations (Table 1) with Tebuconazole (1 L
/200 L) as a chemical control and one absolute
control. For this, the PDA was supplemented with
each oil at the specified concentration, placed in
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Después de 30 dias se colectaron las bolsas de
muselina, tomando de cada una, 30 esclerocios, los
cuales se sembraron en cajas Petri con PDA o agar
Luria Bertani (LB) de acuerdo con el tratamiento
aplicado. Posteriormente, las cajas Petri fueron in-
cubadas a 18 °C durante seis dias para determinar
su viabilidad o parasitismo; los esclerocios restan-
tes se observaron al estereoscopio para identificar
dafios en su estructura. El ensayo se realizoé en un
invernadero a 23 °C bajo un diseflo completamente
al azar donde la unidad experimental consistid en
un recipiente con una bolsa teniendo tres repeti-
ciones, como control se utilizaron esclerocios sin
tratamiento.

Efecto de aceites esenciales sobre el crecimiento
de 8. cepivorum in vitro. Se evaluaron los acei-
tes esenciales en tres concentraciones (Cuadro 1)
con el fungicida Tebuconazol (1 L /200 L) como
control quimico y un testigo absoluto. Para esto,
se suplementd el PDA con cada aceite en la con-
centracion determinada sirviéndolos en cajas Petri,
posteriormente se realizd la siembra de un disco de
agar de 5 mm con micelio de S. cepivorum (obteni-
do de un cultivo en PDA de 12 dias) en el centro de
la caja, se incubo a 18 °C durante 12 dias, periodo
en el que se registrd el crecimiento y se determind
el porcentaje de inhibicion del crecimiento mice-
lial (ICM) de colonias en presencia de los aceites,
calculado en relacion al control, una vez el hongo
cubrio la totalidad de la caja Petri, aplicando la for-
mula de Philippe et al. (2012) citado por Gakuubi
et al. (2017), ICM(%)= dc - dt / dc x 100; donde:
dc= Diametro de la colonia del patdogeno en el con-
trol, y d= Diametro de la colonia del patégeno en
el tratamiento.

Control de S. cepivorum en condiciones contro-

ladas. La evaluacion se desarroll6 en macetas plas-
ticas de 0.5 L de capacidad en la que se sembrd un
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petri dishes, and then sown in a 5-mm agar disk
with S. cepivorum mycelium (obtained from a 12-
day PDA culture medium) in the middle of the dish,
incubated at 18 °C for 12 days, a period during
which the percent inhibition of the mycelial growth
(ICM) of the colonies in the presence of oils was
recorded. The percentage was calculated in relation
to the control once the fungus completely covered
the petri dish. The calculation was made using the
formula of Philippe et al. (2012) cited by Gakuubi
et al. (2017), ICM (%)= dc - dt / dc x 100; where:
dc= diameter of the pathogen’s colony in the
control, and dt= diameter of the pathogen’s colony
in the treatment.

Control of S. cepivorum under -controlled
conditions. The evaluation was performed in 0.5-L
plastic pots in which one garlic bulbil was sown.
The concentration of S. cepivorum used was 200
sclerotia per gram of soil (selected from previous
unpublished studies because the level of mortality
obtained was 83%). The bulbils were immersed
in the suspensions of microorganisms, essential
oils and Tebuconazole for 10 min, and then sown
in pots to which 20 mL of each suspension were
added in drench, according to the treatment. Two

Cuadro 1. Aceites esenciales y concentraciones evaluadas
en la inhibicién del crecimiento de Sclerotium
cepivorum in vitro.

Table 1. Essential oils and concentrations evaluated to in-

hibit Sclerotium cepivorum in vitro growth.

. . Concentracion (ppm
Aceites esenciales (ppm)

1 2 3
Canela (Cinnamomum verum) 150 200 250
Clavo (Syzygium aromaticum) 250 500 750
Eucalipto (Eucalyptus sp.) 7000 10000 15000
Limén (Citrus limon) 200 400 600
Orégano (Origanum vulgare) 150 200 250
Tomillo (Thymus vulgaris) 200 400 800
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bulbillo de ajo, la concentracion de S. cepivorum
utilizada correspondié a 200 esclerocios por gra-
mo de suelo (seleccionada en estudios previos no
publicados por obtener una mortalidad del 83%).
Se realizé la inmersion de los bulbillos durante
10 min en las suspensiones de microorganismos,
aceites esenciales y Tebuconazol, posteriormente
se sembraron en las macetas y en cada una se apli-
c6 en drench 20 mL de las suspensiones segun el
tratamiento. Se efectuaron dos aplicaciones mas en
drench con una frecuencia de 15 dias, manteniendo
el ensayo por 90 dias (aunque el ciclo del cultivo
esta entre los cinco y seis meses, la enfermedad
puede presentarse en cualquier momento). El en-
sayo se establecid mediante un disefio completo al
azar, la unidad experimental const6 de ocho mace-
tas con tres repeticiones; se contd con un testigo
inoculado con el patdogeno y un control sin inocu-
lar, las cuales se mantuvieron en una casa de malla
con riego diario a una temperatura promedio en el
dia de 20 °C, las variables evaluadas fueron la in-
cidencia de la enfermedad (niimero de plantas con
sintomas sobre el nimero total de plantas multi-
plicado por 100) y la mortalidad de la enfermedad
(numero de plantas muertas sobre el nimero total
de plantas multiplicado por 100).

Analisis estadistico. Para cada bioensayo los datos
fueron analizados mediante un andlisis de varian-
za y una prueba de comparacion de medias Tukey
(p=<0.05), empleando el software estadistico Sta-
tistix 10.0.

RESULTADOS

Actividad sobre la degradacion de esclerocios. A
partir de los esclerocios recuperados y sembrados
en los medios de cultivo se obtuvieron colonias de
los antagonistas, para las cepas de Trichoderma se
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more applications in drench were applied every
15 days and the experiment was continued for
90 days (although the crop cycle lasts between
five and six months, the disease may occur at any
time). The experiment was established using a
completely randomized design and the experiment
unit consisted of eight pots with three replications.
A control inoculated with the pathogen and one
non-inoculated control were kept in a mesh house
and irrigated daily at an average temperature
of 20 °C. The evaluated variables were disease
incidence (number of plants with symptoms over
the total number of plants multiplied x 100) and the
disease mortality (number of dead plants over the
total number of plants multiplied x 100).

Statistical analysis. The data of each bioassay were
subjected to an analysis of variance (ANOVA)
and the means were compared using Tukey’s test
(p=<0.05) and the Statistix 10.0 statistical software.

RESULTS

Activity on sclerotia degradation. Using the
sclerotia that were recovered and sown in culture
medium, colonies of the antagonists were obtained.
In the Trichoderma strains, growth was observed
from 100% of the sclerotia, while in the bacteria,
growth was observed from 95% of the sclerotia. No
S. cepivorum growth was observed in any of them
(Figure 1A). Regarding the sclerotia of the control,
they did not show infection when germinated in
PDA, and S. cepivorum colonies were obtained. On
the other hand, observation of the sclerotia of each
treatment under a stereoscope showed that all the
antagonists caused partial degradation of sclerotia,
because of the loss of their structural stability
(Figure 1B) which prevented the pathogen from
growing from those structures.
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observo crecimiento a partir del 100% de los escle-
rocios, en tanto que para las bacterias el crecimien-
to se observo a partir del 95% de los esclerocios, en
todos los casos no se evidencio crecimiento de S.
cepivorum (Figura 1A). En cuanto a los esclerocios
del control, no presentaron infecciéon germinando
en el PDA, obteniendo colonias de S. cepivorum
a partir de ellos. Por otra parte, la observacion de
los esclerocios de cada tratamiento al estereosco-
pio mostré que todos los antagonistas causaron la
degradacion parcial de los esclerocios, de acuerdo
con la pérdida de su estabilidad estructural (Figura
1B) impidiendo el crecimiento del patdégeno a par-
tir de dichas estructuras.

Efecto de aceites esenciales sobre el crecimien-
to de S. cepivorum in vitro. En el agar PDA
suplementado con los aceites de clavo, limén en
las tres concentraciones y tomillo (200 y 400 ppm)
se obtuvo una inhibiciéon del crecimiento entre el 2

Tricotec

Control

Effect of essential oils on S. cepivorum in vitro
growth. In PDA agar supplemented with essential
clove and lemon at the three concentrations, and
thyme oils (200 and 400 ppm), growth inhibition
was 2-12%, with no

compared to the control. Conversely, in PDA

significant differences

agar supplemented with essential eucalyptus and
oregano oils (200 and 250 ppm) and Tebuconazole,
growth inhibition was higher than 92%; with
essential cinnamon, oregano (150 ppm) and thyme
oils (800 ppm), growth inhibition was 50-86%
(Figure 2).

Control of S. cepivorum under controlled
conditions. The evaluated treatments showed they
could control the pathogen, except for essential oils,
particularly eucalyptus oil, which had a negative
effect on bulbils (data not shown), apparently due
to a phytotoxic effect that caused necrosis on the
tissue and affected germination. When oregano oil

Figura 1. A. Crecimiento de los antagonistas a partir de los esclerocios inoculados. B. Degradacion de los esclerocios por los
antagonistas. Control (tratamiento sin aplicacion de antagonistas), Tricotec (biofungicida a base de T. koningiopsis
cepa Th003), Th034 (7. asperellum cepa Th034), Bs006 (B. amyloliquefaciens cepa Bs006), Pf014 (P. fluorescens

cepa Pf014).

Figure 1. A. Antagonist growth from inoculated sclerotia. B. Sclerotia degradation caused by the antagonists. Control
(treatment with no application of antagonists), Tricotec (biofungicide based on 7. koningiopsis Th003 strain),
Th034 (7. asperellum Th034 strain), Bs006 (B. amyloliquefaciens Bs006 strain), Pf014 (P. fluorescens Pf014 strain).
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y 12%, sin presentar diferencias significativas con
respecto al control; en contraste, con eucalipto, oré-
gano (200 y 250 ppm) y Tebuconazol, la inhibicion
superd el 92%, con los aceites de canela, orégano
(150 ppm) y tomillo (800 ppm) se inhibi6 el creci-
miento entre un 50 y 86% (Figura 2).

was applied, the performance was similar to the
pathogen’s treatment, and even caused significant
statistical differences (Figure 3).

The lowest level of disease incidence (21%)
was obtained with 7. asperellum Th034, as well
as the greatest amount of healthy or asymptomatic
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Limén 600 [IF1Y
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Limén 200 A
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Figura 2. Inhibicién del crecimiento de S. cepivorum en medio suplementado con aceites esenciales después de 12 dias de
incubacién a 18 °C. Valores con las mismas letras no presentan diferencias significativas para la prueba de Tukey

(*=P>0.05).

Figure 2. Inhibition of S. cepivorum growth in a culture medium supplemented with essential oils after 12 days of incuba-
tion at 18 °C. Values with the same letters do not have significant differences according to Tukey’s test (*=P>0.05).
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Control de S. cepivorum en condiciones con-
troladas. Los tratamientos evaluados, mostraron
actividad de control del patégeno a excepcion de
los aceites esenciales, particularmente el aceite de
eucalipto, en el cual se mostré un efecto negativo
sobre los bulbillos (Datos no mostrados), al parecer
por un efecto fitotdxico que provocod necrosis del
tejido afectando su germinacion. Con las aplicacio-
nes del aceite de orégano se obtuvo un comporta-
miento similar al observado en el tratamiento pato-
geno, incluso presentando diferencias estadisticas
significativas (Figura 3).

plants (79%) (Figure 3), while when bacteria were
applied, the performance was similar to that of
the tebuconazole application, with no significant
differences between them, though in numerical
terms the disease incidence was lower and the
percentage of healthy plants increased with the
bacteria (Figure 3). On the other hand, the treatment
with 7. koningiopsis Th003 (Tricotec®) was the
least effective for reducing the disease incidence
and mortality (Figure 3). The plants of the control
that were not inoculated did not show signs or
symptoms of white rot.

100
® Incidencia = Mortalidad Sanas
80
a
:\j 6 ab ab
2 ab
g
= ab
v
g DC]
(=]
&~ 40 be
DC
20
cd
d
0
Patégeno Tricotec Th034 Bs006 Pf014 Ac. Oregano Tebuconazol
Tratamientos

Figura 3. Incidencia, mortalidad y de plantas sanas de ajo por tratamiento después de 90 dias de evaluacion. Columnas con
la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey (¥= P>0.05).

Figure 3. Incidence, mortality and healthy garlic plants per treatment after being evaluated for 90 days. Columns with the
same letter are not significantly different according to Tukey’s test (*= P>0.05).
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La menor incidencia de la enfermedad con un
21% se obtuvo con las aplicaciones de 7. aspe-
rellum Th034, asi como la mayor cantidad de
plantas sanas o asintomaticas con un 79%, (Figura
3); mientras que, con las aplicaciones de las bac-
terias se obtuvo un comportamiento similar a las
aplicaciones de Tebuconazol, sin presentar diferen-
cias significativas entre si, aunque numéricamen-
te la incidencia de la enfermedad fue menor y el
porcentaje de plantas sanas mayor en las bacterias
(Figura 3). Por otra parte, el tratamiento con 7. ko-
ningiopsis Th003 (Tricotec®) fue el menos eficiente
en la reduccién de la incidencia y mortalidad de
la enfermedad (Figura 3). Las plantas del control
sin inocular no presentaron signos o sintomas de la
pudricién blanca.

DISCUSION

La degradacion de los esclerocios es una carac-
teristica por considerar al momento de seleccionar
un microorganismo antagonista ya que dichas
estructuras pueden persistir durante décadas en los
suelos limitando la produccidon y rendimiento de
los cultivos de aliaceas (Metcalf et al., 2004; Ve-
lasquez et al., 2012; Pérez et al., 2015). Esta accion
esta relacionada principalmente con la capacidad
del antagonista para producir metabolitos secun-
darios toxicos y enzimas extracelulares, las cuales
le posibilitaran acceder a los esclerocios como una
fuente de nutrientes; en especies del género Tricho-
derma esta accidn se relaciona con el micoparasi-
tismo, involucrando la produccién y secrecion de
enzimas como la B 1-3 glucanasa, § 1-6 glucanasa,
N-acetylhexosaminidasa, polisacaridasas, protea-
sas y lipasas, las cuales intervienen en la degra-
dacion de la pared celular y su produccion se ha
reportado en cepas de 7. asperellum y T. koningiop-
sis (Vinale et al., 2008; Schuster y Schmoll, 2010;
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DISCUSSION
Sclerotia degradation is a characteristic
considered when selecting an antagonistic

microorganism, since sclerotia can survive in
the soil for decades, thereby limiting Alliaceae
production and crop yields (Metcalf et al., 2004;
Velasquez et al., 2012; Pérez et al., 2015). This
action is related mainly to the antagonist’s ability
to produce toxic secondary metabolites and
extracellular enzymes, which will make it possible
foritto access to sclerotia as a source of nutrients. In
species of Trichoderma genus, this action is related
to microparasitism, involving production and
secretion of enzymes, including B 1-3 glucanase,
B 1-6
polysaccharides, proteases and lipases, which
are involved in cell wall degradation and their
production has been reported in 7. asperellum and
T. koningiopsis strains (Vinale et al., 2008; Schuster
and Schmoll, 2010; Mukherjee et al., 2012; Pérez
etal., 2015; Fuga et al., 2016).

Similarly, B. and P.
Sfluorescens are known to produce [ glucanases
and chitinases, and B.
produces  lipopeptides,
fengicines or fatty acids and phenols, for example,
chloroxylenol, pentadecanoic acid, hexadecanoic
acid, heptadecanoic acid, octadecanoic acid and
pyrrole, with antifungal action against pathogens

glucanase, N-acetylhexosaminidase,

amyloliquefaciens

amyloliquefaciens

including iturines,

such as Sclerotinia sclerotiorum or F. oxysporum.
The species P. fluorescens is known to produce
hydrocyanic acid, pyrrolnitrin and siderophores
responsible for antifungal activity on Sclerotium
rolfsii, among others (Ganeshan and Arthikala,
2005; Shafi et al., 2017; Vinodkumar et al., 2017,
Ley et al., 2018).

In this regard, white rot control in this study
could be related to the parasitism of sclerotia in
the soil eventually mediated by the production of
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Mukherjee et al., 2012; Pérez et al., 2015; Fuga et
al., 2016).

Igualmente, para B. amyloliquefaciens y P. fluo-
rescens se conoce que producen B glucanasas y
quitinasas; adicionalmente se sabe que B. amylo-
liquefaciens produce lipopéptidos como iturrinas
y fengicinas o acidos grasos y fenoles como clo-
roxilenol, acido pentadecanoico, acido hexadeca-
noico, acido heptadecanoico, acido octadecanoico
y pirrol, con accion antifungica contra patégenos
como Sclerotinia sclerotiorum o F. oxysporum. En
P. fluorescens se conoce que esta especie produce
acido cianhidrico, pyrrolnitrin y sideroforos res-
ponsables de la actividad antifingica entre otros
sobre Sclerotium rolfsii (Ganeshan y Arthikala,
2005; Shafi et al., 2017; Vinodkumar et al., 2017,
Ley et al., 2018).

En este sentido, es posible que el control de la
pudricién blanca en este trabajo esté relacionada
con el parasitismo de los esclerocios en el suelo
mediada eventualmente por la produccion de meta-
bolitos secundarios, particularmente para 7. konin-
giopsis Th003 y 7" asperellum Th034 se ha demos-
trado su actividad de control sobre patdogenos que
producen esclerocios; por ejemplo, se observo que
el tratamiento previo a la siembra de tubérculos de
papa con presencia de esclerocios de Rhizoctonia
solani con dos formulaciones a base de estos hon-
gos redujo la incidencia del patogeno en un 80%,
en comparacion con los tubérculos no tratados,
cuya incidencia fue del 100% (Beltran et al., 2010).

De mismo modo, en el control de S. sclerotio-
rum 'y Sclerotinia minor mediante el uso de Trico-
tec® se redujo en un 34% la incidencia del moho
blanco en cultivos de lechuga en condiciones co-
merciales (Moreno et al., 2010); para T. asperellum
Th034 Smith et al. (2013) determinaron su capaci-
dad para degradar esclerocios de S. sclerotiorum.
Por otra parte, se ha demostrado que B. amyloli-
quefaciens Bs006 y P. fluorescens Pf014 presentan
actividad de control sobre F. oxysporum en plantas
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secondary metabolites. Particularly, it has been
demonstrated that 7. koningiopsis Th003 and
T. asperellum Th034 have control activity on
pathogens that produce sclerotia. For example, it
was observed that a pre-planting treatment of potato
tubers infected with Rhizoctonia solani sclerotia
with two formulations based on these fungi reduced
the incidence of the pathogen by 80 % compared
to non-treated tubers, whose incidence was 100 %
(Beltran et al., 2010).

Similarly, in the control of S. sclerotiorum and
Sclerotinia minor using Tricotec® the incidence of
white mold was reduced by 34% in commercial
lettuce crops (Moreno et al., 2010). For T.
asperellum Th034, Smith et al. (2013) determined
its ability to degrade S. sclerotiorum sclerotia. On
the other hand, it has been demonstrated that B.
amyloliquefaciens Bs006 and P. fluorescens Pf014
have control activity on F. oxysporum in cape
gooseberry plants and increase their survival in the
field, making it possible to harvest their fruits (Diaz
etal.,2012).

Regarding essential oils, it is necessary to bear in
mind that their effect can be different on mycelium
and sclerotia due to the resistance of these structures.
Different studies have demonstrated the inhibitory
effect that the essential oils have on phytopathogens.
For example, Ranasinghe et al. (2002) described
Colletotrichum musae, Lasiodiplodia theobromae
and Fusarium proliferatum inhibition using clove
oil at concentrations of 300-1100 ppm. Likewise,
Barrera et al. (2009) reported 100 % inhibition of
F. oxysporum f. sp. gladioli using clove, thyme and
cinnamon oils at concentrations of 100, 150, 200,
250 and 300 ppm.

Although S. cepivorum growth was inhibited
under in vitro conditions, no control of the disease
was observed in the bioassay conducted in soil,
particularly when oregano oil was used. This
may be due to the fact that the oil did not have an
effect on the sclerotia and that, when germination
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de uchuva, aumentando en condiciones de campo
la supervivencia de las plantas, permitiendo obte-
ner cosecha a partir de estas (Diaz et al., 2012).

Respecto a los aceites esenciales es necesario
tener en cuenta que el efecto puede ser diferente so-
bre el micelio y en los esclerocios dada la resisten-
cia de estas estructuras. Diferentes estudios han de-
mostrado el efecto inhibitorio sobre el crecimiento
de fitopatogenos de los aceites esenciales utilizados
en la presente investigacion, por ejemplo, Rana-
singhe et al. (2002) describieron la inhibicion de
Colletotrichum musae, Lasiodiplodia theobromae
y Fusarium proliferatum mediante el uso del aceite
de clavo en concentraciones de entre 300 - 1100
ppm; del mismo modo, Barrera et al. (2009) repor-
taron la inhibicién del 100% sobre el crecimiento
de F oxysporum f. sp. gladioli con los aceites de
clavo, tomillo y canela en concentraciones de 100,
150, 200, 250 y 300 ppm.

A pesar de que en condiciones in vitro se ob-
servo la inhibicion del crecimiento de S. cepivo-
rum, en el bioensayo en el suelo no se evidencio el
control de la enfermedad particularmente con las
aplicaciones del aceite de orégano; es posible que
esto se deba a que el aceite no tuvo un efecto sobre
los esclerocios y que, al germinar, posiblemente el
aceite ya se habia degradado en el suelo. En con-
traste, el efecto fitotoxico observado con el aceite
esencial de eucalipto en la concentracion aplicada
lo hace inviable para su uso en el cultivo de ajo, si
bien se conoce que este aceite presenta propiedades
pesticidas de amplio espectro ya que diferentes tra-
bajos han demostrado su actividad como compues-
to antimicrobiano afectando tanto bacterias como
hongos, asi como plaguicida, acaricida o herbicida
(Batish et al., 2008; Haouel et al., 2015; Tomazoni
et al., 2017); en este sentido, es necesario evaluar
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occurred, the oil had possibly already degraded in
the soil. In contrast, the phytotoxic effect observed
with essential eucalyptus oil, at the concentration
applied, makes it non viable for garlic crops,
although it is well know that this oil has wide-
spectrum pesticide properties, since different studies
have demonstrated its activity as an antimicrobial
compound that affects both bacteria and fungi, and
as a pesticide, acaricide and herbicide (Batish et al.,
2008; Haouel et al., 2015; Tomazoni et al., 2017).
In this regard, it is necessary to evaluate other
concentrations or application methods before using
it as an alternative for controlling white rot.

Although the results of this study show that
the antagonists reduce the negative impact of the
disease, before using them in the field, further
studies must be conducted to determine application
methods and frequency, particularly during soil
preparation, in order to reduce the pathogen’s
inoculum, according to the results obtained by
Velasquez et al. (2012), who demonstrated that
the sclerotia can move from deep areas (20 to 40
cm) to the upper layer, and vice versa, during soil
preparation.

CONCLUSIONS

Although essential oregano (200 and 250 ppm)
and eucalyptus oils inhibited S. cepivorum growth
in in vitro experiments, when applied to bulbils
and the soil, oregano oil had a similar performance
to the control pathogen, while eucalyptus oil had
a toxic effect that affected bulbil germination.
the antagonistic microorganisms
reduced the disease incidence and mortality, and 7.
asperellum Th034 being the most effective.

Conversely,
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otras concentraciones o formas de aplicacion para
considerar su uso como alternativa de control de la
pudriciéon blanca.

Si bien los resultados muestran que los antago-
nistas reducen el impacto negativo de la enferme-
dad, para su uso en campo, es necesario realizar
estudios que permitan determinar las formas y fre-
cuencias de aplicacion, particularmente su incorpo-
racion durante la etapa de preparacion del terreno,
con el objetivo de reducir el indculo de patdogeno,
esto de acuerdo con los resultados obtenidos por
Velasquez et al. (2012), quienes demostraron el po-
tencial de movimiento de los esclerocios de zonas
profundas (20 a 40 cm) a la capa superior y vice-
versa, durante la preparacion del suelo.

CONCLUSIONES

A pesar de que los aceites esenciales de orégano
(200 y 250 ppm) y eucalipto inhibieron el creci-
miento de S. cepivorum en ensayos in vitro, al ser
aplicados en los bulbillos y al suelo, el primero
presentd un comportamiento similar al testigo pa-
tégeno mientras que el segundo presentd un efecto
toxico que afectd la germinacion del bulbillo. En
contraste con el uso de los microorganismos anta-
gonistas se redujo la incidencia y mortalidad de la
enfermedad destacando sobre todos a 7. asperellum
Th034 como el mas eficiente.
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Resumen. La semilla es una importante forma
de diseminacién de patdgenos; para determinar
aquellos asociados a semilla comercial de varieda-
des de pasto Banderita: NdeM-La Zarca, NdeM-
303, NdeM-5, NdeM-Zenith, NdeM-La resolana,
se analizaron tres tipos de propagulo: espiguillas
completas (cariopside + bracteas accesorias; M),
cariopside unicamente con lemas (M,) y cariopsi-
des limpios (M,), provenientes de lotes del Valle
del Mezquital, Hidalgo, cosechados en 2017. Para
promover el desarrollo de hongos, se sembraron
espiguillas (M) en cdmara de humedad; mientras
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Abstract. Plant seeds represent a main source
for pathogen dissemination; in order to determine
pathogens associated with propagules of five
varieties of sideoats gramma: NdeM-La Zarca,
NdeM-303, NdeM-5, NdeM-Zenith, NdeM-La
resolana, three different kind of propagules were
analyzed, from seed (spikelets) available from
commercial production fields located at Valle
del Mezquital, Hidalgo: spikelets (caryopsis +
accessory bracts; M), caryopsis + lemma (M,)
and pure caryopsis (M,). Seed was harvested
during 2017. In order to promote the expression of
fungus growth already present on the propagule,
spikelets (M) were sown within a humidity
chamber; while M, and M,, sown on PDA culture
media (five propagules per Petri dish, 60 dishes
per variety); growth material was later sown on
specific media for identification. Isolated results
were identified through growth traits on culture
media, morphology traits and molecular markers.
Alternaria alternata y A. tenuissima was observed
for 67% of the samples, Fusarium scirpi and F.

incarnatum, at 24%, and Bipolaris cynodontis, in
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que M, y M, fueron sembradas en medio PDA (cin-
co propagulos por caja Petri y 60 cajas por varie-
dad); posteriormente, los crecimientos se aislaron
en medios selectivos. Los aislados se identificaron
por caracteristicas del cultivo, morfologicas y mo-
leculares. Se obtuvieron 51 aislamientos en los tres
tipos de propagulo y variedades; los cuales, se aso-
ciaron a Alternaria alternata 'y A. tenuissima (67%
de frecuencia), Fusarium scirpi y F. incarnatum
(24%) y Bipolaris cynodontis (9%). Ninguna de
estas especies ha sido reportada anteriormente en
Meéxico para semilla comercial de B. curtipendula.
Con lo anterior, se abre un panorama de opciones
para futuros estudios de patogenicidad de los hon-
gos aislados y en consecuencia el manejo sanitario
de la semilla producida.

Palabras clave: Banderita, calidad de semilla, sa-
nidad de semilla.

La semilla es el vehiculo (sexual y asexual), por
excelencia, para la propagacién de cultivos; lo an-
terior, como portadoras de caracteristicas genéticas
y morfolégicas destacadas para la produccion agro-
pecuaria; sin embargo, pueden transportar organis-
mos patogenos, lo que afecta la eficiencia produc-
tiva (Arriagada, 2012; Lamichhane et al., 2020). El
efecto negativo de la asociacion patégeno-semilla
puede limitar la densidad de plantas, materia prima,
alimentos y afectar seriamente tanto la salud huma-
na y animal (Afzal et al., 2019). La inspeccion y
analisis de semilla permite la deteccion oportuna de
los patogenos asociados y con ello, la oportunidad
de tomar medidas de manejo. Entre los patdégenos
asociados a semillas forrajeras, los hongos poseen
mayor importancia; lo anterior, dado que, ademas
de afectar la densidad vegetal al establecimiento,
rendimiento por enfermedades, también provocan
alteraciones en parametros de calidad de la cosecha:
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9%. To date, none of these pathogenic species have
been reported in Mexico for commercial seed of B.
curtipendula. These findings open a wide spectrum
for sanitary management of produced seed for this
plant species.

Key words: sideoats gramma, seed health, seed
quality.

Seed is the major form (sexual and asexual)
of crop dissemination. Seeds carry genetic and
morphological traits that are essential for livestock
and agricultural production. seeds
can also carry pathogenic organisms, which can
affect production efficiency (Arriagada, 2012;
Lamichhane et al., 2020). The negative effect
of the seed-pathogen association can limit plant
density, raw materials, food, and seriously affect
both human and animal health (Afzal er al,
2019). Seed inspection and analysis allow the
timely detection of the causal pathogens thus
providing the opportunity to take management
measures. Among the pathogens associated with
seed of fodder grass species, fungi are the most
important because, in addition to affecting plant
density at establishment and yield due to diseases,
they also alter crop parameters, including stem
lignification, lower digestibility, free amino acid
content in roots and leaves of the affected plants,
mycotoxins that cause livestock diseases, among
other problems (Pirelli et al., 2016). Plant health
along with other variables (viability, germination,
purity and vigor) determine the quality of a seed
lot. Most of the specialized literature indicates

However,

that fungi genera such as Alternaria, Aspergillus,
Botrytis, Cladosporium, Curvularia, Doratomyces,
Fusarium, Helminthosporium, Macrophomina,
Nigrospora, Penicillium, Chaetomium, Pestalotia
and Rhizopus, include species associated with
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lignificacion de tallos, disminucion de digestibili-
dad, contenido de aminoacidos libres en raiz y ho-
jas de plantas afectadas, micotoxinas causantes de
enfermedades en el ganado, entre otros problemas
(Pirelli et al., 2016). La fitosanidad junto con otras
variables (viabilidad, germinacion, pureza y vigor)
determinan la calidad de un lote de semilla. La ma-
yor parte de la literatura especializada indica que
géneros de hongos como: Alternaria, Aspergillus,
Botrytis, Cladosporium, Curvularia, Doratomyces,
Fusarium, Helminthosporium, Macrophomina, Ni-
grospora, Penicillium, Chaetomium, Pestalotia y
Rhizopus, incluyen especies asociadas a la semilla,
en campo y almacén (Lezcano et al., 2007). Los be-
neficios de una semilla con buen control sanitario
contra patdgenos aéreos y del suelo incluyen mejor
emergencia, altura y vigor de planta; ademas, ma-
yor biomasa aérea y radical de esta (Lamichhane et
al., 2020).

En México, cerca del 90% de las semillas fo-
rrajeras son importadas (Quero et al., 2017). La
necesidad de recursos genéticos forrajeros nacio-
nales que garanticen calidad, alta persistencia y
adaptacion a condiciones regionales especificas
(Quero et al., 2007) hace necesarios estudios de
calidad de semilla producida en el pais; lo anterior,
con el fin de otorgarle calidad sanitaria en conjunto
con la calidad genética y comercial y promover la
recuperacion del mercado nacional con semilla de
la mejor calidad. El establecimiento de praderas de
alto riesgo en temporal semiarido implica su mane-
jo con elevada incertidumbre inherente al clima y
donde la calidad biologica y sanitaria de semilla es,
las mas de las veces, el Ginico componente que se
puede manejar con certidumbre (Quero-Carrillo et
al., 2014). Pasto Banderita Bouteloua curtipendula
es una especie nativa de México arido y semiarido,
con buena apetencia para el ganado, alta calidad
nutricional y ampliamente demandado en resiembras
de praderas y pastizales de zonas aridas y semiaridas
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seed, in the field and in the warehouse (Lezcano et
al., 2007). The benefits of seed with good sanitary
control against airborne and soil pathogens include
better emergence, plant height and vigor, as well
as greater aerial and root biomass (Lamichhane ef
al., 2020).

In Mexico, nearly 90% of fodder grass species
seeds is imported (Quero et al., 2017). The need
for national genetic resources for forage species
that guarantee quality, high persistence and
adaptation to specific regional conditions (Quero ef
al., 2007), makes it necessary to conduct studies
on seed produced in Mexico to assure sanitary,
genetic and commercial quality, and to promote
the recovery of the national market with seed of
best quality. The establishment of high-risk prairies
under semiarid rainfed areas implies management
with high uncertainty due to the climate and
where the biological and sanitary quality of seed
is, most of the time, the only component that can
be managed with certainty (Quero-Carrillo et al.,
2014). Sideoats gramma (Bouteloua curtipendula)
is a species native to Mexico’s arid and semiarid
areas showing good palatability for grazing cattle,
has high nutritional quality and is in high demand
for reseeding prairies and pasturelands in arid and
semiarid areas (Morales et al., 2009). Therefore,
the objective of the present study was to identify
pathogenic fungi associated with sideoats gramma
seed that is commercially produced in Valle del
Mezquital, Hidalgo.

MATERIALS AND METHODS
Genetic material. The evaluated varieties
correspond to five apomictic genetic materials
of sideoats gramma registered by Colegio de
Postgraduados in 2017 and 2018, available for
research at the Forages area of the Livestock
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(Morales et al., 2009). Por consiguiente, objetivo
del presente trabajo fue identificar hongos pato-
genos asociados a las semillas del pasto Banderita
producida comercialmente en el Valle del Mezqui-
tal, Hidalgo.

MATERIALES Y METODOS

Material genético. Las muestras evaluadas per-
tenecen a cinco materiales genéticos apomicticos
de pasto Banderita, registrados por el Colegio de
Postgraduados, durante 2017 y 2018, disponibles
para investigacion en el area de Forrajes del Pro-
grama de Ganaderia. Se evaluaron las variedades
noveles, de las cuales, se carece de informacion so-
bre su calidad sanitaria: 1) “NdeM-La Zarca”, 2)
“NdeM-3037, 3) “NdeM-5", 4) “NdeM-Zenith” y
5) “NdeM-La Resolana”. La semilla se cosecho al
centro de praderas exclusivas para produccion co-
mercial de semilla, regadas con aguas del rio Tula,
libres de pastoreo, en areas con, al menos, un aflo
de establecidas y con superficies de una (NdeM-5,
NdeM-Zenith; NdeM-La Resolana) y 10 ha (NdeM-
La Zarca, NdeM-303), localizadas en el Valle del
Mezquital, Hidalgo y cosechada manualmente en
otofio de 2017. Este valle se localiza a 2000 msnm
delimitado por sierras al norte y noreste, que impi-
den el paso de masas de aire himedo provenientes
del Golfo de México. El clima es seco con lluvias
en verano clasificado como tipo BSkwg y BShwg.
Precipitacion anual entre 500 y 600 mm. Tempera-
turas minima de -10 °C en invierno y maxima de
39.5 °C, en verano (CONAGUA, 2018).

Aislamiento y purificacion de hongos. El traba-
jo fue realizado en el Departamento de Fitosani-
dad-Fitopatologia del Colegio de Postgraduados,
Campus Montecillo-Texcoco, Estado de México,
durante el 2018. Las semillas de cada variedad se
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Program. These novel varieties were evaluated
for which information about their sanitary quality
is not available: 1) “NdeM-La Zarca”; 2) “NdeM-
3037; 3) “NdeM-57; 4) “NdeM-Zenith”; and 5)
“NdeM-La Resolana”. The seed was manually
harvested (Autumn, 2017) in the middle of plots
that are used only for commercial seed production
and are irrigated with water from the Tula River,
where no cattle are grazed, in sites that were
established at least one year ago, with surfaces of
one (NdeM-5, NdeM-Zenith; NdeM-La Resolana)
and 10 ha (NdeM-La Zarca, NdeM-303), located in
Valle del Mezquital, Hidalgo. Valle del Mezquital
is located at 2000 masl and surrounded by northern
and northeastern mountain ranges that keep humid
air masses from the Gulf of Mexico from entering
the valley. The weather is dry with summer rains
classified as BSkwg and BShwg type. Annual
rainfall is 500-600 mm. The minimum temperature
is -10 °C in winter and the maximum 39.5 °C in
summer (CONAGUA, 2018).

Fungi isolation and purification. The study was
conducted in the Phytosanitary-Phytopathology
Department of Colegio de Postgraduados,
Montecillo-Texcoco Campus, State of Mexico, in
2018. The seeds of each variety were separated into
three types of samples or propagules: M -spikelets
(accessory bracts + caryopses), M,-caryopsis with
lemmas and clean M -caryopsis (without accessory
bracts). Each type of propagule (M|, M, y M,)
and variety was placed in 60 Petri dishes. The
isolates were obtained: M, not disinfested, using
the blotting paper and freezing method (Warham
et al.,1998). M, and M, were disinfested ina 1.5%
sodium hypochlorite solution for 2 min, rinsed
three times with sterile distilled water, dried with
sterile absorbent paper, and five propagules per
Petri dish were sown in Bioxon® PDA culture
medium (potato-dextrose-agar; Crous ef al., 2009).

201



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLLy BILINGUAL

separaron en tres tipos de muestra o propagulo:
M -espiguillas (bracteas accesorias + cariopsides),
M, -cariopsides con lemas y M,-cariopsides limpios
(sin bracteas accesorias). Se sembraron 60 cajas
Petri de cada tipo de propagulo (M, M, y M) y
variedad. Los aislamientos se obtuvieron: M,, sin
desinfestar por el método de papel secante y conge-
lacién (Warham et al., 1998). Enel casode M, y M,
fueron desinfestados con solucién de hipoclorito de
sodio a 1.5% por dos min, se enjuagaron tres ve-
ces con agua destilada estéril, se secaron con papel
absorbente estéril y se sembraron cinco propagu-
los por caja Petri en medio de cultivo PDA (papa-
dextrosa-agar; Crous et al., 2009) marca Bioxon®.
Las cajas se incubaron a 24 £ 2 °C por ocho dias o
hasta el desarrollo de estructuras. Posteriormente,
se realizaron los sub-cultivos necesarios en medio
de cultivo PDA, con el fin de iniciar el proceso de
purificacion con la técnica de punta de hifa y mo-
nosporicos (Gilchrist et al., 2005). Para calcular
la frecuencia de aislamiento por género y tipo de
muestra se utilizo la siguiente ecuacion: Frecuencia
(%) = (No. de aislados del género identificado / to-
tal de aislados analizados por tipo de muestra) *100
(Mariscal et al., 2017).

Caracterizacion morfoldégica. De los aislamientos
obtenidos, posteriormente se sembraron en medios
selectivos de cultivo, de acuerdo a los posibles gé-
neros obtenidos de las siembras. Los aislamientos
del género Alternaria se sembraron en cajas Pe-
tri con medio de cultivo PDA, V, (Agar-jugo de
verduras®) y PCA (Papa-Zanahoria-Agar); los del
género Fusarium en medio PDA, CLA (Agar-
clavel) y SNA (Spezieller Néhrstoffarmer-Agar);
y finalmente, los del género Bipolaris solo en me-
dio PDA. Las cajas se incubaron a temperatura de
24 + 2 °C con 12 horas luz/oscuridad, durante 14
dias. Para la identificacién morfologica se realizd
con base a color de colonia, forma y tamafio de
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The Petri dishes were incubated at 24 + 2 °C for
8 days or until structures were formed. Later,
the necessary sub-cultivations were performed
in PDA culture medium in order to proceed with
the purification process using the hyphal tip and
monosporic technique (Gilchrist er al., 2005).
The following equation was used to calculate the
isolation frequency per genus and type of sample:
Frequency (%) = (Number of isolates of the
identified genus/total of isolates analyzed by type
of sample) *100 (Mariscal et al., 2017).

Morphological characterization. The obtained
isolates were then sown in selective culture media
according to the possible genera obtained by sowing
the propagules. The Alternaria genus isolates were
sown in petri dishes with PDA culture medium, V,
(Agar-vegetable juice®) and PCA (Potato-Carrot-
Agar); the isolates of the Fusarium genus were
sown in PDA culture medium, CLA (Carnation
Agar) and SNA (Spezieller Néahrstoffarmer-Agar);
and, finally, isolates of the Bipolaris genus were
sown in PDA culture medium only. The Petri
dishes were incubated at 24 + 2 °C temperature
with 12 cycles of light/darkness for 14 days.
Morphological identification was done based on
the color of the colony, and the shape and size of
the conidiophores and conidia. For Fusarium and
Bipolaris, semi-permanent preparations were made
in 50% glycerol. The sample size used for these
measurements consisted of 50 specimens per genus
(Crous et al., 2009) that were documented using a
compound microscope with a Motic Images Plus
2.0 camera (Software Motic 580 ver.5.0.) and a
Carl Zeiss® Imager D2 microscope with a camera
(Axioncam 503 color). Identification was made
based on taxonomic keys (Warham et al., 1998;
Barnett and Hunter, 1972; Gilchrist et al., 2005;
Leslie and Summerell, 2006, Manamgoda et al.,
2014).
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conididforos y conidios; para Fusarium y Bipolaris,
se llevaron a cabo preparaciones semipermanentes
en glicerol al 50%. El tamafio de muestra para las
mediciones fue de 50 ejemplares por cada género
(Crous et al., 2009), documentadas con ayuda de
microscopio compuesto con camara Motic Images
Plus 2.0, (Software Motic 580 ver.5.0.) y microsco-
pio Carl Zeiss® Imager D2 con camara (Axioncam
503 color). La identificacion se realizdo con base
a claves taxonomicas (Warham et al., 1998; Bar-
nett y Hunter, 1972; Gilchrist et al., 2005; Leslie y
Summerell, 2006; Manamgoda et al., 2014).

Identificacion molecular, alineamiento de se-
cuencias y analisis filogenético. Para confirmar
molecularmente las especies de hongos se realizo
la extraccion de ADN gendémico por el método
de Fosfatasa Alcalina (AP) (Sambrook y Russell,
2001) y se corroboro su calidad por medio del Na-
nodrop; posteriormente, se enviaron a Macrogen®
Inc., Korea para la purificacion y amplificacion del
ADN mediante la reaccion en cadena de la polime-
rasa (PCR). Para ello, se amplificé la region ITS
del ADN ribosomal ITS4 con la utilizacién del ini-
ciador: 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3", para
Alternaria spp. y Bipolaris spp., cuyo fragmento
de amplificacion es de 550 bp (White et al., 1990);
mientras que para Fusarium spp., se realizo en el
ADN ribosomal ITS4 con el iniciador EF1-983F
(5'- GCYCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT-3";
Kidd et al., 2019), con un producto de 900 a 1, 200
bp. Ambos iniciadores se consideran universales de
dominio publico. Las secuencias se editaron y ali-
nearon manualmente mediante el Software BioEdit
7.2.5 (Hall, 1999) y se compararon individualmen-
te en la base de datos del Banco de Genes del Na-
tional Center for Biotecnology (NCBI) USA, me-
diante el programa Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) con los parametros preestablecidos.
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Molecular identification, sequence alignment
and phylogenetic analysis. To molecularly
confirm the fungal species, genomic DNA was
extracted using the alkaline phosphatase method
(AP) (Sambrook and Russell, 2001) and its quality
was evaluated using a Nanodrop. Then, samples
were sent to Macrogen® Inc., Korea, for purification
and DNA amplification through polymerase chain
reaction (PCR). To do this, the ITS region of the
ITS4 ribosomal DNA was amplified using the
5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"
for Alternaria spp. and Bipolaris spp., which
amplified a 550 bp fragment (White et al.,
1990). For Fusarium spp., the 1TS4 ribosomal
DNA was used with the primer EF1-983F (5'-
GCYCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT-3";  Kidd
et al., 2019) which amplified a 900-1,200 bp
fragment. Both primers are considered universal

primer

and in the public domain. The sequences were
edited and manually aligned with the BioEdit 7.2.5
software (Hall, 1999), and individually compared
in the Gene Bank of the National Center for
Biotechnology (NCBI), USA, using the Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) program with
the pre-established parameters. The phylogenetic
analysis of the multiple sequences was done using
the Molecular Evolutionary Genetics Analysis
(MEGA 7) software and the reference sequences
reported by Woudenberg et al. (2013) for the
genus Alternaria; by O'Donnell et al. (2009) for
Fusarium, and by Manamgoda et al. 2014 for
Bipolaris. All the sequences were aligned with the
CLUSTAL-W algorithm and analyzed using the
Neighbor-joining method (NJ) (Saitou and Nei,
1987). One thousand (1000) replications of support
values (Bootstrap) were used to obtain a consensus
tree with 70% majority rule (Tamura et al., 2004).
The Phakopsora vitis basidiomycete was used as a
root node, external to the group.
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Para el analisis filogenético de las secuencias mul-
tiples se utilizo el software Molecular Evolutio-
nary Genetics Analysis (MEGA 7) y las secuencias
de referencia reportadas por Woudenberg ef al.
(2013), para el género Alternaria; de O Donnell
et al. (2009), para Fusarium y para Bipolaris, de
Manamgoda et al. (2014). Todas las secuencias
fueron alineadas con el algoritmo CLUSTAL-W y
se analizaron con el método Neighbor-joining (NJ)
(Saitou y Nei, 1987). Se utilizaron 1000 réplicas
de valores soporte (Bootstrap) para obtener un ar-
bol consenso con una regla de mayoria del 70%
(Tamura et al., 2004). Se utilizé al basidiomiceto
Phakopsora vitis como nodo raiz, externo al grupo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Entre las 900 siembras que se realizaron para
cada variedad (300 por tipo de propagulo), los gé-
neros Alternaria, Bipolaris y Fusarium, fueron los
principales hongos aislados en propagulos de pasto
Banderita, con incidencia variable, dependiendo
del tipo de propagulo y variedad. El género A/fer-
naria con 67% fue el que se identific6 con mayor
frecuencia entre las cinco variedades y los tres ti-
pos de propagulo; lo anterior, con excepcion de M,
(cariopside limpio) de la variedad NdeM-5, donde
no se aislo este género como resultado de la protec-
cion fisica que las bracteas accesorias proporcio-
nan en esta especie, retrasando o evitando la entra-
da del patdégeno. En alguna parte del desarrollo de
semilla, las bracteas (glumas, lema y palea) son su-
ficientemente solidas o impermeables para evitar la
llegada del patogeno al caridpside. Este hongo po-
see amplia distribucion y presencia en el ambiente
y puede infestar, desde el suelo, a semillas antes y
después de la cosecha (Pavon et al., 2012); similar-
mente, por contacto con bracteas contaminadas y/o
mal manejo de cosecha de semilla; lo anterior, es
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RESULTS AND DISCUSSION

Among the 900 sowings of each variety (300
per type of propagule), the genera Alfernaria,
Bipolaris and Fusarium were the main fungi
isolated from sideoats gramma propagules with
variable incidence, depending on the type of
propagule and variety. The Alternaria genus was
identified with the greatest frequency (67%) among
the five varieties and the three types of propagule,
except for M, (clean caryopse) of the NdeM-5
variety, from which this genus was not isolated
because of the physical protection provided by
the accessory bracts of this species, which delay
or prevent pathogen penetration. At some stage of
seed development, the bracts (glumes, lemma and
palea) are solid and impermeable enough to keep the
pathogen from reaching the caryopse. This fungus
is widely distributed and present in the environment
and can, from the soil, infest the seeds before and
after harvest (Pavon et al., 2012). The seed can also
be infested by coming in contact with contaminated
bracts and/or because of poor seed management.
This is important for seedling survival after sowing
and not necessarily for fodder quality in perennial
species such as sideoats gramma.

The Fusarium genus had 24% incidence and was
found in the five varieties, with variable frequency
among them; the fungus was isolated most
frequently from M, and M,, which indicates that the
benefit to the caryopse improves the propagule’s
health. The presence of Fusarium can be caused
by its biological cycles, since, in areas with low
environmental moisture, for example, the arid
regions where sideoats gramma grows naturally,
the infection is almost exclusively produced by the
inoculum present in the soil, which invades and
penetrates the stems and root base; for this reason,
the chemical or biological protective agents added
to the seed avoid seedling infestation, either from
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importante para la sobrevivencia de plantulas post-
siembra y no necesariamente para la calidad de fo-
rraje en especies perennes como pasto Banderita.

El género Fusarium presentd una incidencia
de 24% (ntimero) y, estuvo presente en las cinco
variedades con frecuencia variable entre varieda-
des, siendo en M, y M, donde se aisl6 con mayor
frecuencia; lo cual, es indicativo de que el benefi-
cio al cariépside mejora la sanidad del propagulo.
La presencia de Fusarium puede deberse a su ci-
clo bioldgico ya que, en zonas con baja humedad
ambiental, como son las regiones aridas donde se
desarrolla naturalmente pasto Banderita, la infec-
cion la causa casi de manera exclusiva el indculo
presente en suelo, invadiendo y penetrando la base
de tallos y raices, por lo que los agentes protecto-
res quimicos o bioldgicos adicionados a la semilla
evitan la infestacion de plantulas, ya sea desde las
bracteas accesorias o desde el suelo (Cook, 2010),
llegando infectar a toda la planta. Finalmente, el
género Bipolaris, con 9% de incidencia, fue el de
menor nimero de aislados en las cinco variedades,
siendo en M, de NdeM-La Zarca donde se presento
en mayor frecuencia (Figura 1). Los géneros A/-
ternaria, Bipolaris y Fusarium estan asociados a
enfermedades de hoja, tallo y raiz en gramineas,
asi como con la produccién de micotoxinas con
efectos negativos en la salud animal (Sainz et al.,
2012). Enfermedades como “Damping-off” y punta
negra del grano, pueden ser causadas por el com-
plejo Alternaria spp., Fusarium spp. y Bipolaris
spp. (Rodriguez et al., 2009).

Identificaciéon morfolégica. Aunque no se ob-
servaron sintomas en la semilla, la presencia de
hongos que afecten el desarrollo de plantulas, es
importante a la siembra, ya que definird la capa-
cidad competitiva de estas ante un ambiente na-
turalmente desafiante, asi como su densidad en la
pradera. Se obtuvieron 51 aislamientos de los tres
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the accessory bracts or from the soil (Cook, 2010)
and infect the whole plant. Finally, the Bipolaris
genus, with 9% incidence, had the lowest number
of isolates in the five varieties, of which NdeM-La
Zarca in M, had the greatest frequency (Figure 1).
The Alternaria, Bipolaris and Fusarium genera are
associated with leaf, stem and root diseases in grain
crops, as well as the production of mycotoxins that
negatively affect animal health (Sainz ef al., 2012).
Diseases like Damping-off and grain black point
can be caused by Alternaria spp., Fusarium spp.
and Bipolaris spp. (Rodriguez et al., 2009).

Morphological identification. Although no
symptoms were observed on the seed, the presence
of fungi that affect seedling development is
important during sowing, since it will define the
seedlings’ competitive capacity in a naturally
challenging environment as well as their density
in the prairie. Fifty-one (51) isolates of the three
types of sample (M,, M,, M,) were obtained and
five morphospecies were identified: Alternaria F
and Alternaria-cl, Bipolaris-os, Fusarium 1 and
Fusarium 2. Based on the taxonomic keys for
each genus, the following species were identified:
Alternaria-cl: colony gray in color in PCA culture
medium, with rough-dotted ornamentation,
obclavate, wall-like conidia, transversal septation
of 1-6 and longitudinal septation with 0-3 septa,
conidia size 15-34 x 6.3-13.5 pum, and primary
conidiophores 12-46 x 3.8-5.4 um in size. The
catenulation can have 5-15 conidia, has secondary
ramification, characteristics which, according to
Simmons’ keys (1995), correspond to 4. tenuissima
(Figure 2A-2C). Alternaria F: colony gray-olive
in color in PCA culture medium, obclavate, wall-
like conidia with rough-dotted ornamentation,
transversal septation of 1-6 and longitudinal
septation of 0-3, conidia size 10.5-42 x 6.4-
12.7 pm, and primary conidiophores 34.1- 44.8
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Figura 1. Frecuencia de los géneros Alternaria, Bipolaris y Fusarium aislados de cinco variedades comerciales del pasto Ban-
derita (Bouteloua curtipendula) a partir de espiguillas, cariopsides con lemas y cariopsides limpios. M1: espiguilla
completa; M2: cariépside con lema; M3: cariépside limpio.

Figure 1. Frequency of Alternaria, Bipolaris and Fusarium genera isolates of five commercial varieties of sideoats gramma

(Bouteloua curtipendula) from spikelets, caryopses with lemmas and clean caryopses. M1: full spikelet; M2: cary-

opses with lemma; M3: clean caryopse.

tipos de muestra (M, M,, M,); entre los cuales,
se identificaron cinco morfoespecies: Alternaria
F y Alternaria-cl, Bipolaris-os, Fusarium 1y Fu-
sarium 2. De acuerdo con las claves taxondmicas
para cada género, se identificaron las siguientes
especies: Alternaria-cl: colonia de coloracion gris
en medio de cultivo PCA, conidios con ornamen-
tacion rugosa-punteada, obclavados, muriformes,
septacion transversal de 1-6 y longitudinal de 0-3
septas, tamafio de conidios de 15-34 x 6.3-13.5 pm,
conidi6foros primarios de 12-46 x 3.8-5.4 um. La
catenulacion puede poseer de 5-15 conidios, pre-
senta ramificacion secundaria, correspondiendo
estas caracteristicas a A. tenuissima de acuerdo a
las claves de Simmons (1995) (Figura 2A-2C). Al-
ternaria F: colonia grisaceo-olivo en medio PCA,
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x 3.1- 4.6 pm in size. The catenulation can have
5-10 conidia, abundant secondary ramification,
which are characteristics that correspond to 4.
alternata (Simmons, 1995) (Figure 2D-2F). In
this species, spores survive on the seed or in the
mycelium inside the seed, and high humidity and
temperatures of 20-25 °C favor their development.
The A. alternata fungus has been isolated from
wheat seeds (Bautista ef al., 2011), and Leucaena
(Lezcano et al., 2010); it causes leaf blight on oats
(Garcia et al., 2013), rot in fruit trees (Mariscal et
al., 2017; Ruiz et al, 2017) and vegetables (Fraire
et al.,2010). The effect of many fungi on perennial
grasses can be pathogenic (Kononenko et al., 2015;
Masi et al., 2017) and/or reinforce their resistance
to diverse environmental pressures (Ali et al.,
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Figura 2. Caracteristicas culturales y morfolégicas de hongos asociados a semilla de pasto Banderita procedente del Valle
del Mezquital, Hidalgo. Morfologia de los hongos. A-C) Alternaria tenuissima, A) Colonia en PCA, B) Conidios,
C) Cadena de conidios. D-F) Alternaria alternata, D) Colonia en PCA, E) Conidios, F) Cadena de conidios. G-I)
Bipolaris cyndontis, G) Colonia en PDA, H) Conidios, I) Conidiéforo.

Figure 2. Figure 2. Cultural and morphological characteristics of fungi associated with seed of sideoats gramma from Valle
del Mezquital, Hidalgo. Fungi morphology. A-C) Alternaria tenuissima, A) Colony on PCA, B) Conidia, C) Conidia
chain. D-F) Alternaria tenuissima, A) Colony on PCA, B) Conidia, F) Conidia chain. G-1) Bipolaris cyndontis, G)

Colony on PDA, H) Conidia, I) Conidiophore.

conidios obclavados, muriformes con ornamenta-
cion rugosa-punteada, septacion transversal de 1-6
y longitudinal de 0-3, tamafio variable de conidios
de 10.5-42 x 6.4-12.7 pm, conidioéforos primarios
de 34.1- 44.8 x 3.1- 4.6 um. La catenulacion pue-
de poseer de 5-10 conidios, presenta abundante
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2017). Alternaria tenuissinna is present in wheat
crops (Perello et al., 2015). These species produce
mycotoxins that can be present in products such as
flour, concentrates and processed foods, and can
seriously affect human and animal health (Pavén
etal., 2012).
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ramificacion secundaria, correspondiendo estas ca-
racteristicas a A. alternata (Simmons, 1995) (Figu-
ra 2D-2F); en esta especie, las esporas sobreviven
sobre la semilla o el micelio dentro de esta, la alta
humedad y temperaturas de 20-25 °C favorecen su
desarrollo. El hongo A. alternata ha sido aislada de
semillas de trigo (Bautista et al., 2011) y Leucaena
(Lezcano et al., 2010), en avena causa tizéon foliar
(Garcia et al., 2013), pudriciones en frutales (Ma-
riscal et al., 2017; Ruiz et al, 2017) y hortalizas
(Fraire et al., 2010). El efecto de muchos hongos en
pastos perennes puede ser patogénico (Kononenko
et al.,2015; Masi et al., 2017) y/o potencializar su
resistencia a diversidad de presiones ambientales
(Ali et al., 2017); por su parte, A. tenuissinna esta
presente en cultivos de trigo (Perello et al., 2015).
Estas especies producen micotoxinas que pueden
estar presentes en productos como harinas, concen-
trados y alimentos procesados, afectando seriamen-
te la salud humana y animal (Pavon et al., 2012).
Para el género Fusarium 1: la colonia presen-
t6 una coloracion beige con micelio blanco que se
tornd marrdn al envejecer en medio de cultivo PDA
y con formacion de masas de esporas. Los espo-
rodoquios se observaron de color salmoén-naranja
con macroconidios delgados y curva dorsiventral
de 26-38.5 x 3-4.9 um, con 5-6 septos, célula apical
ahusada, célula basal en forma de pie. Microconi-
dios elipsoidales de 8.9-17.5 x 2.5-4.2 um, con 0-3
septos y polifialides cortas, caracteristicas corres-
pondientes a F. scirpi, (Leslie y Summerell, 2006)
(Figura 3A-3C). Esta especie es comun en regiones
templadas, aridas y semiaridas (Summerell, 2019),
pastizales y tierras de cultivo. Se considera pato-
geno secundario, pero puede causar pudriciones en
raiz de leguminosas. Fusarium 2: presento colora-
cion naranja palido a salmoén, en medio de cultivo
PDA, abundante micelio algodonoso; macroconi-
dios semirectos y ligeramente curvados de 27-36
x 3-4.5 pm con 3-5 septos, célula basal en forma
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For the Fusarium 1 genus: the colony was beige
in color with white mycelium that became brown
as it grew older in PDA culture medium and spore
masses were formed. The sporodochia observed
were salmon-orange in color with thin macronidia
showing a dorsiventral curve of 26-38.5 x 3-4.9 um
with 5-6 septa, needle-like apical cell, and foot-
like basal cell. Ellipsoid microconidia measured
8.9-17.5 x 2.5-4.2 pm with 0-3 septa and short
polyphialides, characteristics that correspond to F
scirpi (Leslie and Summerell, 2006) (Figure 3A-
3C). This species is common in temperate, arid y
semiarid regions (Summerell, 2019), grasslands
and farmlands. It is considered a secondary
pathogen but can cause legume root rot. Fusarium
2: the colony was pale orange-salmon in color
in PDA culture medium, with abundant cottony
mycelium,
macronidia of 27-36 x 3-4.5 um with 3-5 septa,
foot-like basal cell, sharp and curved apical cell,
with abundant mesoconidia with 1-3 septa. These
characteristics match those of F. incarnatun (Leslie
and Summerell, 2006) (Figure 3D-3F). This fungus
is present in the soil and in a wide range of tropical-

semi-straight and slightly curved

desert environments considered of minor economic
importance and is associated with pearl millet seed
(Pennisetun americanum) (Wilson, 2002), soybean
(Chiotta et al., 2015) and sorghum. Similarly,
the presence of mycotoxins is often recognized
in fodder with high moisture content and poor
management: hay, silo and hay-silo. The presence
of a great number of fungal metabolites (over 100,
including mycotoxins, antibiotics and others whose
action is not known) has been reported in cultivated
fodder (Ramirez et al., 2014) and grassland species.
However, many of their effects on grazing cattle are
unknown (Nichea et al., 2015). Species belonging
to the F. incarnatum-equiseti complex have been
associated with diseases of grasses and mycotoxin
production (Salvat et al., 2013).
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Figura 3. Caracteristicas culturales y morfolégicas de hongos asociados a semilla de pasto Banderita procedente del Valle
del Mezquital, Hidalgo. A-C) Fusarium scirpi, A) Colonia en PDA, B) Macroconidios, C) Esporodoquio. D-F)
Fusarium incarnatum, D) Colonia en PDA, E) Micro y Mesoconidios, F) Fialides.

Figure 3. Cultural and morphological characteristics of fungi associated with seed of sideoats gramma from Valle del
Mezquital, Hidalgo. A-C) Fusarium scirpi, A) Colony on PDA, B) Macroconidia, C) Sporodochium. D-F) Fusarium
incarnatum, D) Colony on PDA, E) Micro- and mesoconidia, F) Phialides.

de pie, célula apical afilada y curva; similarmente,
presenta abundantes mesoconidios, con 1-3 septos.
Estas caracteristicas coinciden con F. incarnatun
(Leslie y Summerell, 2006) (Figura 3D-3F). Este
hongo esté presente en suelo y amplia gama de am-
bientes tropical-desérticos considerados de baja im-
portancia econémica y asociado a semilla de mijo
perla (Pennisetun americanum) (Wilson, 2002),
soya (Chiotta et al., 2015) y sorgo; similarmente, es
ampliamente reconocida la presencia de micotoxi-
nas en forrajes que se usan con alto contenido de
humedad mal manejados: henos, silo y heno-silo.
La presencia de gran cantidad de metabolitos fun-
gicos (mas de cien; entre micotoxinas, antibidticos
y otros de accion desconocida) han sido reportadas
en especies forrajeras cultivadas (Ramirez et al.,
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Finally, the Bipolaris B-os genus: in PDA culture
medium it produced colonies olive-brown in color
with aerial mycelium, individual conidiophores
with no ramification, that measured 43-160 x
4-6 um, were septate and geniculated in the upper
part, brown in color; and 21.5-49 x 10.5-15.8 um
conidia, smooth or slightly curved, cylindrical,
brown in color with 2-6 septa, characteristics that
correspond to B. cynodontis (Manamgoda et al.,
2014) (Figure 2G-2I). This fungus was reported
for the first time on Cynodon dactylon in 1909.
It is considered a secondary saprophyte pathogen
and can invade a wide range of hosts within the
grasses (Poaceae). It is considered of low economic
importance and has been reported as a pathogen in
various grass species (Gonzalez et al., 2006). For

209



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLLy BILINGUAL

2014) y del pastizal; sin embargo, se desconocen
muchos de sus efectos sobre el ganado en pasto-
reo (Nichea et al., 2015). Especies pertenecientes
al complejo F. incarnatum-equiseti se han asociado
a enfermedades en gramineas y produccion de mi-
cotoxinas (Salvat et al., 2013).

Finalmente, el género Bipolaris B-os: presentd
en medio de cultivo PDA, colonias de coloracion
olivo-oscura con micelio aéreo, conidioforos in-
dividuales sin ramificacion de 43-160 x 4-6 pm,
septado y geniculado en la parte superior, de color
marro6n; conidios de 21.5-49 x 10.5-15.8 um lisos o
ligeramente curvados, cilindricos, de color marron,
con 2-6 septos, caracteristicas que corresponden
a B. cynodontis Manamgoda et al. (2014) (Figura
2G-2I). Este hongo fue reportado por primera vez
en Cynodon dactylon en 1909 y se considera como
patogeno saprofito secundario y puede invadir am-
plia gama de hospedantes dentro de las gramineas
(Poaceae). Es considerado de baja importancia eco-
némica, reportado como patdégeno en varias espe-
cies de pastos (Gonzalez et al., 2006). Por ejemplo,
en Chloris gayana y C. dactylon induce manchas
foliares (Hagan, 2005; Rodriguez, 2011).

Identificacion y filogenia molecular. Basados en
la identificacion morfoldgica se enviaron por tripli-
cado muestras de ADN de los géneros a Macrogen®
Inc., Korea. Las secuencias de ADN obtenidas de
los aislamientos tuvieron porcentaje de cobertura e
identidad > 99% para distintas especies de cada gé-
nero de Alternaria, Bipolaris y Fusarium; lo cual,
confirmo la identificacion previa de los géneros ba-
sada en caracteres morfologicos. Para determinar la
identidad de cada aislamiento, se realizo filogenia
molecular (Figura 4). Las secuencias correspon-
dientes al género Alternaria, se agruparon en
el clado que comprende a diez especies que
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example, it induces foliar spots in Chloris gayana
and C. dactylon (Hagan, 2005; Rodriguez, 2011).

Identification and molecular phylogeny. Based
on the morphological identification, three DNA
samples of the genera were sent to Macrogen®
Inc., Korea. The DNA sequences obtained from the
isolates were covered and identified by >99% as
being different species of each genus of Alternaria,
Bipolaris and Fusarium, which confirmed the
previous identification of the genera based on
morphological traits. Molecular phylogeny was
used to determine the identity of each isolate
(Figure 4). The sequences corresponding to the
Alternaria genus were grouped in the clade that
includes 10 species that form the 4. alternata
complex (Woudenberg et al., 2013). There is
little molecular variation, and to determine the
specific morphotypes, three or more genes must be
sequenced (Woudenberg et al., 2015). However,
based on their morphology (Simmons, 1995), it was
corroborated that Alternaria F was A. alternata,
and Alternaria-cl was A. tenuissima. Bipolaris-os
sequencing was aligned with the clade that includes
B. coffeana and B. cynodontis (Manamgoda ef al.,
2014), both of which are phylogenetically related.
Based on the morphology and the description
of Manamgoda et al. (2014), it corresponds to
B. cynodontis. The Fusarium sequences were
aligned with the incarnatum-equiseti complex that
includes four species: F. incarnatum, F. equiseti,
F. lacertarum and F. scirpi. The tDNA and EF1
ITS region did not show enough polymorphism to
separate the four phylogenetically related species,
which is in agreement with the results reported
by O’Donnell et al. (2009). According to the
morphology, F1 was identified as F. scirpi and F2
as F incarnatum.
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Figura 4. Analisis filogenético de los aislados de los géneros de Alternaria, Bipolaris y Fusarium asociados a la semilla de

pasto Banderita del Valle del Mezquital, Hidalgo.

Figure 4. Phylogenetic analysis of isolates of Alternaria, Bipolaris and Fusarium genera associated with sideoats gramma

from Valle del Mezquital, Hidalgo.

conforman el complejo A. alternata (Woudenberg
et al., 2013). Existe escasa variaciéon molecular y
para determinar los morfotipos especificos, es ne-
cesario secuenciar tres o mas genes (Woudenberg
et al., 2015). Sin embargo, por la morfologia pre-
sentada (Simmons, 1995), se corrobord que Al-
ternaria F fue A. alternata y Alternaria-cl fue A.
tenuissima. La secuenciacion de Bipolaris-os se
alined con el clado que comprende a B. coffeana
y B. cynodontis (Manamgoda et al., 2014), ambas
especies relacionadas filogenéticamente. Acorde a
la morfologia observada y lo descrito por (Mana-
mgoda et al., 2014) corresponde a B. cynodontis.
Las secuencias de Fusarium, se alinearon dentro
del complejo incarnatum-equiseti, que incluye a
cuatro especies: F. incarnatum, F. equiseti, F. lacer-
tarum y F. scirpi. La region ITS del rADN y EF1
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CONCLUSIONS

The evaluated seeds had low phytosanitary
quality because of the incidence of Alfernaria spp.
(67%), Fusarium spp. (24%) and Bipolaris spp.
(9%) in the five varieties and the three types of
propagule. The species A. alternata, A. tenuissinna,
F. incarnatum, F. scirpi and B. cynodontis were
identified through morphological and molecular
characterization and phylogeny as the main fungi
associated with commercial seed of sideoats
gramma (Bouteloua curtipendula) from Valle
del Mezquital, Hidalgo. In Mexico, there are no
previous studies about the presence of fungi in
seed of native sideoats gramma, which is of great
importance to recover grasslands. Based on this
information, conducting further studies to determine
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no presentd suficiente polimorfismo para separar
entre estas cuatro especies filogenéticamente rela-
cionadas; lo cual, concuerda con lo reportado por
O’Donnell et al. (2009). De acuerdo con la morfo-
logia presentada se identifico a F1 como F. scirpi y
F2 como F. incarnatum.

CONCLUSIONES

Las semillas evaluadas presentaron baja cali-
dad fitosanitaria, ya que se encontraron a Alterna-
ria spp. (67%), Fusarium spp. (24%) y Bipolaris
spp. con 9% de incidencia en las cinco variedades
y los tres tipos de propagulo. Las especies 4. al-
ternata, A. tenuissinna, F. incarnatum, F. scirpi y
B. cynodontis fueron identificadas por caracteriza-
cion morfologica, molecular y filogenia, como los
principales hongos asociados en semilla comercial
del pasto Banderita (Bouteloua curtipendula) pro-
veniente del Valle del Mezquital, Hidalgo. No exis-
ten en México estudios previos sobre la presencia
de hongos en semilla de esta graminea nativa de
enorme importancia para recuperar pastizales. A
partir de esta informacion, se recomienda realizar
futuros estudios para determinar la patogenicidad
de los hongos aislados en la semilla, asi como es-
tudios epidemiologicos en condiciones de campo
con el fin de poder desarrollar estrategias asertivas
para promover mayor calidad sanitaria de semilla
y mejorar la probabilidad de establecimiento de
praderas de alto riesgo, en condiciones de temporal
semiarido.
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Resumen. El objetivo del trabajo fue identificar
el agente asociado a la marchitez y evaluar la inci-
dencia en nueve genotipos de jitomate comercia-
les: seis genotipos con crecimiento indeterminado
(Cid, Sun 7705, Moctezuma, Cuauhtémoc, Ramsés
y Anibal) y tres de crecimiento determinado (Palo-
mo, Pony express y Toro). Los genotipos se eva-
luaron en cuatro sistemas de produccion en malla
sombra: suelo con acolchado, y tezontle en bolsas
de plastico polietileno de 37x37, 40x40 y 40x45
cm. La incidencia de marchitez se evaluo a 114 dias
en 3,476 plantas. De acuerdo a caracteristicas mor-
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Abstract. The objective of this work was to
identify the agent associated with wilting disease
and evaluate the incidence in nine commercial
tomato genotypes: six genotypes with undetermined
growth (Cid, Sun 7705, Moctezuma, Cuauhtémoc,
Ramses and Anibal) and three of determined growth
(Palomo, Pony express and Toro). The genotypes
were evaluated in four shadow mesh production
systems: directly on soil, and tezontle substrate
in 37x37, 40x40 and 40x45 cm polyethylene
plastic bags. The wilt disease incidence was
evaluated at 114 days in 3,476 plants. According
to morphological characteristics in vitro in PDA
medium and humid chamber, only one fungus
of the Fusarium genus was isolated from 18/20
plants whereas Fusarium and Rhizoctonia solani
were isolated in 2/20. The highest incidence was
observed in genotypes Cid (20.1%), Moctezuma
(22.4%) and Sun 7705 (29.7%) and the lowest on
determined growth genotypes. The 37x37 cm bag
production system had the highest wilting disease
incidence (25.9%) with 74.3 t ha'! yield; while in
40x45 cm bags the incidence was lowest (4.7%). In
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foldgicas in vitro en medio PDA y camara-htimeda, de
18/20 plantas se aisld inicamente un hongo del gé-
nero Fusarium y en 2/20 se obtuvieron aislados de
Fusarium y Rhizoctonia solani. La mayor inciden-
cia se observo en los genotipos Cid (20.1%), Moc-
tezuma (22.4 %) y Sun 7705 (29.7%) y la menor
en genotipos de crecimiento determinado. El siste-
ma de produccién en bolsas 37x37 cm presento la
mayor incidencia de marchitez (25.9%) con rendi-
miento de 74.3 t ha'!; mientras que en bolsas 40x45
cm la incidencia fue menor (4.7%). En los cuatro
sistemas de produccion, el menor rendimiento se
obtuvo con el genotipo Sun 7705 con produccién
en rango de 59.7 - 70.6 t ha'’.

Palabras clave: Genotipo, Fusarium, casa som-
bra, rendimiento.

El jitomate (Solanum lycopersicum) es una de
las hortalizas de mayor produccion mundial, Méxi-
co ocupa el décimo lugar en su produccion. A nivel
nacional, los principales estados productores son:
Sinaloa, San Luis Potosi y Michoacan. La superfi-
cie para el cultivo durante el 2018, fue de 49,415 ha, de
las cuales 7,737 ha fueron bajo el sistema de agri-
cultura protegida, destinados principalmente en la
modalidad de malla sombra. En el estado de Gue-
rrero se destinaron durante el mismo afio 119.8 ha
bajo estas condiciones (SIAP, 2018). No obstante,
a pesar de tener el cultivo bajo condiciones prote-
gidas es afectado por enfermedades causadas por
Phytophthora infestans, Oidiopsis taurica, Rhizoc-
tonia spp., Fusarium oxysporum, Oidium neolyco-
persici y Pseudomonas syringae pv. tomato, entre
otros (Rodriguez-Alvarado et al., 2011).

Elhongo Fusarium es conocido por su capacidad
fitopatogena y habitualmente se asocia con marchi-
tamiento vascular (Forero-Reyes et al., 2018). Una
de las tacticas para minimizar las afectaciones por
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the four production systems, the lowest yield was
obtained in Sun 7705 genotype ranging in 59.7 -
70.6 t ha'.

Key words: Genotype, Fusarium, shadow house,
yield.

Tomato (Solanum lycopersicum) is one of the
most produced vegetables in the world; Mexico
is ranked ranks tenth in worldwide production. At
the national level, the major producing states are
Sinaloa, San Luis Potosi and Michoacan. In 2018,
the area for cultivation to tomato was 49,415 ha,
from which 7,737 ha were cultivated under the
protected agriculture system, mainly under the
shade mesh modality. The same year, in the state
of Guerrero an area of 119.8 ha was also allocated
to tomato under the same conditions (SIAP,
2018). However, although tomato is grown under
protected conditions, it is affected by diseases
caused by Phytophthora infestans, Oidiopsis
taurica, Rhizoctonia spp., Fusarium oxysporum,
Oidium neolycopersici and Pseudomonas syringae
pv. tomato, among others (Rodriguez-Alvarado et
al., 2011).

The Fusarium fungus is recognized for its
phytopathogenic ability, which is usually associated
with vascular wilting (Forero-Reyes et al., 2018).
The use of genotypes resistant or tolerant to the
pathogen has been one of the tactics to minimize
the fungus infection, since its presence, along
with favorable environmental conditions, reduces
tomato yields (Sanchez-Aspeytia et al, 2015).
For this reason, different genotypes are used in
order to fulfill the producer needs, including
production increases, tolerance to environmental
conditions (high temperature), pests and diseases
(fungi, viruses, nematodes) (Rodriguez et al,
2004). Therefore, the objective of this study was to
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este hongo, ha sido el uso de genotipos resistentes
o tolerantes al patogeno, ya que la presencia de este
en adicion a las condiciones climaticas favorables
demerita el rendimiento (Sanchez-Aspeytia et al.,
2015). Por ello que, de acuerdo a las necesidades
del productor, se llegan a utilizar diferentes geno-
tipos de acuerdo a sus necesidades como el incre-
mento en la produccion, tolerancia a condiciones
ambientales (temperaturas altas), plagas y enfer-
medades (hongos, virus, nematodos) (Rodriguez et
al., 2004). Por consiguiente, el objetivo del presen-
te trabajo fue identificar el microorganismo asocia-
do a la marchitez y evaluar la incidencia en nueve
genotipos de jitomate comerciales ante el inoculo
natural del microorganismo en cuatro sistemas de
produccion bajo malla sombra.

El trabajo se realizé en Tepecoacuilco, Guerre-
ro, México en el vivero “Valerio Trujano” que per-
tenece al Centro de Estudios Profesionales (CEP)
del Colegio Superior Agropecuario del estado de
Guerrero (CSAEGRO) (18° 17° 54.5” N, 99° 27’
38.6” W). Se seleccionaron nueve genotipos co-
merciales de jitomate tipo saladette de las empre-
sas Harris Moran (ocho genotipos) y Nunhems (un
genotipo) para establecerse bajo las condiciones
que predominan en la zona (temperatura: 20-30 °C
y calido humedo con lluvias en verano): seis de
crecimiento indeterminado (Cid, Sun 7705, Moc-
tezuma, Cuauhtémoc, Ramsés y Anibal) y tres ge-
notipos de crecimiento determinado (Palomo, Pony
express y Toro) con fertirriego y bajo casa sombra
en una superficie de 1000 m?. Todos los genotipos
se establecieron en cuatro sistemas de produccion.
Las bolsas se llenaron con sustrato tezontle rojo
de reuso cuyo cultivo anterior fue el chile (serra-
no y jalapefio) y en donde se detect6 a Fusarium
asociado a la marchitez. Las macetas se colocaron
sobre plastico negro para evitar el contacto directo
del suelo e impedir el crecimiento de malezas entre
las macetas. En el caso del sistema de produccion
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identify the microorganism associated with wilting,
and asses its incidence in nine commercial tomato
genotypes in the presence of the microorganism’s
natural inoculum in four production systems under
shade mesh conditions.

The study was conducted in Tepecoacuilco,
Guerrero, Mexico, in the greenhouse “Valerio
Trujano” of the Centro de Estudios Profesionales
(CEP) of the Colegio Superior Agropecuario del
Estado de Guerrero (CSAEGRO) (18° 17’ 54.5”
N, 99° 27 38.6” W). Nine commercial saladette
tomato genotypes were selected from the companies
Harris Moran (eight genotypes) and Nunhems (one
genotype) to be established under the climatic
prevailing conditions in the zone (temperature:
20-30 °C and warm-humid with summer rains):
six genotypes with indeterminate growth (Cid,
Sun 7705, Moctezuma, Cuauhtémoc, Ramsés
and Anibal) and three genotypes with determined
growth (Palomo, Pony express and Toro), using
fertigation, and under a shade house on an area
of 1000 m?. All the genotypes were established in
four production systems. Bags were filled with red
tezontle substrate that had been used for chili crops
(serrano and jalapefio peppers), where Fusarium
associated with wilting, had been detected. The
pots were placed on black plastic to prevent direct
contact with the soil and weed growing among
the pots. In the case of the production system in
soil, grey-black padded plastic was used. Before
transplanting, quaternary ammonium at a dose of 5
mL L of water up to the field capacity was applied
to disinfect the soil and the tezontle substrate.

The seeds of the genotypes were sown in
substrate (jal soil: peatmoss: naturabono) that was
previously sterilized. Nutrition in this stage was
based on the application of Rootex (3 g L' of water),
Gro-Green (2 g L) and Ultrasol inicial (15-30-15).
The experiment started by transplanting seedlings
30 days after sowing. Chemical and biological
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en suelo, se utilizd acolchado pléstico color gris-
negro. Antes del trasplante se aplico cuaternario de
amonio para desinfestar el suelo y sustrato tezontle,
a una dosis de 5 mL L' de agua hasta capacidad de
campo.

Las semillas de los genotipos se sembraron en
sustrato (tierra lama: peatmoss: naturabono) pre-
viamente esterilizado. La nutricion en esta etapa se
basd en aplicaciones de Rootex (3 g L' de agua),
Gro-Green (2 g L") y Ultrasol inicial (15-30-15).
El experimento inici6 con el trasplante de las plan-
tulas, el cual se realizé a los 30 dias después de
la siembra. Durante la etapa vegetativa y de pro-
duccién del cultivo se realizaron aplicaciones de
productos quimicos y bioldgicos para el manejo de
plagas y enfermedades. En cuanto a la nutricion del
cultivo se hicieron aplicaciones de acuerdo a sus
etapas fenologicas y se complementd con aplica-
ciones foliares de micronutrientes (Bayfolan Forte,
Aminofit, Poliquel multi, Gro-Green, Biozime, en-
tre otros). Ademas, los riegos se realizaron de for-
ma automatizada, iniciando con la adiciéon de 0.5 L
de agua por planta (etapa vegetativa) hasta 3.0 L de
agua (fructificacion) al dia.

En todos los sistemas de produccion se realiza-
ron practicas culturales que consistieron en el tuto-
rado, control de malezas (manual), podas de brotes
y sanidad. Por otro lado, en los genotipos de creci-
miento indeterminado se eliminaron las yemas late-
rales para dejar el tallo principal y, en los genotipos
determinados esta practica se omitid. Se implemen-
to un disefio de bloques incompletos al azar con
arreglo de parcelas divididas, en la parcela grande
se ubicaron los sistemas de produccion: 1) suelo
con acolchado, 2) bolsas de polietileno blanco-ne-
gro de 37x37 cm, 3) bolsas de 40x40 cm y 4) bolsas
de 40x45 cm. En tanto, en la parcela chica consistid
en el establecimiento de los nueve genotipos con
tres repeticiones por sistema de produccion. Cada
repeticion del genotipo (32 plantas) se distribuyo
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products were applied during the vegetative and
production stages of the crop for pest and disease
management. As for crop nutrition, applications
were made according to the phenological stages,
and complemented with foliar applications of
micronutrients (Bayfolan Forte, Aminofit, Poliquel
Gro-Green, Biozime, among others).
Irrigation was automated and started by adding 0.5
L of water per plant (vegetative stage) up to 3.0 L
of water a day (fructification).

In all the production systems, agronomic
practices were carried out, including tutorate, weed
control (manual), bud pruning and plant health. On
the other hand, the lateral buds of the genotypes
with indeterminate growth were removed to
keep only the main stem; for the genotypes with
determined growth this practice was omitted. For
the experiment, an incomplete randomized blocks
design with a divided plot array was used in the
largest plot where the production systems were
established: 1) padded soil; 2) 37x37 cm white-
black polyethylene bags; 3) 40x40 cm bags;
and 4) 40x45 cm bags. The small plot was sown
with the nine genotypes and three replications
per production system. Each replication of the
genotype (32 plants) was randomly distributed in
each production system (large plot). Each system
consisted of 864 plants with 96 plants per genotype,
giving a total of 3,456 plants in the four systems.
Each experiment unit consisted of two double-row
furrows, 4 m long separated by a distance of 1.2 m
between furrows and 0.5 m among plants. To assess
the yield, each experiment unit was harvested by
taking 12 plants from 32 plants per replication. The
tomato fruits were weighed to obtain the yield per
genotype and per production system. Data of the
incidence and yield were subjected to a statistical
analysis using the Statistical Analysis System
(SAS) software, where an analysis of variance and
Tukey’s tests were done.

multi,
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aleatoriamente en cada sistema de produccion (par-
cela grande). Cada sistema estuvo constituido por
un total de 864 plantas con 96 plantas por genotipo,
generando un total de 3,456 plantas conformado
por los cuatro sistemas. Cada unidad experimental
estuvo constituida por dos surcos de doble hilera,
una longitud de 4 m y una distancia entre surcos de
1.2 m y una distancia de 0.5 m entre plantas. Para
la evaluacion del rendimiento, se realizé la cosecha
de cada unidad experimental, tomando 12 plantas
de un total de 32 plantas por repeticion. Los frutos
se pesaron para obtener el rendimiento por genoti-
po y por sistema de produccion. Los datos de inci-
dencia y rendimiento se sometieron a un analisis
estadistico con el software Statistical Analysis Sys-
tem (SAS) donde se les realiz6 analisis de varianza
y prueba de Tukey.

La incidencia de la marchitez se realizd en to-
das las plantas de cada sistema de produccion. Asi
mismo, en cada sistema se seleccionaron plantas
que mostraron sintomas de marchitez para reali-
zar la identificacion del microorganismo asociado.
Las plantas se lavaron con agua potable, se rea-
lizaron cortes transversales de tallo y raices de 1
cm aproximadamente donde se seleccionaron de
la zona de avance de la enfermedad, y se enjua-
garon en agua destilada estéril; se sumergieron en
hipoclorito de sodio al 2% durante 60 s y nueva-
mente se enjuagaron con agua destilada estéril (tri-
ple lavado). Los cortes vegetales se sembraron en
cajas Petri con medio PDA (Papa Dextrosa Agar).
También, se realizaron camaras humedas en cajas
Petri y se incubaron bajo condiciones ambientales.
Finalmente, al observar la presencia de micelio se
realizo la transferencia de puntas de hifa para su
purificacion e identificacion morfologica (Leslie y
Summerell, 2006).

Los sintomas iniciales observados, consistieron
de un amarillamento en el follaje, con pérdida de
turgencia en la parte apical y de un marchitamiento
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The wilt incidence was detected in all the plants
of each production system. In addition, plants
from each system showing wilt symptoms were
selected to identify the associated microorganism.
The plants were washed with running water, then
cross-wise cuts of approximately 1 cm were made
to stems and roots, from which the areas of the
disease progression were selected, rinsed with
sterile distilled water, submerged in 2% sodium
hypochlorite for 60 s and rinsed again with sterile
distilled water (triple wash). The cuts were sown
in Petri dishes containing potato-dextrose-agar
(PDA) culture medium. Humidity chambers were
also carried out in Petri dishes and incubated at
environmental conditions. When the presence
of mycelium was detected, tips of hyphae were
transferred for purification and morphological
identification (Leslie and Summerell, 2006).

The initial symptoms were foliage yellowing,
loss of turgor at the apex and general wilting;
subsequently, the plants showed yellowing and
necrosis on the intermediate and basal leaves
(Figure 1A and B). Finally, the plants became
brownish due to the attached fruits. At the level
of the stem neck, a dark brown lesion developed
(Figure 1C), which, as the days went by, expanded
toward the upper part of the stem and, when a
cross-wise cut was made, it could be seen that the
xylem had a light brown color (Fernandez-Herrera
et al., 2013). It should be noted that the symptoms
were observed in the production stage of the
crop. The Fusarium genus that produced cottony
reddish mycelium with formation of slightly curve
macronidia, 2-3 septa and abundant microconidia,
was consistently isolated from the samples sown in
PDA medium and in humidity chambers (20 plants)
(Figure 1D). Rhizoctonia solani was also isolated
though sporadically (two samples) and mixed with
Fusarium. There are reports of Fusarium found
in tomato genotypes under greenhouse conditions
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general; posterior, las plantas presentaron un amari-
llamiento acompafiado de necrosis en hojas medias
y basales (Figura 1A y B). Finalmente, las plantas
se tornaron con una tonalidad café con los frutos
adheridos. A la altura del cuello del tallo hubo pre-
sencia de una lesion de color café oscuro (Figura

in the state of Michoacan, a fact that suggests that
the pathogen is present in the production systems
(Rodriguez-Alvarado et al., 2011).

The incidence evaluation was carried out
114 days after transplanting. The genotypes with
indeterminate growth showing low incidence to wilt

Figura 1. Sintomas y microorganismo asociado a marchitez en plantas de jitomate bajo malla sombra en Tepecoacuilco,
Gro. A) Amarillamiento y marchitez general bajo el sistema de suelo con acolchado; B) Bolsas de polietileno
blanco-negro con tezontle; C) lesion de color café oscuro en la base del tallo y D) conidios de Fusarium sp.

Figure 1. Symptoms and microorganism associated with tomato plants wilt under shade mesh in Tepecoacuilco, Guerrero.
A) General yellowish and wilt under a padded soil system; B) Black-white polyethylene bags with tezontle; C)
Dark brown lesion at the stem base; and D) Fusarium sp. conidia.
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1C), que conforme transcurrieron los dias ésta se
expandio hacia la parte superior del tallo y, al reali-
zar un corte transversal se observo en el xilema una
pigmentacion café claro (Fernandez-Herrera ef al.,
2013). Cabe mencionar que los sintomas se obser-
varon en la etapa de produccion del cultivo. Tanto
en las muestras sembradas en medio PDA como en
camaras humedas (20 plantas) se aislo consistente-
mente al género Fusarium, el cual produjo micelio
algodonoso de color rojizo, con formacion de ma-
croconidios ligeramente curvo de dos-tres septos
y abundantes microconidios (Figura 1D). Por otra
parte, también se aislod a Rhizoctonia solani pero de
forma esporadica (dos muestras) y mezclado con
Fusarium. Se tiene reportes de la presencia de Fu-
sarium en genotipos de jitomate bajo invernadero
en el estado de Michoacan, por lo que se infiere su
presencia en estos sistemas de produccion (Rodri-
guez-Alvarado et al., 2011).

La evaluacion de la incidencia se realizo a los
114 dias después del trasplante. Los genotipos de
crecimiento indeterminado que mostraron me-
nor incidencia a la marchitez fueron Cuauhtémoc
(11.7%) y Ramsés (12.7%) y, los de mayor inci-
dencia fueron Cid, Moctezuma y Sun 7705 con
20, 22.4 y 29.7% en los cuatro sistemas evalua-
dos (Figura 2). Para el caso de los genotipos de
crecimiento determinado (Palomo, Pony express
y Toro) mostraron una baja incidencia, del 0.3 y
1.8% respectivamente (Figura 2). En el caso del
genotipo Toro presenta resistencia a F. oxysporum
(Rodriguez-Alvarado et al., 2011), informacion
que coincide con estos resultados que muestran no
solo al genotipo Toro con menor incidencia, sino
al resto de los genotipos de habito de crecimiento
determinado. Si bien en la presente investigacion
no se identifico a nivel especie, se puede relacionar
algiin grado de tolerancia de los genotipos a este
microorganismo.

Es importante mencionar que, aunque las em-
presas de semillas (Harris Moran y Nunhems)
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were Cuauhtémoc (11.7%) and Ramsés (12.7%) and
the ones with high incidence were Cid, Moctezuma
and Sun 7705 (20, 22.4 and 29.7%, respectively) in
the four systems that were evaluated (Figure 2). The
genotypes with determined growth (Palomo, Pony
express and Toro) had low incidence of the 0.3 and
1.8%, respectively (Figure 2). The Toro genotype is
resistant to £ oxysporum (Rodriguez-Alvarado et
al., 2011), and this information is in agreement with
our results that showed that not only Toro showed
lower incidence but also the other genotypes with
determined growth habit. Although in this study
tolerance was not identified at the species level,
some level of the genotypes’ tolerance can be
associated with the microorganism.

It is important to mention that, although the seed
companies (Harris Moran and Nunhems) report that
the seed is tolerant to the fungus, this does not mean
it is not susceptible to the pathogen’s attack, given
that infection by and susceptibility to F. oxysporum
race 3 has been found in genotypes Cid, Anibal and
Sun 7705 in San Luis Potosi (Hernandez-Martinez
et al., 2014). It should also be highlighted that
selecting genotypes tolerant to £ oxysporum is not
the only parameter that should be considered when
selecting the genotype to be sown, but also other
parameters, including yield, tolerance to other
diseases or pests and climatic conditions in the
area where the crop is to be sown (Monge-Pérez,
2014), as well as the genetic variability that the
pathogen may have in the soil, since F. oxysporum
f. sp. lycopersici variability has been reported in
high tomato production areas (Ascencio-Alvarez et
al., 2008).

In the system with higher wilt incidence, 37x37
cm polyethylene bags (26%) with 224 withered
plants were used. In this system, Anibal, Sun 7705,
Cid and Moctezuma genotypes had the highest
percentage of withered plants ranging from 39.5
to 49% of incidence (Table 1). An explanation
for the high incidence is the substrate, which had
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Figura 2. Incidencia de marchitez (Fusarium sp.) en genotipos de jitomate de habito de crecimiento determinado e indeter-
minado establecido en cuatro sistemas de producciéon bajo malla sombra en Tepecoacuilco, Gro. Ciclo: Invierno-
Primavera 2017-2018. Letras iguales indican que no hay diferencias significativas de acuerdo con Tukey (P<0.5).

Figure 2. Wilt incidence (Fusarium sp.) in a tomato crop with determined and undetermined growth established in four
production systems under shade mesh in Tepecoacuilco, Guerrero. Cycle: Winter-spring 2017-2018. Equal letters
indicate that there are no significant differences, according to Tukey’s test (P<0.5).

reportan tolerancia a este hongo, no implica que no
estén exentos al ataque de este patdgeno, ya que
se ha reportado infeccion y susceptibilidad de F
oxysporum raza 3 en los genotipos Cid, Anibal y
Sun 7705 en San Luis Potosi (Hernandez-Martinez
et al., 2014). También cabe enfatizar que la selec-
cion de genotipos a la tolerancia de F. oxysporum
no es el unico pardmetro a considerar al seleccionar
un genotipo para su siembra, sino también se debe
contemplar otros pardmetros como rendimiento,
tolerancia a otras enfermedades o plagas, condicio-
nes climaticas donde se establece el cultivo (Mon-
ge-Pérez, 2014); asi como la variabilidad genética
que pudiera presentar el patdgeno en el suelo, ya
que se ha reportado variabilidad de F. oxysporum f.
sp. lycopersici en zonas de alta produccion de esta
hortaliza (Ascencio-Alvarez et al., 2008).

En sistema con mayor incidencia de marchitez
fue donde se utilizé bolsas de polietileno de tamafio
de 37x37 cm (26%) con 224 plantas marchitas. En
este sistema los genotipos Anibal, Sun 7705, Cid y
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been used for other crops of the same botanical
family (serrano and jalapefio peppers), where the
microorganism and wilt symptoms were observed.
The wilt incidence in 40x45 cm bags (40 withered
plants) was of 4.7% (Figure 3). These results may
be explained by the greater root development, the
use of higher volume containers, and therefore,
a higher capacity of the plants to tolerate the
pathogen’s attack compared to that of the plants in
smaller bags (37x37 cm). In this regard, Arizaleta
and Pire (2008) point out that the containers size
has to do not only with the root development and
growth, but also with the aerial development of
the plants, in the case of coffee trees. On the other
hand, Oagile et al. (2016) also conclude that the
size of large containers in the development of
tomato seedlings affects the plant’s height, number
of leaves, and fresh and dry weight. These data
support the results obtained in this study, since we
observed that the genotypes sown in larger bags
(40x45 cm) produced taller plants, had higher root
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Moctezuma tuvieron mayor porcentaje de plantas
marchitas que oscilaron entre 39.5 a 49% de inci-
dencia (Cuadro 1). Una explicacion que se da a la
alta incidencia es al hecho de que el sustrato que se
utilizé era de reuso, donde previamente se estable-
ci6 otro cultivo de la misma familia botanica (chile
serrano y chile jalapefio) y mismo donde se detec-
to el microorganismo y se observaron sintomas de
marchitez. La incidencia de marchitez en bolsas de
tamano de 40x45 cm fue de 4.7% (40 plantas mar-
chitas) (Figura 3). Una respuesta a estos resultados,
puede ser el hecho de tener mayor desarrollo de las
raices, al tener contenedores de mayor volumen de
sustrato, por ende mayor capacidad de las plantas
de tolerar el ataque del patogeno versus en bolsas de
menor tamafo (37x37 cm). Al respecto, Arizaleta y
Pire (2008) senalan que el tamafo de contenedores
influye no solo en el desarrollo y crecimiento de la
raiz, sino en el desarrollo aéreo de las plantas, en el
caso de cafeto. Por otra parte, Oagile et al. (2016)
también concluyen que el tamafio de grandes con-

fresh and dried weight (data not published), as well
as lower wilt incidence. This system (40x45 cm)
also produced the greatest number of withered
plants of the Sun 7705 genotype.

While the highest level of incidence was
observed in the production system where 37x37
bags were used, the estimated potential yield was
of 74.3 t ha'!, and in the production system where
40x45 cm bags were used (lower wilt incidence),
the estimated potential yield was of 72.3 t ha'
(Table 1). These results show that regardless of the
wilt incidence, the genotypes produced good yields
under the conditions in the studied area. Also, wilt
was observed in the phenological stage of the crop,
so it did not significantly affect the yield.

Wilt symptoms in tomato crops were associated
with the Fusarium genus. The genotypes with
indeterminate growth Cuauhtémoc and Ramsés
incidence caused by the
microorganism in all the production systems, and in
the case of the genotypes with determined growth,

showed low wilt

Cuadro 1. Niimero de plantas con marchitez y rendimiento en cuatro sistemas de producciéon, bajo malla
sombra del cultivo de jitomate establecido en el vivero “Valerio Trujano” en Tepecoacuilco, Gro.

Ciclo: Invierno-Primavera 2017-2018.

Table 1. Number of plants showing wilt and yield in four production systems under shade for a tomato crop
established in the “Valerio Trujano” greenhouse in Tepecoacuilco, Gro. Cycle: Winter-spring 2017-

2018.
Plantas con marchitez/ Nimero de plantas totales
Genotipo Rendimiento (t ha™) / Sistema de produccion
Suelo tha 37x37 t ha'! 40x40 t ha'! 40x45 tha
Palomo 0/96 53.3 b 5/96 88.6a 1/96 90.8 a 1/96 772 a
Pony express 0/96 56.7b 0/96 91.4a 0/96 84.1a 1/96 849 a
Toro 0/96 50.4b 2/96 86.3a 2/96 852a 3/96 80.2a
Anibal 6/96 81.7a 47/96 71.1b 12/96 679b 3/96 68.8 b
Cid 9/96 80.4a 39/96 69.1b 23/96 78.3b 5/96 703 b
Cuauhtémoc 3/96 84.5a 24/96 69.6 b 14/96 61.9b 4/96 68.0b
Moctezuma 16/96 853a 38/96 65.7b 27/96 79.5b 5/96 78.8 b
Ramsés 8/96 822a 27/96 67.0b 12/96 86.8b 2/96 63.0b
Sun 7705 28/96 70.6 a 42/96 60.0 b 29/96 64.2b 16/96 59.7b

*Letras iguales en columnas indican que no existe diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con Tukey
(P<0.5) / *Equal letters in the columns indicate that there are no statistically significant differences, according to

Tukey’s test (P<0.5).
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tenedores en el desarrollo de plantulas de jitomate
influye en la altura de la planta, numero de hojas,
peso fresco y seco de la planta. Estos datos susten-
tan los resultados obtenidos en la presente investi-
gacion ya que se observd que los genotipos que se
sembraron en bolsas de mayor tamafio (40x45 cm)
también presentaron mayor altura de la planta, peso
fresco y seco de la raiz (datos no publicados), pre-
sentando menor incidencia de marchitez. Ademas,
en este sistema (40x45 cm) también se observo el
mayor numero de plantas con marchitez del geno-
tipo Sun 7705.

Si bien, en el sistema de produccion de tamafio
de bolsa de 37x37 cm ocurri6 la mayor incidencia
de marchitez, se obtuvo un rendimiento potencial
estimado de 74.3 t ha'!, y en el caso del sistema
de producciéon de tamafio de bolsa de 40x45 cm
(menor incidencia de marchitez) presenté un ren-
dimiento potencial estimado de 72.3 t ha! (Cuadro
1). Estos resultados muestran que a pesar de la in-
cidencia de la marchitez, los genotipos mostraron
buenos rendimientos bajo las condiciones presen-
tes en la zona. Ademas, la marchitez se present6 en
la etapa fenoldgica de produccion del cultivo, por
lo que no afect6 de manera significativa el rendi-
miento.

Los sintomas de marchitez en el cultivo de ji-
tomate se asociaron al género Fusarium. Los ge-
notipos de crecimiento indeterminado Cuauhtémoc
y Ramsés mostraron baja incidencia de marchitez
causada por el microorganismo en todos los siste-
mas de produccion, y en el caso de los genotipos
de crecimiento determinado, todos mostraron baja
incidencia (0.2 a 1.8%). El genotipo Sun 7705 pre-
sentd la mayor incidencia de marchitez y menor
rendimiento con un rango de 59.7 - 70.6 t ha™'. Fi-
nalmente, en los sistemas de produccion evaluados
se observo efecto en el rendimiento en los geno-
tipos, asi como en la incidencia de la marchitez,
observandose menor nimero de plantas marchitas
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Figura 3. Porcentaje de incidencia de marchitez (Fusarium
spp.) en plantas de jitomate por cada sistema de
produccion bajo malla sombra, en Tepecoacuil-
co, Gro. Ciclo: Invierno-Primavera 2017-2018.
Letras iguales indican que no hay diferencias sig-
nificativas de acuerdo con Tukey (P<0.5).

Figure 3. Percentage of wilt incidence (Fusarium spp.) in
tomato plants per each production system under
shade mesh in Tepecoacuilco, Guerrero. Cycle:
Winter-spring 2017-2018. Equal letters indicate
that there are no significant differences, accord-
ing to Tukey’s test (P<0.5).

all of them had low incidence (0.2-1.8%). The Sun
7705 genotype had the highest wilt incidence and
the lowest yield with a range of 59.7 — 70.6 t ha™.
Finally, in the production system evaluated, an
effect on genotype performance was observed, as
well as on the wilt incidence, since only a small
number of withered plants were observed in the
40x45 cm containers. In this study, Fusarium
natural infection was observed in tomato. However,
it is important to conduct further studies in order
to identify the microorganism using molecular
techniques and evaluate the pathogenicity in all
genotypes to determine their tolerance.
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en los contenedores de tamafio de 40x45 cm. En
este estudio se observo la infeccidon natural de Fu-
sarium en genotipos de jitomate; sin embargo, es
importante realizar estudios adicionales para iden-
tificar el microorganismo con técnicas moleculares
y evaluar la patogenicidad en todos los genotipos
para determinar su tolerancia.
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Resumen. Uno de los problemas fitosanitarios en
el cultivo de chile es la mosca blanca, transmisor
de begomovirus. Ante la necesidad de alternativas,
se planted el objetivo de evaluar la tolerancia de
injertos de Capsicum chinense-Capsicum annuum
var. glabriusculum a begomovirus bajo condicio-
nes de campo. Se utilizaron dos materiales criollos
para portainjerto (amashito y muela) y chile haba-
nero como injerto (criollo y jaguar). Se emple6 la
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Abstract. One of the phytosanitary problems
in the cultivation of pepper is the whitefly,
begomovirus transmitter. Given the need for
alternatives, the objective was to evaluate graft
tolerance  of  Capsicum  chinense-Capsicum
annuum var. glabriusculum to begomovirus under
field conditions. Two creole materials were used
for rootstock (amashito and muela) and habanero
pepper as graft (criollo and jaguar). The “terminal
plectrum” graft was used and six treatments were
generated. The whitefly populations, the incidence
and severity of the disease were recorded every
10 days, with the latter AUDPC were calculated
and apparent infection rate Y, . In the production
stage, yield, length and diameter of fruits it was
determined. At 130 days after transplantation, the
population under whitefly, it was quantified in
the grafted treatments (muela + habanero jaguar,
amashito + habanero jaguar, muela + habanero
criollo y amashito + habanero criollo) that ranged
from 5.5 to 14.5 insects per plant. The increased
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injertacion de “pua terminal” y se generaron seis
tratamientos. Se registraron cada 10 dias las pobla-
ciones de mosca blanca, la incidencia y severidad
de la enfermedad, con esta ultima se calcularon
ABCDE, tasa de infeccion aparente y Y, .
pa de produccion, se determind rendimiento, longi-
tud y didmetro de frutos. A los 130 dias después del
trasplante, la menor poblacion de mosca blanca, se
cuantificé en los tratamientos injertados (muela +
habanero jaguar, amashito + habanero jaguar, mue-

En eta-

la + habanero criollo y amashito + habanero criollo)
que oscilo entre 5.5 a 14.5 insectos por planta. La
mayor incidencia y severidad promedio de virosis
fue en habanero jaguar con 100 y 62%. La menor
ABCEPE, tasa de infeccion aparente y Y, se esti-
maron en muela + habanero criollo con 746.6 (%
por dia), 0.005 (% por dia) y 23.4%, en su orden;
asociado con la fortaleza genética del portainjerto.
Los injertos amashito + habanero jaguar, amashi-
to + habanero criollo y muela + habanero criollo
mostraron mejor comportamiento agronémico y
productividad del cultivo.

Palabras clave: portainjertos, tolerancia, virosis,
mosca blanca, chile.

En México, la produccion de chile es afectada
por plagas y enfermedades. En los ultimos afios,
la mosca blanca se ha convertido en la principal
transmisora de enfermedades inducidas por el gé-
nero Begomovirus y han ocasionado pérdidas de
produccion de al menos 95% (Garcia et al., 2010).
Para el control de esta plaga se implementan di-
ferentes insecticidas; sin embargo, su uso genera
contaminacion e inducen resistencia en las pobla-
ciones insectiles e inclusive con mayor agresividad
(George et al., 2015). Por otro lado, en el cultivo
de chile habanero (Capsicum chinense) con deno-
minacion de origen de la peninsula de Yucatan, se
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incidence and severity of virus was average in
habanero jaguar with 100 and 62%. The lowest
AUDPC, apparent infection rate and Y,  were
estimated in muela + habanero criollo with 746.6
(% per day), 0.0050 (% per day) and 23.4%, in their
order; associated with the genetic strength of the
rootstock. The grafts amashito + habanero jaguar,
amashito + habanero criollo y muela + habanero
criollo showed better agronomic performance and

productivity of the crop.

Key words: rootstocks, tolerance, virosis, whitefly,
chili pepper.

In Mexico, the production of chili peppers is
affected by pests and diseases. In recent years,
the whitefly has become the main transmitter of
diseases induced by the genus Begomovirus and has
caused production losses for at least 95% (Garcia
et al., 2010). In order to control this pest, different
insecticides have been used; however, their use leads
to contamination and to resistance in even more
aggressive resistance of insect populations (George
et al., 2015). On the other hand, in plantations
of habanero peppers (Capsicum chinense) with
denomination of origin of the Yucatan peninsula,
there is an interest in implementing technologies
based on plant resistance to reduce losses in
production caused by virosis from this interaction.
A strategy for the management of virosis and to
improve the production in this crop is the use of
grafted plants, which uses the virtues conferred by
the rootstock and those of the graft of commercial
interest. Previous investigations in watermelon
and tomato plantations showed the efficiency
of the use of rootstocks, in which tolerance was
conferred to a virus complex such as: Cucumber
mosaic virus (CMV), Watermelon mosaic virus 11
(WMV-II), Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV)
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tiene el interés de implementar tecnologias basadas
en la resistencia vegetal con el fin de reducir pérdi-
das de produccién causadas por virosis de esta in-
teraccion. Una estrategia para el manejo de virosis
y mejorar la produccion en este cultivo, es el uso
de plantas injertadas donde se aprovechan las cua-
lidades que confiere el portainjerto y las propias del
injerto de interés comercial. Investigaciones pre-
vias en cultivos de sandia y jitomate, mostraron la
eficacia del uso de portainjertos donde se confirid
tolerancia a un complejo de virus como: Cucumber
mosaic virus (CMV), Watermelon mosaic virus 11
(WMV-II), Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV)
y Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) (Wang
et al., 2002); y en este aspecto, la opcion de usar
portainjertos silvestres tolerantes se presenta como
una soluciéon en campo al problema de virosis. El
objetivo de este trabajo fue estimar bajo condicio-
nes de campo la tolerancia del injerto de Capsicum
chinense-Capsicum annuum var. glabriusculum a
begomovirus.

Area de estudio y material genético. El estudio se
realizo con un productor cooperante en el estado de
Yucatan, México, en una parcela ubicada entre 20°
587407 Ny 89°26"30” W auna altitud de 8 m sobre
nivel del mar. Se utilizaron dos variedades como
injertos; habanero criollo y habanero jaguar (C.
chinense), y como portainjertos amashito y muela
(C. annuum var. glabriusculum) colectados en tras-
patio y selva aledana.

Obtencion de los injertos. Para favorecer la ger-
minacion de las semillas de los portainjertos, se
sumergieron en acido giberélico a 500 ppm por
24 h, posteriormente se sembraron en charolas de
poliestireno de 200 cavidades en Sunshine #3® +
Agrolita® en relacion 2:1 como sustrato. Ocho dias
posteriores se sembraron las variedades comercia-
les de chile habanero utilizadas como injertos. Las
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and Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) (Wang
et al., 2002). In this regard, the option of using
tolerant wild rootstocks is presented as a solution
to the problem of virosis in the field. The aim of
this investigation was to estimate, under field
conditions, the tolerance of the graft of Capsicum
chinense-Capsicum annuum var. glabriusculum to
begomovirus.

Area of study and genetic material. The study
was carried out using a cooperating farmer in the
state of Yucatan, Mexico, in a field located between
20° 58" 40” N and 89° 26" 30” W at an altitude of
8 m above sea level. Two varieties were used as
grafts: habanero criollo and habanero jaguar (C.
chinense), and as rootstock, amashito and muela (C.
annuum var. glabriusculum) gathered in backyard
orchards and the adjacent wilderness.

Obtaining grafts. In order to favor the germination
of rootstock seeds, they were submerged in
gibberellic acid at 500 ppm for 24 h. Later, they
were planted in polystyrene trays with 200 cavities
in Sunshine #3® + Agrolita® in a 2:1 ratio as a
substrate. Eight days later, the commercial varieties
of habanero peppers, used as grafts, were planted.
The plants were grafted using the terminal plectrum
technique when the stems of the rootstocks and the
grafts were 2 mm in length. Grafted plants were
kept for 21 days in a humid adaptation chamber at
a humidity of 80% and 27 °C. After this time, they
remained for 14 days in a tunnel-style greenhouse
with 450 lux for their adaptation and growth.

Establishment of the experiment. The plantation
was established under a system of drip irrigation
and with a regional production, a distance of 1.2 m
between furrows, and 0.40 m between plants. The
soil texture, according to analyses, was clay-loam.
The fertilization program consisted of N-NO, 9.29,
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plantas se injertaron mediante la técnica de pua
terminal, cuando el tallo de los portainjertos y los
injertos tuvieron 2 mm de didmetro. Las plantas in-
jertadas se mantuvieron por 21 dias en una camara
hiimeda de adaptacion a 80% de humedad relati-
va 'y 27 °C, posteriormente estuvieron por 14 dias
en un invernadero tipo tinel de 450 luxes para su
adaptacion y crecimiento.

Establecimiento del experimento. El cultivo se
establecio bajo un sistema de riego por goteo y de
produccion regional, con una distancia de 1.2 m
entre surcos y 0.40 m entre plantas. La textura del
suelo seglin analisis previo fue franco-arcillosa. El
programa de fertilizacion consistio: N-NO, 9.29,
N-NH, 1.33, P-PO, 142, K, 4.85, Ca, 4.32, Mg,
1.68, S-SO4, 2.56, Na*, 0.19, CI-, 0.13 y HCO3",
0.01 meq L, respectivamente; con modificaciones
segun los requerimientos del cultivo. Se implemen-
to un disefio experimental de bloques completos al
azar, se establecieron seis tratamientos con cuatro
repeticiones: amashito + habanero criollo, amas-
hito + habanero jaguar, muela + habanero criollo,
muela + habanero jaguar y como testigos habanero
criollo y habanero jaguar. Cada repeticién constd
de 30 plantas. El ciclo de produccion fue de prima-
vera-verano (12 de febrero a 25 de agosto de 2018)
y sin la aplicacion de plaguicidas.

Fluctuacion poblacional de mosca blanca. Con el
proposito de asociar la presencia de begomovirus
con el vector, a partir del primer dia del trasplante
y hasta el final del ciclo del cultivo, se realizaron
monitoreos de 10 plantas por repeticion cada 10
dias con la ayuda de un visor de monitoreo el cual
consiste en un bote cilindrico de 40 L, abierto por
los extremos y con un orificio a un costado, uno de
los extremos se tapa con polietileno transparente y
el otro se coloca encima de la planta; por el orifi-
cio se sacude la planta con una varilla de madera y
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N-NH, 1.33, P-PO, 142, K, 4.85, Ca, 432, Mg,
1.68, S-SO4, 2.56, Na*, 0.19, CI, 0.13 and HCO3,
0.01 meq L7, respectively; with modifications
according to crop requirements. A complete
random block design was implemented; six
treatments were established with four repetitions:
amashito + habanero criollo, amashito + habanero
jaguar, muela + habanero criollo, muela + habanero
jaguar, and as controls habanero criollo and
habanero jaguar. Each repetition consisted of 30
plants. The production cycle was spring-summer
(February 12 to August 25, 2018) and without the
use of pesticides.

Fluctuation of whitefly population. In order to
associate the presence of begomovirus with the
vector, starting on the first day of transplant, and
until the end of the planting cycle, 10 plants were
monitored for each repetition every 10 days, using a
monitoring visor, which consists of a cylindrical 40
L bucket, open on both ends and with a hole on one
side. One of the ends is covered with transparent
polyethylene and the other end is placed over the
plant; through the hole, the plant is shaken with a
wooden rod and the flies fly onto the polyethylene,
where they are counted.

Incidence and severity of virosis. In each
treatment, a quantification was performed (every
10 days) on plants with deformities, golden
mosaics, wrinkles and leaf curling. Plants with
these characteristics were divided between the total
number of plants times 100. The viral severity was
also estimated, using a pictorial severity scale of
five types, created by the work group (Figure 1).
The mean points of severity of each type of the
proposed scale were obtained using the program
2-Log Ver. 1.0 (Mora et al., 2000). Using the data
obtained, disease progress curves were created, and
the intensity of the disease was estimated using the
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las moscas vuelan hacia el polietileno en donde se
hace el conteo.

Incidencia y severidad de virosis. En cada trata-
miento se cuantificd el nimero de plantas (cada 10
dias) enfermas con deformaciones, mosaicos dora-
dos, arrugamientos y acucharamientos. Las plantas
con estas caracteristicas se dividieron entre el nu-
mero total de plantas por 100. También se estimo la
severidad viral, mediante una escala de severidad
pictorica de cinco clases elaborada por el grupo de
trabajo (Figura 1). Los puntos medios de severidad
de cada clase de la escala propuesta se obtuvieron
con el programa 2-Log Ver. 1.0 (Mora et al., 2000).
Con los datos obtenidos se construyeron curvas del
progreso de la enfermedad y se estimo la intensi-
dad de la enfermedad con los siguientes pardmetros
epidemiologicos: Area bajo la curva del progreso
de la enfermedad (ABCPE), tasa de infeccion apa-
rente (con el modelo Weibull mediante su parame-
tro 1/b) y severidad final (Y, ) (Morales, 2011).

following epidemiological parameters: Area Under
the Disease Progress Curve (AUDPC), apparent
infection rate (with the Weibull model, with its
parameter 1/b) and final severity (Y, ) (Morales,
2011).

Yield. In each plantation, the number of fruits per
plant and potential yield (t ha') were registered.
Thirty fruits were selected at random per treatment
and their length and equatorial diameter were
measured, following the Mexican Official Norms
NOM-189-SCFI-2017 for habanero peppers from
the Yucatan peninsula.

Statistical analyses. The data obtained underwent
an analysis of variance and the separation of means
was carried out using the SNK method (P<0.05)
with the SAS ver. 9.11 statistical package.

Molecular identification of begomovirus. The
extraction of DNA was carried out following the

Clase 3 (87.4 %)

Clase 4 (100 %)

Figura 1. Escala pictdrica de severidad en el patosistema Capsicum chinense-begomovirus.
Figure 1. Pictorial severity in the Capsicum chinense-begomovirus pathosystem.
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Rendimiento. En cada cosecha se registro el na-
mero de frutos por planta y el rendimiento poten-
cial (t ha'). Se seleccionaron 30 frutos al azar por
tratamiento y se midio el largo y didametro ecua-
torial, de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana
NOM-189-SCFI-2017 de chile habanero de la Pe-
ninsula de Yucatan.

Analisis estadisticos. Los datos obtenidos se so-
metieron a analisis de varianza y la separacion de
medias se hicieron con el método de SNK (P<0.05)

con el paquete estadistico SAS ver. 9.11.

Identificacion molecular de begomovirus. La ex-
traccion de ADN se realizd de acuerdo al protoco-
lo de DNAzol ® Reagent segun el proveedor (Life
technologies) con modificaciones. De cada trata-
miento y por cada repeticion, se colectdé una mues-
tra foliar de tejido joven a partir de brotes nuevos
(10 g) de 24 plantas con sintomas caracteristicos de
virosis a los 120 dias después del trasplante (ddt).
La deteccion de begomovirus se realizo (en las
24 muestras colectadas) por Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR) bajo las siguientes con-
diciones: un ciclo a 94 °C durante 30 s, 35 ciclos
a 94 °C durante 30 s, 55 °C durante 30 s y final-
mente un ciclo de 72 °C durante 30 s. En un tubo
eppendorf se preparé una mezcla de reaccion con
los iniciadores AV494 (5'-GCCYATRTAYAGRA-
AGCCMAG-3") y AC1094 (5'-GGRTTDGARG-
CATGHGTACATG-3"); los cuales amplifican un
segmento de la proteina de 600 pb de la capside del
género Begomovirus (Villanueva et al., 2013). Con
el fin de observar los productos finales de PCR, se
realizo la electroforesis en gel de agarosa al 1% en
un equipo Applied Biosystems tefiido con bromuro
de etidio, y en un fotodocumentador UVP (Cienti-
fica Sienna). A partir de las muestras positivas, se
seleccionaron al azar seis muestras para la secuen-
ciacion en ambos sentidos a Macrogen, Corea. El
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DNAzol ® Reagent protocol, according to the
supplier (Life technologies), with modifications.
Out of each treatment and for each repetition, a
young foliar tissue sample was taken from new
sprouts (10 g) from 24 plants with similar virosis
characteristics 120 days after transplanting (dat).
The detection of begomovirus was carried out
(in the 24 samples taken) by Polymerase Chain
Reaction (PCR) under the following conditions:
one cycle at 94 °C for 30 s, 35 cycles at 94 °C
for 30 s, 55 °C for 30 s, and finally, one cycle at
72 °C for 30 s. In an Eppendorf tube, a reaction
mixture was prepared with primers AV494
(5'-GCCYATRTAYAGRAAGCCMAG-3")  and
AC1094 (5'-GGRTTDGARGCATGHGTACA
TG-3"), which amplified a segment of the 600 pb
protein of the capsid of the genus Begomovirus
(Villanueva et al., 2013). In order to observe the
final products of PCR, electrophoresis was carried
out in 1% agarose gel in Applied Biosystems
equipment, stained with ethidium bromide, and in
a UVP (Cientifica Sienna) photodocumenter. Out
of the positive samples, six were chosen at random
for the sequencing in both directions to Macrogen,
Korea. The analysis in silico of the nucleotide
sequences obtained was carried out by comparing
the sequence of the NCBI, (National Center for
Biotechnology Information) database, using the
program BLASTN (Basic Local Alignment Search
Tool).

Fluctuation of the whitefly population. The first
population record in the plantation was 40 dat and
at 90 dat the largest average of insects per plant
was quantified in habanero jaguar with 32 insects.
At the end of the experiment, habanero jaguar and
habanero criollo (ungrafted treatments), presented
the highest average of the putative vector with 22
and 17 individuals per plant, respectively; whereas
the treatments with grafting (muela + habanero
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analisis in silico de las secuencias nucleotidicas ob-
tenidas se realizdo mediante comparaciones con las
secuencias de la base de datos del NCBI, (National
Center for Biotechnology Information), median-
te el programa BLASTN (Basic Local Alignment
Search Tool).

Fluctuacion poblacional de mosca blanca. El pri-
mer registro poblacional en el cultivo fue los a 40
ddt y a los 90 ddt se cuantifico el mayor promedio
de insectos por planta en habanero jaguar con 32
insectos. Al final del experimento, habanero jaguar
y habanero criollo (tratamientos sin injertar), pre-
sentaron mayor promedio del putativo vector con
22 y 17 individuos por planta, respectivamente;
mientras que en los tratamientos donde se realiza-
ron los injertos (muela + habanero jaguar, muela
+ habanero criollo, amashito + habanero jaguar y
amashito + habanero criollo) mostraron menor po-
blacion que oscilaron entre 5.5 a 14.5 insectos por
planta (Figura 2). En un estudio con injertos de ji-
tomate reportaron menor poblacion de poblaciones
de Bactericera cockerelli, Liriomyza spp. y afidos
(Cortes, 2010). Este efecto se ha explicado como

jaguar, muela + habanero criollo, amashito +
habanero jaguar y amashito + habanero criollo)
displayed populations that fluctuated
between 5.5 and 14.5 insects per plant (Figure 2). A
study with tomato grafts included a report of lower

lower

populations of Bactericera cockerelli, Liriomyza
spp. and aphids (Cortes, 2010). This effect has been
explained as an antixenosis, meaning that the insect
feeds off least preferred foods, and even reproduces
in them, but when there are plants with higher
susceptibilities, such as the ungrafted controls,
these are preferred by the insects.

Incidence and severity of virosis. At the end of
the plantation, the lowest incidences of the disease
were observed in muela + habanero criollo with
65%, and muela + habanero jaguar with 73%
(Figure 3), in the remaining treatments, incidences
were between 95 and 100%.

Severity was recorded starting 40 dat, and
Ssymptoms
mosaics, wrinkling and leaf curling. According
to the pictorial severity scale used, the treatments

consisted of deformities, golden

35~

30 ® amashito + habanero criollo
«2 @ amashito + habanero jaguar
=25 1 ®— muela + habanero criollo
g 20 - —®—muela + habanero jaguar
é’ 15 4 —®— habanero criollo
3 —e— habanero jaguar
2 10 -
s
=
Ll 5 .

0 -

90 100

Dias después del trasplante

Figura 2. Fluctuaciéon poblacional de mosca blanca en plantas injertadas y plantas testigo de habanero criollo y jaguar cul-
tivados bajo condiciones de campo en Yucatin. Ciclo: Primavera-Verano.
Figure 2. Population fluctuation of whitefly in grafted plants and control habanero criollo and jaguar plants, planted under

field conditions in Yucatan. Cycle: Spring-Summer.
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una antixenosis, es decir, el insecto se alimenta de
plantas poco preferidas e incluso se reproduce en
ellas, pero cuando hay plantas con mayor suscep-
tibilidad, como los testigos sin injertar, éstas son
preferidas por los insectos.

Incidencia y severidad de virosis. Al final del cul-
tivo, las menores incidencia de la enfermedad se
observaron en muela + habanero criollo con 65 %
y muela + habanero jaguar con y 73 % (Figura
3), el resto de los tratamientos las incidencias de la
enfermedad fueron del 95 al 100 %.

La severidad se registrd a partir de los 40 ddt,
los sintomas en follaje consistieron en deformacio-
nes, mosaicos dorados, arrugamientos y acuchara-
mientos. De acuerdo con la escala pictérica de se-
veridad empleada, los tratamientos que mostraron
los mayores porcentajes de severidad final de vi-
rosis fueron en habanero jaguar y habanero criollo
con 62 y 58% (clase 2). En estos tratamientos la
severidad increment6 en 44 y 48%, en su orden en

100 7 ® amashito + habanero criollo
e amashito + habanero jaguar
80 ®— muela + habanero criollo
= ——muela + habanero jaguar
s 60 —@— habanero criollo
'§ —@— habanero jaguar
Q
h=
T 40 -
k=
20 A
0 -

that presented the highest percentages of final
virosis severity were in habanero jaguar and
habanero criollo with 62 and 58 % (type 2). In
these treatments, the severity increased by 44 and
48%, respectively, in relation to muela + habanero
criollo, which allowed the 24% of final severity
(type 1) (Figure 4).

In muela + habanero criollo, a value was
presented below 746.6 % per day of the AUDPC
with regard to habanero criollo and habanero
jaguar, which displayed the highest intensity of
the disease, with 2115.1 and 2341.2 % per day.
The lowest apparent infection rate was registered
in grafted treatments, particularly in muela +
habanero criollo, and therefore, the health of the
plants was better than in the rest of the treatments.
At the end of the plantation, the grafted treatments
had a lower trend in the Y, _;
+ habanero criollo, it helped obtain the lowest
average forthe Y, (Tablel). Investigations carried
out with watermelon grafts reduced the AUDPC
and improved crop yield (Winmer et al., 2015).

likewise, in muela

70

Dias después del trasplante

Figura 3.

80
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Incidencia de virosis en plantas injertadas de Capsicum chinense-Capsicum annuum cv. glabriusculum, bajo con-

diciones de campo en Yucatan. Ciclo: Primavera-Verano.

Figure 3.
tions in Yucatan. Cycle: Spring-Summer.
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Incidence of virosis in grafted Capsicum chinense-Capsicum annuum cv. glabriusculum plants, under field condi-
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relacion con muela + habanero criollo que permitio
el 24% de severidad final (clase 1) (Figura 4).

En muela + habanero criollo, se presentd un
valor inferior de 746.6% por dia del ABCPE con
respecto al habanero criollo y el habanero jaguar
que mostraron la mayor intensidad de la enferme-
dad con 2115.1 y 2341.2% por dia. La menor tasa
de infeccion aparente se registrd en los tratamien-
tos injertados, en particular en muela + habanero
criollo, por lo que la sanidad de las plantas fue me-
jor que del resto de los tratamientos. Al final del
cultivo, los tratamientos injertados, tuvieron una

tendencia menor en la Y también en muela +

habanero criollo permitio ﬁeml11 menor promedio de la
Y, (Cuadro 1). Trabajos realizados con injertos
de sandia, disminuyeron el ABCPE y mejoraron
el rendimiento del cultivo (Winmer et al., 2015).
En otro estudio demostraron que el uso de plantas
injertadas en pimiento mejord el comportamiento
agronomico y el manejo de diversas plagas y en-
fermedades (Sanchez et al., 2015). El uso de injer-
tos, provee plantas vigorosas, capaces de permitir el
crecimiento del cultivo en presencia de fitoparasitos

0 ® amashito + habanero criollo

60 @ amashito + habanero jaguar

50 4 ®— muela + habanero criollo
—e—muela + habanero jaguar

40 A —@— habanero criollo

30 | —@— habanero jaguar

Severidad (%)

10 -~

Another study showed how the use of plants grafted
onto bell pepper plants improved the agronomic
behavior and the management of pests and diseases
(Sanchez et al., 2015). The use of grafts provides
vigorous plants, able to allow crop development
in the presence of phytoparasites (Acevedo and
Sanchez, 2017). In addition, it has been reported
that grafted plants can activate defense mechanisms;
in tobacco plants, the grafts promoted the
accumulation of phenolic compounds and salicylic
acid, which stimulated the peroxidase activity, and
the replication of the Potato Y virus (PVYN™Y) was
reduced, resulting in the manifestation of only mild
symptoms (Spoustova et al., 2015). On the other
hand, the resistance mechanisms in grafted tomato
plants against Pseudomonas solanacearum were
related to the rootstock, particularly in the lower
section of the stem, where tyloses were formed
(Grimault et al., 1994). Grafted plants are known to
share epigenetic traits, which makes them maintain
their original genomes, even when they do not
share DNA, although the epigenetic information
is established within the plants (Fuentes et al.,

0 40 50 60 70 80

90 100 110 120 130

Dias después del trasplante

Figura 4. Severidad de virosis en plantas injertadas de Capsicum chinense-Capsicum annuum cv. glabriusculum, bajo con-
diciones de campo en Yucatan. Ciclo: Primavera-Verano.
Figure 4. Severity of virosis in Capsicum chinense-Capsicum annuum cv. glabriusculum grafted plants, under field condi-

tions in Yucatan. Cycle: Spring-Summer.
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Cuadro 1. Parametros epidemiolégicos estimadores de intensidad de enfermedad en el patosistema con injertos

de Capsicum chinense-begomovirus.

Table 1. Epidemiological parameters, estimators of the intensity of the disease in the pathosystem with Capsicum

chinense-begomovirus grafts.

. ABCPE Tasa de la infeccion ' r’
Tratamiento (unidad % por dia) _ aparente ' (ajuste d.eI modelo Y o)
(Weibull "* % por dia) Weibull)
amashito + habanero criollo 1646.3 ab* 0.0073 ab 0.95 50.97 b
amashito + habanero jaguar 1381.5 bc 0.0066 ab 0.92 43.70 ¢
muela + habanero criollo 746.6 ¢ 0.0050 b 0.93 23.49d
muela + habanero jaguar 1122.5 be 0.0063 ab 0.94 40.72 ¢
habanero criollo 2115.1a 0.0074 ab 0.93 56.63 ab
habanero jaguar 23412 a 0.0081 a 0.95 62.38 a

“ Medias con la misma letra dentro de la misma columna no son significativamente diferentes (SNK, P<0.05) / Means
with the same letter in the same column are not significantly different (SNK, P<0.05).

(Acevedo y Sanchez, 2017). También, se ha repor-
tado que plantas injertadas pueden activar mecanis-
mos de defensa; en plantas de tabaco los injertos
promovieron la acumulacion de compuestos feno-
licos y acido salicilico, lo que estimul6 la actividad
de peroxidasa, y se disminuy6 la replicacion del
el Potato Y virus (PVYN™) y solo se manifestaron
sintomas leves (Spoustova et al., 2015). Por otro
lado, los mecanismos de resistencia en plantas in-
jertadas de jitomate contra Pseudomonas solana-
cearum estuvieron asociadas con el portainjerto, en
particular en la parte inferior del tallo donde se for-
maron tilosas (Grimault et al., 1994). Se sabe que
plantas injertadas comparten rasgos epigenéticos,
lo que las hace mantener sus genomas originales,
aun cuando no comparten ADN, pero la informa-
cion epigencética se establece dentro de las plantas
(Fuentes et al., 2014), lo que podria explicar, la res-
puesta tolerante a begomovirus en este estudio con
plantas injertadas.

Rendimiento. El ciclo del cultivo fue de 130 dias
después del trasplante y se realizaron seis cosechas.
El analisis de varianza mostré diferencias signi-
ficativas (P<0.01). Los tratamientos injertados
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2014), which may explain the tolerant response to
begomovirus in this study with grafted plants.

Yield. The planting cycle was 130 days after grafting
and six harvests were carried out. The analysis of
variance displayed significant differences (P<0.01).
The grafted treatments had a higher vyield,
particularly amashito + habanero criollo, amashito
+ habanero jaguar and muela + habanero criollo
with an estimated potential yield of 18.3, 18.4 and
18.4 t ha! (Table 2). The grafted plants are tolerant
to various environmental stresses, such as drought,
salinity, pests and diseases, and therefore improve
water and nutrient absorption, and thus have a
vigorous growth, a prolongued growth period, and
an increased yield (Acevedo and Sanchez, 2017).
In muela + habanero jaguar, the lowest estimated
yield potential was found, with 9.8 t ha'. Although
the rootstocks are often carried out to provide
greater yield, they may occasionally reduce it,
due to compatibility with the plant being grafted.
In solanaceae and cucurbits, the graft on vigorous
patterns increased the production, although it
depended on the rootstock-variety combination and
the conditions of plantations (Di Gioia et al., 2010).
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tuvieron mayor rendimiento, en particular amashi-
to + habanero criollo, amashito + habanero jaguar
y muela + habanero criollo con un rendimiento po-
tencial estimada de 18.3, 18.4 y 18.4 t ha! (Cuadro
2). Las plantas injertadas poseen tolerancia a varios
ambientes estresantes, como sequia, salinidad, pla-
gas y enfermedades; por lo que mejoran la absor-
cion de agua y nutrientes, y con ello un crecimiento
vigoroso, prolongacion del periodo de crecimiento
e incremento en el rendimiento (Acevedo y San-
chez, 2017). En muela + habanero jaguar, se tuvo
la menor rendimiento potencial estimada con 9.8 t
ha'!'. Aunque los portainjertos a menudo se realizan
para proporcionar mayor rendimiento, en ocasio-
nes pueden reducirlo, por la compatibilidad con la
planta a injertar. En solanaceas y cucurbitaceas, el
injerto sobre patrones vigorosos logré incrementar
la produccion, aunque dependi6é de la combinacion
portainjerto-variedad y las condiciones de cultivo
(Di Gioia et al., 2010).

Frutos. Se observaron diferencias significativas
(P<0.01) en el tamafio de fruto (Cuadro 2).

De acuerdo con la NOM-189-SCFI-2017, es-
tablece parametros aceptables de 3.8 a 5.5 cm de

Fruits. Significant differences (P < 0.01) were
observed in fruit sizes (Table 2). The NOM-189-
SCFI-2017 acceptable parameters
between 3.8 and 5.5 cm in length and between
2.5 and 3.0 cm in width for habanero peppers.
The results obtained in this study show that all
treatments fulfill the parameters established by the
NOM, with a range of 4.6 to 4.8 cm in length and
2.8 to 3.0 cm in diameter (Table 2).

establishes

Sequencing, analysis and identification of
begomovirus. The sequencing of the six samples
that gave positive for begomovirus displayed a
homology of 83 to 91% of nucleotidic investigation
with two isolations, DZI03W20 and GU355941.1
of the GenBank by BLASTn which corresponded
to the Pepper golden mosaic virus (PepGMYV) and
the Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV). Out
of the total, 84% were bipartite and corresponded
to the treatments amashito + habanero criollo,
amashito + habanero jaguar, muela + habanero
criollo, muela + habanero jaguar and habanero
jaguar, and the remaining 16%, monopartite,
detected in the treatment of habanero criollo. The
sequences helped securely identify the presence

of begomovirus, although it is recommended to

Cuadro 2. Rendimiento total y nimero de frutos de plantas injertadas y plantas testigo de habanero criollo
y jaguar cultivados bajo condiciones de campo en Yucatan.
Table 2. Total yield and number of fruits from grafted and control creole and jaguar habanero plants sown

under field conditions in Yucatan.

Tratamiento Rendimiento (t ha™) Total de. frutos por Largo Diametro (cm)
ciclo (cm)
amashito + habanero criollo 18.3 £0.06 a* 667+27.3 ¢ 4.7+0.08 a 3.0+0.01a
amashito + habanero jaguar 18.4+0.07 a 466 +£16.7 ¢ 4.8+0.03 a 2.9+0.02b
muela + habanero criollo 18.4+0.09 a 887+15.7a 4.8+0.01 a 2.9+0.03b
muela + habanero jaguar 9.8+40.05d 585+13.6d 4.7+0.04 a 2.8+0.04 b
habanero criollo 12.2+0.08 b 760 £13.8 b 4.6+0.05a 2.8+0.03b
habanero jaguar 13.8+£0.06 ¢ 718 +£28.2 b 4.7+0.05a 2.840.01b

Z Medias con la misma letra dentro de la misma columna no son significativamente diferentes (SNK, P<0.05) /
Means with the same letter in the same column are not statistically different (SNK, P<0.05).
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largo y de 2.5 a 3.0 cm de ancho para el chile ha-
banero. Los resultados obtenidos en este estudio
demuestran que todos los tratamientos cumplen
con los parametros establecidos de la NOM, con un
rango de 4.6 a4.8 cm de largo y de 2.8 a 3.0 cm de
diametro (Cuadro 2).

Secuenciacion, analisis e identificacion de bego-
movirus. La secuenciacion de las seis muestras
positivas a begomovirus mostraron una homo-
logia del 83 al 91% de identidad nucleoétida con
dos aislados, el DZIO3W20 y el GU355941.1 del
GenBank mediante BLASTn que correspondieron
a Pepper golden mosaic virus (PepGMV) vy al To-
mato yellow leaf curl virus (TYLCV). El 84% fue-
ron bipartita y correspondieron a los tratamientos
amashito + habanero criollo, amashito + habanero
jaguar, muela + habanero criollo, muela + habane-
ro jaguar y habanero jaguar y el 16% monopartita
detectado en el tratamiento habanero criollo. Las
secuencias permitieron identificar con seguridad
la presencia de begomovirus, aunque se recomien-
da utilizar oligonucledtidos especificos para cada
uno de los virus preliminarmente identificados. So-
lamente uno de los productos de PCR enviados a
secuenciar resultd con un porcentaje de homologia
del 83%, este porcentaje puede estar asociado con
la presencia de bases no definidas (N) en algunas de
las posiciones de la secuencia resultante o a otra es-
pecie de begomovirus. Sin embargo, este porcenta-
je realmente es mayor si se considera la edicion con
base al cromatograma correspondiente; proceso no
realizado en los datos reportados. En el caso de los
begomovirus, se ha establecido que la secuencia
de una especie con una homologia >91% con todo
el genoma o parte del componente DNA-A, signi-
fica que se trata de la especie en cuestion, mien-
tras que si se tiene una homologia <91%, entonces
debe considerarse una especie nueva (Brown et al.,
2015).
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use specific oligonucleotides for each one of the
preliminarily identified viruses. Only one of the
products of PCR sent for sequencing turned out to
have a percentage ofhomology of 83%, a percentage
which may be related to the presence of undefined
bases (N) in some of the positions of the resulting
sequences or to another species of begomovirus.
However, this percentage is actually higher if we
consider the editing based on the corresponding
chromatogram, a process which was not carried out
in the data reported. In the case of begomovirus,
it has been established that the sequence of one
species with a homology >91% with the whole
genome or part of the DNA-A component, means
that we are dealing with the species in question,
whereas if there is a homology <91%, then we are
dealing with a new species (Brown et al., 2015).
Based on the results, the muela + habanero criollo
grafts conferred a higher tolerance to virosis and
had a lower white fly population. The amashito +
habanero jaguar, amashito + habanero criollo and
muela + creole habanero grafts displayed a better
agronomic behavior and crop productivity.

End of the English version ~—~——~——~——~—

Con base en los resultados, los injertos de muela
+ habanero criollo confirieron mayor tolerancia a
virosis y tuvo menor poblacion de mosca blanca.
Los injertos amashito + habanero jaguar, amashi-
to + habanero criollo y muela + habanero criollo
mostraron mejor comportamiento agronémico y
productividad del cultivo.
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Resumen. Actualmente la presencia de enfer-
medades en trigo causadas por bacterias ha incre-
mentado hasta un 15%, debido probablemente a
factores como: baja resistencia, cambio climatico y
contaminacion de semilla. El objetivo fue evaluar
tratamientos quimicos para control de bacterias en
semilla de trigo. Se utiliz6 semilla de tres varieda-
des (Galvez M87, Tlaxcala F2000 y Nana F2007)
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Abstract. Currently the presence of diseases in
wheat caused by bacteria has increased up to 15%,
probably due to factors such as: low resistance,
climate change and seed contamination. The
objective was to evaluate chemical treatments
for bacterial control in wheat seed. Seed of three
varieties (Galvez M87, Tlaxcala F2000 and Nana
F2007) from four locations were used. Treatments
were: hydrogen peroxide, sodium hypochlorite
(2% and 5%) at three-time intervals (1, 2 and 3
min), Metacaptan (80, 90 and 100 g/100 kg seed),
Cupravit Hydro (200, 300 and 400 g/100 kg seed)
and untreated check. The treated seed was sown in
Petri plates with nutritious Agar. The infected seed
percentage (PSI) and the germination percentage
(PG) were evaluated. The variance analysis showed
high significance for PSI and PG. The product with
the highest control of bacteria (Tukey, p<0.05) was
sodium hypochlorite at 5% at 2 and 3 min which
reduced the PSI by 80% compared to the check,
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y cuatro localidades. Los tratamientos fueron: pe-
roxido de hidroégeno, hipoclorito de sodio (2% y
5%) en tres intervalos de tiempo (1, 2 y 3 min),
Metacaptan (80, 90 y 100 g/100 kg de semilla), Cu-
pravit Hidro (200, 300 y 400 g/100 kg de semilla) y
testigo sin tratamiento. La semilla tratada fue sem-
brada en cajas Petri con Agar nutritivo. Se evalud
porcentaje de semilla infectada (PSI) y porcentaje
de germinacién (PG). El analisis de varianza mos-
tré alta significancia para PSI y PG. El producto
con mayor control de bacterias (Tukey, p<0.05) fue
hipoclorito de sodio al 5% a 2 y 3 min que redujo
80% el PSI en comparacion con el testigo, seguido
de hipoclorito de sodio al 2% 2 min y Metacaptan a
90 g, el menos efectivo fue peroxido de hidrogeno
a 2 min. Ninguno de los productos evaluados fue
efectivo al 100%.

Palabras clave: control, germinacion, variedades.

El trigo harinero (Triticum aestivum), es el ce-
real con mayor producciéon en el mundo (FAO,
2018). En México, durante el 2018 destacé como
el tercer cereal en importancia en cuanto a superfi-
cie sembrada (541,789 ha) (SIAP, 2019). Se prevé
que para el 2050, la demanda de trigo aumentara
un 70% debido al crecimiento de la poblacion y los
cambios en sus habitos alimentarios; sin embargo,
la produccion de trigo en los Ultimos afios se ha
visto afectada por factores biodticos (plagas y en-
fermedades) y en gran parte por factores abidticos
(suelo y clima) (Beddow et al., 2015). Dentro de
los factores bidticos, las enfermedades causadas
principalmente por hongos, destacan aquellas cau-
sadas por el género Puccinia por ser considerada la
mas destructiva del trigo y con mayores pérdidas
que ha generado en el mundo (Singh ef al., 2016).
Sin embargo, en la actualidad las bacterias fitopato-
genas han ocasionado considerables pérdidas en el
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followed by sodium hypochlorite at 2% at 2 min
and Metacaptan at 90 g, and the least effective was
hydrogen peroxide at 2 min. None of the products
evaluated were 100% effective.

Key words: control, germination, varieties.

Bread wheat (Triticum aestivum) is the most
grown cereal in the world (FAO, 2018). In Mexico,
in 2018, bread wheat was the third most important
cereal produced in terms of area sown (541,789
ha) (SIAP, 2019). Demand for wheat by 2050 is
predicted to increase by 70% due to population
growth and changes in people’s diet. However, in
recent years, wheat production has been affected
by biotic factors (pests and diseases) and mostly
by abiotic factors (soil and weather) (Beddow et
al., 2015). Among the biotic factors, disecases
mainly caused by fungi, the most important are
those caused by Puccinia, which is considered the
most devastating genus causing the greatest crop
losses in the world (Singh et al., 2016). Currently,
phytopathogenic bacteria are responsible for
considerable wheat yield losses (Adhikari et al.,
2011; Kandel et al., 2012). Nowadays, bacterial
stripe caused by Xanthomonas translucens is the
most common wheat disease (Adhikari et al.,
2011). On the other hand, Xanthomonas campestris
pv. translucens (Syn. Xanthomonas translucens pv.
undulosa) and Pseudomonas syringae pv. syringae
have re-emerged as a potential threat to bread wheat
production in the United States and other countries
in the world (Kandel et al., 2012). There has been
speculation that the re-emergence of diseases has to
do with the low level of wheat varieties resistance,
changes in the environment, especially temperature
increases during the crop cycle, cultural practices
and, probably, the evolution of pathogenic
populations, which has turned them more virulent

240



FuLLy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

cultivo (Adhikari et al., 2011; Kandel et al., 2012).
En la actualidad el rayado bacteriano causado por
Xanthomonas translucens es la enfermedad bacte-
riana mas comun de trigo (Adhikari et al., 2011).
Por otra parte, Xanthomonas campestris pv. trans-
lucens (Syn. Xanthomonas translucens pv. undu-
losa) y Pseudomonas syringae pv. syringae han
resurgido como una amenaza potencial en el trigo
harinero en los Estados Unidos y otros paises del
mundo (Kandel et al., 2012). Se ha especulado que
la causa de la reaparicion de las enfermedades es
debido a un bajo nivel de resistencia de las varieda-
des, los cambios del medio ambiente principalmen-
te el aumento de la temperatura durante el ciclo del
cultivo, las practicas culturales y probablemente la
evolucion de las poblaciones patogenas a mas viru-
lentas (Kandel et al., 2012; Avila—Quezada et al.,
2018). Diversos estudios mencionan que el proble-
ma también podria deberse a la contaminacion de
semilla siendo una restriccion para el intercambio
de germoplasma (Adhikari et al., 2011; Mezzalama,
2013). De acuerdo con Gitaitis y Walcott (2007) y
Navarrete-Maya et al. (2014), el movimiento de es-
tas semillas son fuente de indculo de patdgenos no
solo para nuevas areas sino ademas entre paises.
Estos mismos autores mencionan que las medidas
de exclusion y evasion mediante el uso de cua-
rentenas y la produccion de semillas en regiones
semiaridas son eficaces hasta cierto punto ya que
hasta el momento estas practicas no han controlado
al 100% las enfermedades bacterianas trasmitidas
por semilla. Las principales medidas de control de
enfermedades causadas por fitobacterias han sido
a través de los afos las rotaciones con cultivos no
hospedantes, la aplicacion de bacterias antagonis-
tas fluorescentes del género Pseudomonas, la pro-
duccién de semilla en regiones libres de enferme-
dad y el mejoramiento genético para obtener resis-
tencia (Sapkota et al., 2020; Valencia-Botin ef al.,
2012). La eliminacién del patégeno de la semilla
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(Kandel et al., 2012; Avila-Quezada et al., 2018).
Diverse studies mention that this could be a
problem caused by seed contamination, a factor
that restricts germplasm exchange (Adhikari ef al.,
2011; Mezzalama, 2013). According to Gitaitis
and Walcott (2007) and Navarrete-Maya et al.
(2014), seed movement is the source of pathogen’s
inoculum not only in new areas but also among
countries. The same authors mention that exclusion
and evasion measures such as quarantine and seed
production in semiarid regions are effective up to a
certain level, since these practices have not totally
controlled bacterial diseases transmitted by seed.
Over the years, the main measures for controlling
diseases caused by phytobacteria have been non-
host crop rotations, use of fluorescent antagonistic
bacteria of Pseudomonas genus, seed production
in disease-free regions and genetic improvement
to obtain resistant varieties (Sapkota et al., 2020;
Valencia-Botin et al., 2012). The elimination of
the pathogen from the seed could help to control
bacterial diseases, but the methods developed so
far are not effective. In recent years, the use of seed
chemicals treatments has quickly accelerated and
evolved due to the integration of diverse factors that
have contributed to the development of strategies
for controlling the disease (Munkvold, 2009).
For this reason, the objective of this study was to
try different chemical treatments for controlling
bacteria in wheat seed that was produced under
rainfed conditions and to determine the effect of
these products on germination.

The experiment was established in May 2018
under controlled conditions in the National
Laboratory for Rusts and Other Cereal Diseases
(LANAREC), at the Experiment Station
Valle de México of the National Institute of
Forestry, Agricultural and Livestock Research
(INIFAP). The experiment was conducted using
a completely randomized design under a factorial
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puede ayudar al control de las enfermedades
bacterianas, pero los métodos desarrollados hasta
el momento no son eficaces. Durante los tltimos
afios el uso de tratamientos quimicos a la semilla
se ha acelerado y evolucionado rapidamente ya que
diversos factores se han unido para impulsar estra-
tegias de control (Munkvold, 2009). Por lo cual, el
objetivo de la investigacion fue probar diferentes
tratamientos quimicos para el control de bacterias
en semilla de trigo producida bajo condiciones de
temporal y determinar el efecto de los productos en
la germinacion.

El experimento fue establecido durante el mes
de mayo del 2018 bajo condiciones controladas
en el Laboratorio Nacional de Royas y Otras En-
fermedades de Cereales (LANAREC), ubicado en
el Campo Experimental Valle de México, pertene-
ciente al Instituto Nacional de Investigaciones Fo-
restales Agricolas y Pecuarias. Se utiliz6 un disefio
completamente al azar bajo un arreglo factorial con
tres repeticiones (3x16x4x3; variedades, tratamien-
tos quimicos, localidades y repeticiones). Se eva-
luaron lotes de semilla de tres variedades de trigo
harinero recomendadas para siembras de temporal:
Galvez M87, Tlaxcala F2000 y Nana F2007; di-
chas variedades representan diferentes épocas de
liberacion comercial. Los lotes de semilla (100 g) de
los tres genotipos fue semilla proveniente de cuatro
localidades: Terrenate y Nanacamilpa, Tlaxcala;
Chapingo, Edo. de México y, Cuyoaco, Puebla; las
cuales en evaluacidn previa se determind que eran
portadoras de bacterias saprofitas y fitopatogenas
principalmente del género Pseudomonas (datos
sin publicar). Los 16 tratamientos quimicos (inclu-
yendo el testigo) a la semilla fueron: perdxido de
hidrogeno (agua oxigenada al 3%) a 1, 2 y 3 min;
hipoclorito de sodio (Cloralex) al 2% y 5% a 1, 2
y 3 min, Metoxicloro+Captan (Metacaptan) a 80,
90 y 100 g/100 kg de semilla e Hidroxido cupri-
co (Cupravit Hidro) a 200, 300 y 400 g/100 kg de

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2020

arrangement with three replications (3x16x4x3):
varieties, chemical treatments, locations and
replications. Seed lots of three bread wheat
varieties recommended for rainfed conditions
were evaluated: Galvez M87, Tlaxcala F2000 and
Nana F2007. These varieties are representative of
different commercial release cycles. The seed lots
(100 g) of the three seed genotypes came from four
locations: Terrenate and Nanacamilpa, Tlaxcala;
Chapingo, State of Mexico; and Cuyoaco, Puebla.
Previous evaluations showed that these genotypes
were saprophytic and phytopathogenic bacteria
carriers, mainly of Pseudomonas genus (data not
published). The 16 treatments used (including the
check) were hydrogen peroxide (3% oxygenated
water) for 1, 2 and 3 min; 2% and 5% sodium
hypochlorite (Cloralex) for 1, 2 and 3 min,
Methoxychlor+Captan (Metacaptan) to 80, 90
and 100 g/100 kg of seed, and copper hydroxide
(Cupravit Hidro) to 200, 300 and 400 g/100 kg
of seed; and seed with no chemical treatment.
Hydrogen peroxide was applied to seed by
immersion. In the case of Metacaptan and Cupravit
Hidro, the products were first mixed with water
and then applied to the seed. Once the chemical
treatment was applied, the seed of each of the 576
treatments, which resulted from the combination of
all the factors involved in the experiment design,
were sown in plates containing nutritive agar.
The experiment unit consisted of 10 seeds taken
at random per plate (Warham et al., 1997). They
were then incubated at 25 to 28 °C for six days. The
evaluated variables were infected seed percentage
(PSI; seeds with bacterial exudate) and germination
percentage (PG), which were obtained by visually
counting each variable in relation to the total
number of seeds in each plate. Two evaluations
were carried out. The first was made three days after
sowing, and the second, six days after sowing. The
obtained data were subjected to statistical analysis
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semilla; y semilla sin ninglin tratamiento quimico.
Para peroxido de hidrégeno e hipoclorito de sodio
el tratamiento fue por inmersion; mientras que para
Metacapatan y Cupravit Hidro el producto se mez-
cloé con agua y se impregno a la semilla. Después
de recibir el tratamiento quimico, las semillas de
cada uno de los 576 tratamientos, originados por la
combinacion de todos los factores involucrados en
el disefio experimental, fueron sembradas en placa
con medio Agar nutritivo. La unidad experimental
consistio de 10 semillas tomadas al azar por placa
(Warham et al., 1997). Posteriormente se incuba-
ron en un rango de temperatura de 25 a 28 °C du-
rante tres a seis dias. Las variables evaluadas fue-
ron porcentaje de semillas infectadas (PSI; semillas
con presencia de exudado bacteriano) y porcentaje
de germinacion (PG), obtenidas mediante un con-
teo visual para cada variable en relacion al nume-
ro total de semillas contenidas en cada placa. Se
registraron dos evaluaciones, la primera a los tres
dias después de la siembra y la segunda a los seis
dias. Los datos fueron analizados estadisticamente
con el programa SAS 9.1.3 (SAS Institute®, EUA)
y se realizaron comparaciones de medias para las
variables en estudio mediante la prueba de Tukey
(»=0.05).

El anélisis de varianza para las variables eva-
luadas mostro diferencias estadisticas altamente
significativas para el origen de la semilla (locali-
dades), variedades y el tratamiento quimico en sus
respectivas dosis y/o tiempos de exposicion. Para
la interaccion variedad*producto tnicamente para
la variable PSI fue estadisticamente significativa;
mientras que en PG no se observaron diferencias
estadisticas significativas, aunque si mostrd ten-
dencias negativas al aumentar el tiempo de expo-
sicion.

La comparacion de los valores promedio de
porcentaje de semilla infectada obtenidos por loca-
lidad (Cuadro 1) muestran que, para la semilla de
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using SAS 9.1.3 (SAS Institute®, United States)
and the means of the variables were compared by
applying Tukey’s test (p<0.05).

The analysis of variance of the evaluated
variables showed highly significant statistical
differences for seed origin (locations), varieties and
chemical treatments at the corresponding doses
and/or time exposure. For the variety*product
interaction, only the PSI variable was statistically
significant, and though no significant statistical
differences were found in PG, it showed negative
tendencies by increasing the exposure time.

The comparison of the average values of the
infected seed percentage per location (Table 1)
showed that the seed of the different varieties
harvested in Terrenate, Tlaxcala, had a higher
level of bacteria incidence with 62% of infected
seed. Seed collected in Nanacamilpa, Tlaxcala,
showed a lower level of bacteria incidence (27%
of infected seeds). These results may be attributed
to the environmental conditions prevailing in each
location, and that, according to Villasefior and
Espitia (2000), the first location is considered as an
intermediate production environment where rainfall
ranges from 400 to 600 mm during the crop growth
stage and the main problems are poorly distributed
rainfall, high temperatures and foliar diseases.
On the other hand, Nanacamilpa is considered a
location with favorable production conditions with
amounts of rainfall greater than 600 mm, usually
well distributed, and mild temperature.

Regarding PG, the greatest problems were found
in Terrenate, which only reached 55% germination,
a fact that could indicate that there is a relation
between seed infection and seed germination. The
best average value of PG (80.6%) was observed
in Chapingo, followed by Nanacamilpa (73.0%)
(Table 1), whose response is probably influenced
by the prevailing conditions in this region, which
are ideal for other diseases but limited for bacteria.
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Cuadro 1. Comparacion de medias para las variables porcentaje
de semilla infectada con bacteria (PSI) y porcentaje de
germinacion (PG) de cuatro localidades y tres variedades de

trigo.

Table 1. Comparison of means of the percentage of seed infected (PSI) by
bacteria and germination percentage (PG) of four locations and

three wheat varieties.

PSI (%) PG (%)
Localidades
Terrenate, Tlaxcala 62.0a 55.0c¢c
Cuyoaco, Puebla 49.0b 68.4Db
Chapingo, Edo. de México 434c¢ 80.6 a
Nanacamilpa, Tlaxcala 27.7d 73.0b
DHS 0.46 0.51
Variedades
Tlaxcala F2000 48.9 a 78.8 a
Nana F2007 458 a 70.9 b
Galvez M87 41.7b 58.1¢c
DHS 0.36 0.4

PSI: porcentaje de semillas infectadas; PG: porcentaje de germinacion. DHS:
diferencia honesta significativa. Valores con letra similares dentro de columnas
son estadisticamente iguales (Tukey p<0.05) / PSI: infected seed percentage;
PG: germination percentage. SHD = significant honest difference. Values with
similar letters in the columns are statistically equal (Tukey p<0.05).

las diferentes variedades cosechadas en Terrenate,
Tlax., existen mayores problemas de incidencia de
bacterias con 62% de semillas infectadas. La semi-
lla obtenida en la localidad con menor incidencia
de bacterias fue Nanacamilpa, Tlax. (27% semi-
llas infectadas). Estos resultados probablemente se
deban a las condiciones ambientales que prevale-
cen en cada localidad evaluada y que de acuerdo
a Villasenor y Espitia (2000) la primera localidad
es considerada como un ambiente de produccion
intermedio donde la precipitacion oscila entre los
400 a 600 mm durante la estacion de crecimien-
to del cultivo y las principales problematicas son
precipitacion mal distribuida, temperaturas altas y
presencia de enfermedades foliares. Por otra parte,
Nanacamilpa es considerada una localidad de pro-
duccion favorable con precipitaciones mayores a
los 600 mm, generalmente bien distribuidas y tem-
peraturas medias.
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The varieties mean indicates that there is a
higher level of variation and that, for this reason,
their performance varies under the environmental
conditions in the evaluated sites. The differences
identified in PSI were not statistically significant
between varieties Tlaxcala F2000 and Nana F2007,
but they were in Galvez M87 (Table 1). This result
could indicate that of the three evaluated varieties,
Galvez M87 probably has genes that confer
resistance to bacteria, and/or because it is an early
cycle variety (45 days to heading), this trait helps
it escape the disease, as mentioned by Hortelano-
Santa Rosa et al. (2016). On the other hand, when
the PG results were compared, each variety also
showed different performance. Tlaxcala F2000
had the highest PG, whose value was statistically
higher than the value of Nana F2007 and Galvez
MR&7, as shown in Table 1.
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En el caso de PG se observo que los mayores
problemas se tuvieron nuevamente en Terrenate,
alcanzando solo 55% de germinacion lo cual indi-
caria una relacion entre la presencia de infeccion
por bacterias y germinacion de la semilla. En la
localidad de Chapingo, se observo el mejor valor
promedio para esta variable (80.6%), seguido de
Nanacamilpa (73.0%) (Cuadro 1), cuya respuesta
es probablemente influenciada por las condiciones
que prevalecen en estas regiones las cuales resultan
idoneas para otras enfermedades, mientras que para
bacterias es limitada.

El promedio de las variedades indica que exis-
te mayor variacion, por lo que las variedades se
comportan de manera diferente a las condiciones
ambientales de los sitios de evaluacion. Las dife-
rencias identificadas en PSI no fueron significati-
vas estadisticamente entre las variedades Tlaxca-
la F2000 y Nana F2007, pero si en Galvez M87
(Cuadro 1). Lo que podria indicar que, de las tres
variedades evaluadas, Galvez M87 probablemente
posea genes que le confieren resistencia a bacterias
y/o debido a que es una variedad de ciclo precoz
(45 dias a espigamiento), esta caracteristica le per-
mita tener escape a la enfermedad como lo mencio-
nan Hortelano-Santa Rosa et al. (2016). Por otra
parte, al comparar los resultados obtenidos en PG,
se observo también un comportamiento diferente
de cada variedad. El mayor porcentaje de germina-
cion se registro en Tlaxcala F2000 cuyo valor fue
estadisticamente superior a Nana F2007 y Galvez
MS87 como se indica en el Cuadro 1.

Los resultados de la comparacion de medias
para los diferentes productos y tiempo de exposi-
cion (tratamientos quimicos) en el Cuadro 2, mues-
tran diferencias estadisticas contrastantes entre los
valores observados para cada tratamiento aplicado
a las variedades evaluadas. El hipoclorito de sodio
al 5% a 2 y 3 min, fue el tratamiento mas efectivo
en la reduccion del PSI cuyos valores fueron es-
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The results of means comparison of the different
products and exposure time (chemical treatments)
in Table 2, show statistically contrasting differences
among the values observed in each treatment
applied to the evaluated varieties. The most
effective treatment to reduce PSI was 5% sodium
hypochlorite at 2 and 3 min, whose values were
statistically like the values obtained when using
2% sodium hypochlorite. Although the values do
not show statistical differences, there is a numerical
superiority in the case of 5% sodium hypochlorite at
different exposure times. For the seed treated with
Metacaptan, the values were statistically similar
to those obtained using 2% sodium hypochlorite,
except at a 90 g dose, where the mean value was
statistically similar that obtained using 5% sodium
hypochlorite (Table 2). The treatments with copper
hydroxide were more effective at low doses (200 g).
However, our results are not satisfactory due to the
high percentage of infected seeds (55% of infected
seed). In the case of seed treated with hydrogen
peroxide, the infection values were very high and
the three-time intervals for the treatment were
statistically similar. The check treatment had the
highest percentage of infected seeds (93.9%), and
as expected, the control of bacterial infection was
statistically null. However, the PG was more than
10% higher compared to the PG of the treatment
with copper hydroxide (300 g/100 kg of seed)
(Table 2).

In the PG wvariable, the performance was
very similar to the control in PSI. The highest
germination percentage was obtained with 5%
sodium hypochlorite at 1 min, with an average
value of 82%. This value is statistically similar to
that obtained with sodium hypochlorite at 2 min,
which, when compared to the PSI values, showed
the best bacterial control. Although the variations
in the average response to the PG treatments are
more contrasting between and among the groups
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Cuadro 2. Comportamiento promedio de incidencia de bacterias en semilla y porcentaje de ger-
minacion para tratamientos quimicos aplicados en tres variedades de trigo harinero

y cuatro localidades.

Table 2. Average performance of the level of incidence of bacteria in seed and germination
percentage of the chemical treatments applied to three bread wheat varieties and four

locations.
Tratamiento PSI PG
Testigo sin tratar 939a 68.6 abed
Peroxido de hidrogeno 1 min 70.6 cb 79.2 ab
Peroxido de hidrégeno 2 min 76.1b 65.0 cd
Perdxido de hidrégeno 3 min 68.6 cb 59.2d
Hidréxido ctprico 200 g/100 kg semilla 55.1d 69.2 abed
Hidréxido ctprico 300 g/100 kg semilla 63.1cd 56.6d
Hidroxido ctprico 400 g/100 kg semilla 64.7 cbd 57.5d
Metoxicloro+Captan 80 g/100 kg semilla 333e¢ 74.2 abc
Metoxicloro+Captan 90g/100 kg semilla 29.4 fe 65.0 cd
Metoxicloro+Captan 100 g/100 kg semilla 344e 68.1 bed
Hipoclorito de sodio al 2 % 1 min 26.9 fe 79.4 ab
Hipoclorito de sodio al 2 % 2 min 23.9 fe 76.1 abc
Hipoclorito de sodio al 2 % 3 min 27.2 fe 67.8 bed
Hipoclorito de sodio (CLORALEX 5%) 1 min 22.2 fe 81.9a
Hipoclorito de sodio (CLORALEX 5%) 2 min 189 f 76.3 abc
Hipoclorito de sodio (CLORALEX 5%) 3 min 18.6 f 64.3 cd
DHS 1.23 1.36

PSI: porcentaje de semilla infectada; PG: porcentaje de germinacion. DHS: diferencia honesta signi-
ficativa. Valores con letra similares dentro de columnas son estadisticamente iguales (Tukey p<0.05)
/ PSI: infected seed percentage; PG: germination percentage. SHD = significant honest difference.
Values with similar letters in the columns are statistically equal (Tukey p<0.05).

tadisticamente similares a los observados con los
tratamientos de hipoclorito de sodio al 2%. Aunque
los valores obtenidos no muestran diferencias esta-
disticas, numéricamente se observa una superiori-
dad para hipoclorito de sodio al 5% en sus distintos
tiempos de exposicion. Para los tratamientos con
Metacaptan, los valores observados fueron estadis-
ticamente similares a los obtenidos para hipoclorito
de sodio al 2%, con excepcion de la dosis a 90 g
cuyo valor promedio fue similar estadisticamente
a los valores obtenidos con hipoclorito de sodio
al 5% (Cuadro 2). Los tratamientos de hidroxido
cuiprico mostraron un mayor control cuando se uti-
lizan dosis bajas (200 g); sin embargo, los resulta-
dos obtenidos no son satisfactorios debido al alto
porcentaje de semillas infectadas (55% de semilla
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of products, it can be generally observed that
treatments with hydrogen peroxide and copper
hydroxide have the lowest germination percentages
and are directly related to the control of the
incidence; they are also the treatments with the
lowest control in this study.

In the case of the control, the mean germination
percentage is statistically similar to that of all the
chemical treatments, when all the treatments were
conjunctly analyzed; showed that the time interval
or the product dose has a significant influence in
the response of seed germination. The germination
value of the check is not affected as it happens in
the treatments to which some chemical product
is applied though there is no control of bacteria
incidence in the check. These results agree with the

246



FuLLy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

infectada). En el caso del tratamiento con peroxi-
do de hidrogeno, se observaron valores de infec-
cion muy altos siendo estadisticamente similares
los tres tiempos utilizados para este tratamiento. El
tratamiento testigo mostré el mayor porcentaje de
semillas infectadas (93.9 %) como se esperaria, el
control de la infeccion por bacterias fue estadisti-
camente nulo. Sin embargo, en el PG fue superior
en mas del 10% con respecto al PG obtenido por el
tratamiento del Hidroxido ctprico 300 g/100 kg de
semilla (Cuadro 2).

Para la variable PG, se observé un comporta-
miento similar al control observado en PSI. El
mayor porcentaje de germinacion se tuvo con hi-
poclorito de sodio al 5% a 1 min siendo su valor
promedio de 82%; este valor es similar estadistica-
mente al obtenido con hipoclorito de sodio a 2 min
lo cual, al compararlos con los valores de PSI, se
tienen los mejores controles de bacteria. No obs-
tante, que la variacion en la respuesta promedio
de los tratamientos para PG son mas contrastantes
entre y dentro de grupos de productos, es posible
observar de manera general que, en los tratamien-
tos con peroxido de hidrogeno e Hidroxido cliprico
se tienen los menores porcentajes de germinacion
cuya relacion directa en el control de la incidencia,
también son los que menor control tienen en este
estudio. En el caso del testigo, el porcentaje pro-
medio de germinacion muestra similitud estadisti-
ca con todos los tratamientos quimicos, lo cual, al
analizar a todos los tratamientos en su conjunto, se
observa que el tiempo o dosis de producto influye
significativamente en la respuesta a la germinacion
de las semillas, y dado que, en el testigo, aunque no
se tiene control de la incidencia de bacterias, su va-
lor de germinacion no se ve afectado, como ocurre
en los tratamientos donde se aplica algun producto
quimico. Dichos resultados concuerdan con lo re-
portado por Lozano-Ramirez et al. (2006), quienes
indican que al aplicar a la semilla de trigo la mezcla
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results reported by Lozano-Ramirez et al. (20006),
who indicated that when a mixture of four active
ingredients (carboxine+captan-+thiram+tebuconazo
le) was used to control Fusarium graminearum, the
germination percentage was affected and reduced
to 85.5% compared to that of the control (97%).
Currently, with the re-emergence of
phytopathological problems caused by bacteria,
as pointed out by Adhikari er al. (2011) and
Kandel et al. (2012); considering that one of the
main means of bacterial diseases dispersal is seed,
germplasm exchange and seed movement from
one site to another, as indicated by Navarrete-
Maya et al. (2014), Gitaitis and Walcott (2007);
and, because of the short availability of genetically
resistant wheat germplasm (Sapkota et al., 2020),
chemical treatments can be one of the most viable
measures for seed treatment, as indicated by
Munkvold (2009), which entails the decrease of
the level of incidence and dispersal of bacterial and
phytopathogenic fungi in wheat crops, since these
factors limit the yield potential of the genotype.
Although the best bacterial control was
achieved with 5% sodium hypochlorite (Cloralex
commercial product), when the seed is exposed for
long periods, the percentage germination is affected.
Maeso and Walasek (2012) reported an effective
control (99%) using sodium hypochlorite 1% of
active chlorine in a treatment applied to tomato
seed to protect it against bacterial canker caused by
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
without affecting germination. Currently, the
main objective of seed treatments is to control
fungi. Yet, it is also important to consider bacteria,
and, for this reason, a treatment with Metacaptan
(Metoxicloro+Captan) ata higher dose (90 g/100 kg/
seed) than the recommended (80 g/100 kg/ of seed)
is a viable option. Regarding copper hydroxide,
Forster and Schaad (1988) reported an effective
control in Xanthomonas campestris pv. translucens
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de cuatro ingredientes activos (carboxina+captan+
thiram+tebuconazole) para el control de Fusarium
graminearum, ¢l porcentaje de germinacion fue
afectada disminuyendo en un 84.5% en compara-
cion con el testigo que fue de un 97%.

En la actualidad con el resurgimiento de los
problemas fitopatoldgicos causados por bacterias
como lo indican Adhikari et al. (2011) y Kandel et
al. (2012) considerando que uno de los principales
medios de propagacion de las enfermedades causa-
das por bacterias es por medio de la semilla, por el
intercambio de germoplasma y por el movimiento
de esta de un sitio a otro como lo indican Navarre-
te-Maya et al. (2014) y Gitaitis y Walcott (2007) y,
debido a la limitada disponibilidad de germoplas-
ma de trigo con resistencia genética (Sapkota et al.,
2020), el tratamiento quimico puede ser una de las
medidas mas viables para el tratamiento de semilla
como lo indica Munkvold (2009) y que conlleva a
disminuir la incidencia y diseminacion de bacterias
y hongos fitopatdogenos en el cultivo de trigo, que
afectan la calidad fisioldgica de la semilla y que
limitan explotar el potencial de rendimiento del ge-
notipo.

El mejor control de bacterias se obtuvo con hi-
poclorito de sodio al 5% (producto comercial Clo-
ralex), aunque a tiempos prolongados de exposi-
cion de la semilla, el porcentaje de germinacion se
ve afectado. Maeso y Walasek (2012) reportaron un
control efectivo (99%) con hipoclorito de sodio 1%
de cloro activo, para el tratamiento de semilla de
tomate contra cancro bacteriano causado por Cla-
vibacter michiganensis subsp. michiganensis, sin
efecto en la geminacion. En la actualidad el prin-
cipal objetivo de tratar la semilla es para el control
de hongos; pero es importante considerar también
a las bacterias, por lo que el tratamiento con Meta-
captan (Metoxicloro+Captan) a una dosis mas alta
(90 g/100 kg/semilla) de la recomendada (80 g/ 100
kg/ semilla) es una opcion viable. Para el Hidroxido
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(Syn. Xanthomonas translucens pv. undulosa)) in
seed treatments at a dose of 260 mL/100 kg of seed.
However, in this study, the obtained results were
not satisfactory because other products were more
effective (5% sodium hypochlorite). It is important
to consider the combination of chemotherapy and
thermotherapy studies in further research since
these could provide a more effective control.

Based on the results of this study, the best
product (effective and low-cost) for controlling
bacteria was 5% sodium hypochlorite at 2 and 3
min, followed by 2% sodium hypochlorite at 2
min, and Metacaptan at 90 g. However, when using
5% sodium hypochlorite at 3 min, germination
was reduced by 17%. The least effective product
was hydrogen peroxide at 2 min, but none of the
products used was 100% effective for controlling
bacteria. Currently, it is important to highlight that
the genetic improvement programs should take
into consideration the diseases caused by bacteria
given that the crop yield and economic losses are
significant and there is no genetic resistance to
address this problem.

End of the English version ~~—~——~——~—

cuprico Forster y Schaad (1988), reportaron un
control efectivo para Xanthomonas campestris pv.
translucens (Syn. Xanthomonas translucens pv. un-
dulosa), tratando la semilla de trigo a una dosis de
260 mL/100 kg de semilla, no obstante, en el pre-
sente estudio los resultados no fueron satisfactorios
ya que otros productos tuvieron mayor efectividad
(hipoclorito de sodio al 5%). Es importante consi-
derar para futuros estudios conjuntar quimioterapia
y termoterapia lo que podria llegar a un control mas
eficiente.
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Con el presente estudio, se determind que el
mejor producto (eficiente y de bajo costo) para el
control de bacterias fue hipoclorito de sodio al 5%
a 2y 3 min, seguido de hipoclorito de sodio al 2%
por 2 min y Metacaptan a 90 g; sin embargo, hipo-
clorito de sodio al 5% durante 3 min afecto la ger-
minacion en un 17%. El producto menos efectivo
fue peroxido de hidrogeno a 2 min; no obstante,
ningun producto aplicado funcion6 al 100% en el
control de bacterias. En la actualidad es importante
considerar en los programas de mejoramiento ge-
nético a las enfermedades causadas por bacterias,
ya que las pérdidas del rendimiento y econémicas
estan siendo significativas y no existe resistencia
genética para esta problematica.
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Resumen. Aunque los cactus estin bien adap-
tados a los climas semiaridos brasilefos, corren
el riesgo de verse afectados por importantes pro-
blemas fitosanitarios, causando graves dafios a su
desarrollo. Por lo tanto, el diagnostico correcto del
agente etiologico es el paso mas importante para
apoyar la recomendacion de estrategias de control
eficientes. El objetivo de este estudio fue identifi-
car agentes etiologicos causantes de enfermedades
en cladodios de mandacaru (Cereus jamacaru) y
mandacaru sin espinas (C. hildmannianus). Los
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Abstract. Although cacti are well adapted to the
climatic rigors of the Brazilian semiarid region,
they run the risk of being affected by important
phytosanitary problems. These problems cause
seriousdamageduringtheirdevelopment. Therefore,
the correct diagnosis of the etiologic agent is the
most important step to enable the recommendation
of efficient control strategies. The objective of this
study was to identify etiological agents that caused
diseases in mandacaru cladodes (Cereus jamacaru)
and mandacaru spineless (C. hildmannianus).
The cladodes were collected from infected plants
in the field in the Sitio Paraiso community, in the
municipality of Prata, State of Paraiba, Brazil. They
were analyzed at the Phytopathology Laboratory/
CCA/UFPB. The fungal structures were observed
under optical microscopy, from vegetative and
reproductive structures of the fungi grown in PDA
(potato-dextrose-agar) medium at 25 +£2 °C and
under a photoperiod of 12 h of light. The genera
were observed: Aspergillus niger, Aspergillus sp.,
Cladosporium sp., Colletotrichum sp., Curvularia
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cladodios se recolectaron de plantas infectadas en
condiciones de campo en la comunidad de Sitio Pa-
raiso, en el municipio de Prata, Estado de Paraiba,
Brasil, y se enviaron para su analisis en el Labora-
torio de Fitopatologia/CCA/UFPB. Las estructuras
fingicas se observaron bajo el microscopio dptico,
a partir de estructuras vegetativas y reproductivas
de los hongos cultivados en medio PDA (papa-dex-
trosa-agar) a 25 £2 °C y bajo 12 h de fotoperiodo
de luz. Los géneros que se observaron fueron: A4s-
pergillus niger, Aspergillus sp., Cladosporium sp.,
Colletotrichum sp., Curvularia sp., Fusarium sp.,
Rhizopus sp. y Scytalidium lignicola. Los hongos
Colletotrichum sp. y S. lignicola se consideran los
primeros informes en cladodios de Cereus jacama-
ru'y C. hildemannianus en el Estado de Paraiba,
Brasil.

Palabras clave: Cactaceae, mandacaru, noroeste,
sanidad, semiarido brasileiro

La familia de las cactaceas es endémica del con-
tinente americano, donde presenta una alta riqueza
de especies y abundancia. La familia incluye mas
de 1,500 especies distribuidas a nivel mundial, ha-
bitando diferentes ambientes, desde tierras secas
hasta selvas humedas. Han evolucionado hasta
adaptarse morfoldgicamente y fisioldgicamente a
climas extremos (Cavalcante et al., 2013). Las cac-
taceas suelen ser usadas como plantas ornamenta-
les, aunque también crecen como plantas salvajes
en regiones aridas y semiaridas. Ademas, pueden
ser usadas como parte importante de la nutricion
humana, debido a la calidad y el sabor de sus fru-
tos, que se pueden consumir frescos, y los jovenes
cladodios pueden ser usados como vegetales en en-
saladas (Shetty et al., 2012).

El mandacaru (Cereus jamacaru) y otras cacta-
ceas nativas presentan una amplia distribucion en
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sp., Fusarium sp., Rhizopus sp. and Scytalidium
lignicola. The fungi Colletotrichum sp. and S.
lignicola are considered the first reports of episodes
of Cereus jacamaru and C. hildemannianus in State
of Paraiba, Brazil.

Key words: Cactaceae, mandacaru, northeast,
health, Brazilian semiarid region

The family Cactaceae is native to the American
continent, where it displays high species richness
and abundance. The family includes over 1,500
species distributed worldwide, inhabiting different
environments from drylands to wet forests.
They have evolved to be morphologically and
physiologically adapted to extreme climates
(Cavalcante et al., 2013). Cacti often used as
ornamental plants, but they also grow as wild plants
in arid and semiarid regions. Moreover, they can be
used as an important part of human nutrition due to
the quality and flavor of their fruit, which can be
consumed fresh, and the use of young cladodes as
vegetables in salads (Shetty et al., 2012).

Mandacaru (Cereus jamacaru) and other native
cacti are widely distributed in the Caatinga biome,
and their presence is important to the fauna and flora
of the ecosystem. Mandacaru is used as a source
of water during long droughts. In Brazil, it is also
used as a strategic forage resource by producers
to meet the nutritional demand of ruminants
in the dry season (Silva et al., 2010). Cereus
hildmannianus, a spineless type of mandacaru, is
used as an ornamental plant, and it is nutritious for
animals due to its high protein content of 10.7%
(Silva et al., 2017). As a forage alternative, the
spineless mandacaru may represent an advance in
animal nutrition. The absence of spines facilitates
its cultivation as well as the feeding process to
livestock (Santos and Souza, 2016).
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el bioma de Caatinga y su presencia es importante
para la fauna y la flora del ecosistema. El manda-
caru es utilizado como Fuente de agua durante se-
quias prolongadas. En Brasil, también se usa como
forraje estratégico por parte de productores para
satisfacer la demanda nutricional de rumiantes en
épocas de sequia (Silva et al., 2010). Cereus hild-
mannianus, un tipo de mandacaru sin espinas, es
usado como planta ornamental y es nutritivo para los
animales, debido a su elevado contenido de proteini-
co de 10.7% (Silva et al., 2017). Como alternativa
de forraje, el mandacaru sin espinas puede represen-
tar un avance en la nutricién animal. La ausencia de
espinas facilita su cultivo, asi como el proceso de
alimentacién de ganado (Santos y Souza, 2016).

Estas cactaceas son sujetas a ataques de patoge-
nos, en especial de hongos, que preferencialmente
afectan la porcion apical del cladodio. Colletotri-
chum gloeosporioides, Dichotomophthora cacta-
cearum, Lasiodiplodia theobromae, Phoma sp.,
Phytophthora sp., y Scytalidium lignicola, fueron
identificados entre otros como patdégenos de plan-
tas de mandacaru (C. jamacaru) en el estado bra-
silefio de Ceara (Freire, 2009). Sin embargo, pocos
estudios han descrito el dafio causado por enferme-
dades fungicas a plantas del género Cereus. Tales
estudios podrian identificar le etiologia de la enfer-
medad y coadyuvar en el desarrollo de estrategias
de manejo.

La introduccion de nuevas variedades de plan-
tas ornamentales se ha visto acelerada, en especial
mediante el uso de semillas, cortes y otros propagu-
los sin certificacion. Estos pueden ingresar nuevos
patogenos al pais. Por ende, la presencia de hongos
puede conducir a pérdidas significativas relaciona-
das con enfermedades, debido al uso de semillas o
propagulos contaminados o infectados (Barreto et
al., 2011). El objetivo de este estudio fue identificar
agentes causales de enfermedades en cladodios de
mandacaru y mandacaru sin espinas.
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These cacti are subject to pathogen attacks,
particularly fungi, that preferentially affect the apical
portion of the cladode. Identified Colletotrichum
gloeosporioides, Dichotomophthora cactacearum,
Lasiodiplodia theobromae, Phoma sp.,
Phytophthora sp., Scytalidium lignicola, among
others, as pathogens of mandacaru (C. jamacaru)
plants in the Brazilian state of Ceara (Freire, 2009).
However, few studies have described the damage
caused by fungal diseases to plants of the genus
Cereus. Such studies could clarify the etiology
of the disease and aid in the development of
management strategies.

The introduction of new ornamental plants
varieties has accelerated, particularly through the
use of seeds, cuttings and other propagules without
certification. These can carry new pathogens into
the country. Thus, the presence of fungi can lead
to significant disease-related losses due to the use
of contaminated or infected seeds or propagules
(Barreto et al., 2011). The objective of this study
was to identify causative agents of diseases in
cladodes of mandacaru and spineless mandacaru.

Cladodes were collected in the sampling point
07° 44> 36.8” S and 37° 03 16.4” W at the Sitio
Paraiso community, located in the municipality
of Prata, State of Paraiba, Brazil. The infected
cladodes were transported to the Laboratory of
Phytopathology, in the Department of Plant and
Environmental Sciences, Federal University of
Paraiba, located in the city of Areia.

Cladodes that presented symptoms of the disease
were washed and air-dried at room temperature
(25 £2 °C). Tissue fragments were removed using
a sterile scalpel to collect parts of the infected
cladode tissue. The fragments were disinfected
using 70% ethanol for 30 seconds, followed by 1%
sodium hypochlorite for 1 minute, and they were
rinsed with sterile deionized water. Five tissue
fragments were incubated in potato-dextrose-agar
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Se colectaron cladodios en el punto de muestreo
07°44°36.8” Sy 37°03* 16.4” O en la comunidad
de Sitio Paraiso, ubicada en el municipio de Prata,
estado de Paraiba, Brasil. Los cladodios infectados
fueron transportados al Laboratorio de Fitopatolo-
gia, en el Departamento de Ciencias Vegetales y
Ambientales, Universidad Federal de Paraiba, ubi-
cada en la ciudad de Areia.

Los cladodios que presentaron sintomas de la
enfermedad se lavaron y secaron al aire a tempera-
tura ambiente (25 £ 2 °C). Se removieron fragmen-
tos de tejidos con un bisturi para recolectar partes
del tejido de cladodio infectados. Los fragmentos
se desinfectaron usando etanol al 70% durante 30
segundos, seguido de hipoclorito de sodio al 1% por
un minuto, y luego se enjugaron con agua esterili-
zada desionizada. Se incubaron cinco fragmentos
de tejido en un medio de papa-dextrosa-agar (PDA)
a 25 °C, con un fotoperiodo de 12 h de luz:12 h de
oscuridad en una camara de demanda de oxigeno
bioquimica.

La identificacion de los hongos se llevo a cabo
después de 7 dias de incubacion, basada en la se-
paracion fisica de los hongos promovidos por el
tejido hospedante, usando un microscopio optico
y un estereoscopio. Las estructuras morfologicas y
reproductivas de los hongos se compararon con las
descripciones en la literatura (Seifert et al., 2011).
Por tultimo, se determind la ocurrencia de hongos
asociados con cualquier tipo de mandacaru.

En la prueba de patogenicidad se utilizaron
plantas sanas, de 90 dias de edad, sembradas en in-
vernadero en macetas de 1.5 dm® llenas de tierra
estéril. Se usaron aislamientos de plantas sintoma-
ticas obtenidas por aislamiento indirecto, siguiendo
las indicaciones descritas anteriormente, dando un
total de cinco plantas por aislamiento. Las plantas
fueron inoculadas por la aspersion de los cladodios
con una suspension de conidios a 1x10° unidades
formadoras de colonia (UFC) mL"! de los Colleto-
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(PDA) medium at 25 °C, with a photoperiod of 12
h light:12 h dark in a biochemical oxygen demand
chamber.

Fungi identification was performed after
seven days of incubation based on the physical
separation of the fungi promoted by the host tissue,
using an optical microscope and stereoscope. The
morphological and reproductive structures of the
fungi were compared with literature descriptions
(Seifert et al., 2011). Lastly, the occurrence of
fungi associated with either type of mandacaru was
determined.

Healthy plants aged 90 days, grown in the
greenhouse in 1.5 dm® pots filled with sterile soil
were used in the pathogenicity test. Isolates from
symptomatic plants obtained through indirect
isolation as described above were used, totaling
five plants per isolate. Plants were inoculated by
spraying the cladodes with a conidia suspension
at 1x10° colony forming units (CFU) mL™ of the
Colletotrichum sp. and Scytalidium lignicola
because it was the fungi that had the highest disease
intensity in the evaluated cladodes. Controls were
sprayed with sterile deionized water. After spraying
using a manual spray bottle to the point of dripping,
cladodes were covered with polyethylene bags
wetted with sterile deionized water and incubated in
a moist chamber for 24 h. The inoculated cladodes
were kept under greenhouse conditions until the
onset of symptoms.

Based on the micro-morphological
characteristics of the conidia, the following fungi
were identified: Aspergillus niger, Aspergillus sp.,
Cladosporium sp., Colletotrichum sp., Fusarium
sp., and Scytalidium lignicola in Cereus jamacaru
cladodes and Aspergillus niger, Aspergillus sp.,
Rhizopus sp., Scytalidium lignicola, Fusarium sp.
and Curvularia sp. in material isolated from C.
hildmannianus. Similar fungi were identified by
Freire (2009) in a study of mandacaru pathogens
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trichum sp. y Scytalidium lignicola, debido a que
fue el hongo con la mayor intensidad de la enfer-
medad en los cladodios evaluados. Los testigos fue-
ron rociados con agua estéril desionizada. Después
de rociar con una botella de espray manual hasta
el punto de goteo, los cladodios se cubrieron con
bolsas de polietileno humedecidas con agua esté-
ril desionizada e incubados en una camara hiimeda
por 24 h. Los cladodios incubados se mantuvieron
bajo condiciones de invernadero hasta el inicio de
los sintomas.

Con base en las caracteristicas micromorfologi-
cas de los conidios, se identificaron los siguientes
hongos: Aspergillus niger, Aspergillus sp., Clados-
porium sp., Colletotrichum sp., Fusarium sp., y
Seytalidium lignicola en Cereus jamacaru clado-
des y Aspergillus niger, Aspergillus sp., Rhizopus
sp., Scytalidium lignicola, Fusarium sp. 'y Curvu-
laria sp. en material aislado de C. hildmannianus.
Hongos similares fueron identificados por Freire
(2009) en un studio de patdégenos de mandacaru, y
por Souza et al. (2017) en un estudio que identifico
hongos en nopales (Opuntia ficus-indica).

Con base en los aparentes sintomas en los cla-
dodios de ambos tipos de mandacaru (C. jamacaru
y C. hildemannianus), las enfermedades identifica-
das fueron antracnosis, causada por Colletotrichum
sp. y pudricién escamosa, causada por Scytalidium
lignicola (Figura 1y 2).

Segun Freire (2009), la antracnosis en el man-
dacaru es una enfermedad esporadica que ocurre
especialmente durante la temporada de humedad.
Fue en este momento que se observaron sintomas
en las porciones terminales de las plantas recolec-
tadas en Ceara. La enfermedad caus6 lesiones ex-
tendidas y azuladas, que a veces presentaba lineas
concéntricas (Figura 1b).

Hasta la fecha, ningun estudio ha reportado
S. lignicola como el agente causal de la pudricion
escamosa en mandacaru sin espinas. Por ende,
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and by Souza et al. (2017) in a study that identified
fungi in giant prickly pear (Opuntia ficus-indica).

Based on the apparent symptoms in the
cladodes of both types of mandacaru (C. jamacaru
and C. hildemannianus), the identified diseases
were anthracnose, caused by Colletotrichum sp.,
and squamous rot caused by Scytalidium lignicola
(Figure 1 and 2).

According to Freire (2009), anthracnose in
mandacaru is a sporadic disease that occurs
particularly during the wet season. This is when the
symptoms were observed in the terminal portions
of plants collected in Ceara. The disease caused
extended, bluish lesions, which at times displayed
concentric lines (Figure 1b).

To date, no study has reported S. lignicola as
the causative agent of squamous rot in spineless
mandacaru. Thus, this is the first report for the
studied pathosystem (Figure 2). According to
Souza et al. (2010) and Lopes (2012), the disease
is characterized by the appearance of wavy spots
that resemble scales, which grow over areas of dry
rot, starting at the base of the pads at the point of
connection and insertion of areoles. The disease can
potentially affect the entire O. ficus-indica cladode.
These symptoms are similar to those observed in
the spineless mandacaru (Figures 2 a, b, ¢ and d).

Lopes (2012) suggested that squamous root can
beattributedto S. /ignicolabased ontheidentification
of morphological macro and microstructures. This
is an anamorphous form of Botryosphaeria spp.,
which has high genetic variability (Crous et al.,
2006) and has been associated with other crops,
causing spots in vanilla (Vanilla planifolia) leaves,
stems, and fruits (Verzignassi et al., 2007) and
black rot in cassava (Manihot esculenta) roots
(Silva et al., 2017).

The rotting of cladodes and roots may be
associated with the high incidence of Scytalidium
sp. widespread squamous rot leads to decreased
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Figura 1. Sintomas de antracnosis en la porcion terminal de los cladodios (a y b) y en frutas (c) de mandacaru (Cereus jama-
caru); caracteristicas micro-morfologicas de conidios de Colletotrichum sp. (d).

Figure 1. Symptoms of anthracnose in the terminal portion of the cladodes (a and b) and on fruits (c) of mandacaru (Cereus
Jjamacaru); micro-morphological features of conidia from Colletotrichum sp. (d).

este es el primer reporte para el patosistema es-
tudiado (Figura 2). Segun Souza et al. (2010) y
Lopes (2012), la enfermedad se caracteriza por la
apariencia de manchas onduladas que parecen es-
camas, las cuales crecen sobre areas de pudricion
seca, comenzando por la base de las almohadillas
al punto de conexion e insercion de las areolas. La
enfermedad puede, potencialmente, afectar el cla-
dodio entero de O. ficus-indica. Estos sintomas a
los observados en el mandacaru sin espinas (Figu-
ras2 a, b, cyd).

Lopes (2012) sugirio que la raiz escamosa
puede ser atribuida a S. lignicola, con base en la
identificacion de estructuras morfologicas macro
y micro. Esta es una forma anamorfica de Botr-
yosphaeria spp., que tiene una alta variabilidad ge-
nética (Crous et al., 2006) y ha sido asociada con
otras cosechas, causando manchas en hojas, tallos
y frutos de vainilla (Vanilla planifolia) (Verzignassi
et al., 2007) y pudricion negra en yuca (Manihot
esculenta) roots (Silva et al., 2017).
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productivity, hindering cultivation. This effect
potentially intensifies and worsens under high
humidity and moderate temperatures conditions
(Lopes, 2012; Souza et al., 2017).

According to Souza et al. (2010), among the
main phytosanitary problems that affect prickly
pear (O. ficus-indica) crops in the semiarid region
in Paraiba, several diseases were observed,
particularly squamous rot caused by the fungus S.
lignicola.

Symptoms typical of anthracnose and squamous
rot in cladodes of mandacaru with and without
spines were reproduced in this study. Anthracnose
symptoms appeared in the upper part of the cladodes
as necrotic lesions accompanied by soft rot in the
fruits, in both species of Cereus, with and spineless.
S. lignicola was observed only in spineless
mandacaru plants (C. hildmannianus) as rotting
of cladodes and roots and gallery openings on the
cladodes. In both diseases, symptoms started up to
10 days after inoculation of pathogens. To confirm

255



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLLy BILINGUAL

Figura 2. Sintomas de pudricién escamosa en plantas de mandacaru sin espinas (Cereus hildmannianus) (a) y galerias (b y
¢) causados por Scytalidium lignicola; y estructuras de conidios de S. lignicola (d).

Figure 2. Symptoms of squamous rot in spineless mandacaru plants (Cereus hildmannianus) (a) and gallery openings (b and
¢) caused by Scytalidium lignicola; and S. lignicola conidia structure (d).

La pudricion de cladodios y raices podria estar
asociada con la alta incidencia de Scytalidium sp.
La pudricién escamosa extendida conduce a una
menor productividad, dificultando la cultivacion.
Este efecto potencialmente se intensifica y empeora
bajo condiciones de humedad elevada y temperatu-
ras moderadas (Lopes, 2012; Souza et al., 2017).

Segun Souza et al. (2010), entre los principales
problemas fitosanitarios que afectan al cultivo del
nopal (O. ficus-indica) en la region semiarida en
Paraiba, se observaron varias enfermedades, en es-
pecial la pudricion escamosa causada por el hongo
S. lignicola.

En este estudio se reprodujeron sintomas tipi-
cos de antracnosis y pudricion escamosa en clado-
dios de mandacaru con y sin espinas. Sintomas de
antracnosis aparecieron en la parte superior de los
cladodios como lesiones necroticas acompafiadas
por una pudricidn suave en las frutas, en ambas es-
pecies de Cereus, con y sin espinas. Unicamente
se observo S. lignicola en plantas mandacaru sin
espinas (C. hildmannianus) como la pudricion de

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2020

the disease etiology, re-isolation was performed
from the symptoms, in PDA culture medium and
observation of morphological structures under
microscopy.

The genera were observed: Aspergillus niger,
Aspergillus sp., Cladosporium sp., Colletotrichum
sp., Curvularia sp., Fusarium sp., Rhizopus sp. and
S. lignicola. The fungi Colletotrichum sp. and S.
lignicola are considered the first reports of episodes
of C. jacamaru and C. hildemannianus in State of
Paraiba, Brazil.

ACKNOWLEDGMENTS
The authors would like to thank the Coordenagdo de

Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior (Capes), the
Pro-Reitoria de Pesquisa (PROPESQ) of UFPB.

End of the English version ~~~~—~

256



FuLLy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

cladodios y raices y galerias en los cladodios. Para
ambas enfermedades, los sintomas comenzaron
hasta 10 dias después de la inoculacion de los pa-
togenos. Para confirmar la etiologia de la enferme-
dad, se realizd un re-aislamiento desde los sinto-
mas en un medio de cultivo PDA y se observaron
estructuras morfoldgicas bajo el microscopio.

Los géneros observados fueron Aspergillus ni-
ger, Aspergillus sp., Cladosporium sp., Colletotri-
chum sp., Curvularia sp., Fusarium sp., Rhizopus
sp. vy S. lignicola. Los hongos Colletotrichum sp.y
S. lignicola son considerados los primeros reportes
de episodios de C. jacamaru 'y C. hildemannianus
en el estado de Paraiba, Brasil.
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Resumen. El objetivo de esta investigacion fue
evaluar el nivel de resistencia de diferentes hibri-
dos comerciales de pimiento morrén (Caoba rojo,
Dicaprio amarillo, Pimiento Olvera, Sympathy,
California wonder y PS16364212), a P. capsici
mediante el uso de fungicidas, biocontroladores ¢
inductores de resistencia. El ensayo se realizo bajo
condiciones de invernadero en bolsas de polietileno
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Abstract. The aim of this research was to evaluate
the resistance level of different commercial bell
peppers hybrids (Caoba rojo, Dicaprio amarillo,
Pimiento Olvera, Sympathy, California wonder y
PS16364212), to P. capsici by using fungicides,
biocontrollers and inducers of resistance. The
essay was carried out under greenhouse conditions
in black polyethylene bags with tezontle sand as
substrate. The products were applied according to
the manufacturer’s recommended dose, applied 10
and 20 days after transplantation. Subsequently, the
plants were inoculated with a solution of mobile
zoospores at a concentration of 1x10°¢. Three visual
evaluations were carried out to record incidence,
severity and AUDSC. It was found that PS16364212
presented better resistance to P capsici attack
with 14.9% incidence and 15.7% day' (AUDSC)
compared to California wonder (44.2% incidence).
The application of Metalaxil-M and Acibenzolar-
S-methyl showed the lowest AUDSC (0.8 and
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negro con arena de tezontle como sustrato. Los pro-
ductos se aplicaron de acuerdo con la dosis reco-
mendada por el fabricante, aplicindose a los 10 y
20 dias después del trasplante. Posteriormente, las
plantas se inocularon con una solucion de zoospo-
ras moviles a una concentracion de 1x10. Se reali-
zaron tres evaluaciones visuales para el registro de
incidencia, severidad y ABCPE. Se encontré que
PS16364212 presentd mejor resistencia al ataque
de P. capsici con 14.9% de incidencia y 15.7% dia™!
(ABCPE) respecto a California wonder (44.2% de
incidencia). La aplicacion de Metalaxil-M y Aci-
benzolar-S-metil mostraron la menor ABCPE (0.8
y 6.8% dia!, respectivamente), por lo que ambos
productos pueden ser considerados como una alter-
nativa para su empleo dentro del manejo integrado
de la marchitez del chile.

Palabras clave: Capsicum annuum, oomicetes,
marchitez, Acibenzolar-S-metil, activador de de-
fensa, resistencia sistémica

Capsicum annuum es una de las especies de chi-
le con mayor diversidad morfoldgica y superficie
cultivada a nivel mundial. En México, se cultivan
en condiciones de campo abierto e invernadero, en
la que se destacan los tipos “jalapefio”, “pimiento
morron” y “poblano”, donde el volumen de produc-
cion asciende a 3,296,875 ty las entidades federati-
vas con mayor producciéon son Chihuahua, Sinaloa,
Zacatecas y San Luis Potosi (SIAP, 2018). El pais
es el principal exportador de pimiento morrén con
150,303 t, cuyos principales mercados son los Es-
tados Unidos, Canada y Japon (Sanchez-Gurrola et
al., 2019). Sin embargo, la produccion de chile, no
solo de pimiento morrdn, se ven afectadas por la
presencia del Oomiceto Phytophthora capsici en el
suelo (Barchenger ef al., 2018).

El patogeno P. capsici ocasiona la marchitez o se-
cadera del chile, producto de la pudricién radicular,
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6.8% dia’', respectively), so that both products can
be considered as an alternative for their use within
the integrated management of wilt of the chili.

Key words:
wilting, Acibenzolar-S-methyl, defense activator,
systemic resistance

Capsicum annuum, oomycetes,

Capsicum annuum is one of the pepper species
with the highest morphological diversity and
surface planted on a global scale. In Mexico, they
are planted under open field conditions and in
greenhouses, in which the “jalapefo”, “bell pepper”
y “poblano” types stand out, since the production
volume amounts to 3,296,875 t, and the states
with the highest production levels are Chihuahua,
Sinaloa, Zacatecas and San Luis Potosi (SIAP,
2018). Mexico is the main exporter of bell peppers,
with 150,303 t, and the main importing countries
are the United States, Canada and Japan (Sanchez-
Gurrola et al., 2019). However, the production of
chili peppers, and not just bell peppers, are affected
by the presence of the Oomycete Phytophthora
capsici in the soil (Barchenger et al., 2018).

The pathogen P. capsici causes the wilting or
drying of peppers, produced by the rotting of the
root, chlorosis and falling of leaves, affecting
between 10 and 100% of all plants (Jiménez-
Camargo et al., 2018), which depends on the
prevailing weather conditions and the timely
application of fungicides that help inhibit the
fungal reproductive cycle; notwithstanding, the
constant use of chemical products has led to the
resistance of the pathogen, as well as environmental
deterioration (soil, water and air) and an increase in
production costs (Fernandez-Herrera et al., 2007).

Among the strategies used to reduce the
negative effect of P. capsici, is the use of resistant
rootstock; however, its use is limited by the type
of rootstock, edaphoclimatic conditions and the
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clorosis y caida de hojas con niveles de afectacion
entre 10 y 100% de las plantas (Jiménez-Camargo
et al., 2018), lo cual se encuentra en funcion de las
condiciones climaticas prevalecientes y la aplica-
cion oportuna de fungicidas que permitan inhibir
el ciclo de reproduccion del hongo; no obstante, el
empleo constante de productos quimicos ha causa-
do la resistencia del patégeno, asi como deterioro
ambiental (suelo, agua y aire) e incremento de los
costos de produccion (Fernandez-Herrera et al.,
2007).

Entre las estrategias empleadas para disminuir
el efecto negativo de P. capsici, se encuentra el uso
de portainjertos resistentes; no obstante, su uso se
ve limitado por el tipo de portainjerto, condiciones
edafoclimaticas y la especie o variedad empleada
como injerto (Sanchez-Chavez et al., 2015). En
este sentido, lo mas practico y util es el aprove-
chamiento de los mecanismos de defensa fisicos
(ceras, cuticula, paredes celulares, tamafio, forma
y ubicacién de aperturas naturales, entre otras) y
quimicos pre-existentes (etileno, acido jasmonico,
acido salicilico y nutrimentos esenciales) (Hua-
llanca y Cadenas, 2014), asi como la induccion de
mecanismos de defensa que son activadas antes y
después de la penetracion del patdogeno (Qi et al.,
2012), proporcionando una mejor respuesta de la
planta a un posterior ataque (Castro et al., 2012).

En la actualidad, a nivel comercial existen pro-
ductos de origen natural y sintético (biocontrola-
dores) e inductores de resistencia (sintéticos) que
mediante su aplicacion actian sobre la planta e
impiden o retrasan la entrada del patégeno y con
ello limitan su actividad en el tejido u 6rgano in-
fectado, pero sin tener un efecto directo o activi-
dad especifica sobre los fitopatogenos (Huallanca
y Cadenas, 2014). Por consiguiente, el objetivo de
esta investigacion fue evaluar el nivel de resisten-
cia de diferentes hibridos comerciales de pimiento
morron a P. capsici mediante el uso de fungicidas,
biocontroladores e inductores de resistencia.
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species or variety used as a graft (Sanchez-Chavez
et al., 2015). In this sense, the most practical and
useful thing is the use of the pre-existing physical
(waxes, cuticles, cell walls, size, shape and location
of natural apertures, among others) and chemical
defense mechanisms (ethylene, jasmonic acid,
salicylic acid, and essential nutrients) (Huallanca
and Cadenas, 2014), as well as the induction of
defense mechanisms that are activated before and
after the penetration of the pathogen (Qi et al,
2012), providing a better response by the plant to a
later attack (Castro et al., 2012).

Nowadays, products from natural or synthetic
sources (biocontrollers) and resistance inducers
(synthetic) are available in the market, and with
their application on the plant, they act on it and
stop or delay the entrance of the pathogen, limiting
its activity on the infected tissue or organ, without
having a direct effect or specific activity on the
phytopathogens (Huallanca and Cadenas, 2014).
Therefore, the aim of this research was to evaluate
the level of resistance of different commercial
bell pepper hybrids to P. capsici with the use of
fungicides, biocontrollers and resistance inductors.

The experiment was set up in a tunnel-like
greenhouse, P-5, located in the Experimental
Agricultural Field in the Universidad Autéonoma
Chapingo (UACh), State of Mexico, Mexico (19°
29’33 N, 98° 52° 217 W), at an altitude and with
an annual average temperature of 2,267 masl and
15.9 °C, respectively. The plant material used
consisted of commercial bell pepper hybrids: Caoba
rojo, Dicaprio amarillo, Olvera pepper, Sympathy,
California Wonder and PS16364212. On the other
hand, the commercial name, active ingredient and
doses of fungicides, biocontrollers and resistance
inductors are described in Table 1.

The plants were sown in expanded polystyrene
trays with 128 pits, using peat moss and perlite
(1:2) as a substrate. The essay was carried out
under greenhouse conditions, using 384, 60-
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El experimento se establecié en el invernadero
P-5 tipo tinel ubicado en el Campo Agricola ex-
perimental del Departamento de Fitotecnia de la
Universidad Autonoma Chapingo (UACh), Estado
de México, México (19° 29” 33” N, 98° 52’ 21~
O) con una altitud y temperatura media anual de
2,267 my 15.9 °C, respectivamente. El material
vegetal empleado consistio de los hibridos comer-
ciales de pimiento morrén: Caoba rojo, Dicaprio
amarillo, Pimiento Olvera, Sympathy, California
Wonder y PS16364212. Por otro lado, el nombre
comercial, ingrediente activo y dosis de los fungi-
cidas, biocontroladores e inductores de resistencia
se describen en el Cuadro 1.

La siembra se realizé en charolas de poliestire-
no expandido con 128 cavidades, en la que se em-
pled peat moss (turba) y perlita (1:2) como sustrato.
El ensayo se realizo en condiciones de invernadero,
empleandose 384 plantulas con 60 dias de edad, las
cuales fueron trasplantadas en bolsas de polietileno
negro con capacidad de 10 L rellenadas con arena
de tezontle como sustrato. La nutricion se llevo a
cabo mediante un sistema de riego por goteo, cuya
solucion nutritiva tuvo una composicion nutrimen-
tal (mg L): N (250), P (60), Ca (250), K (250), Mg

day old seedlings, which were grafted in black
polyethylene bags, with a capacity of 10 L, filled
with tezontle sand as a substrate. Nutrition was
carried out by a drip irrigation system, the nutrient
solution of which had a nutritional composition of
(mg L"): N (250), P (60), Ca (250), K (250), Mg
(60), S (205), Fe (3), Mn (1), B (0.5), Cu (0.1) and
Zn (0.5), where the volume of applied irrigation
was of one liter per plant per day, distributed in two
irrigations (morning and afternoon) with a duration
of 30 minutes.

An experimental design of plots divided with a
factorial 6 x 8 factorial treatments was used, and
for this we considered 1) six commercial hybrids
(Caoba rojo, Dicaprio amarillo, Pimiento Olvera,
Sympathy, California wonder and PS16364212),
2) eight treatments (Acibenzolar methyl (ASM) +
inoculation, Bacillus subtilis (BS) + inoculation,
distilled water (TEST) + inoculation, Metalaxil-M
(METM) + inoculation, Trichoderma spp. (TRICH)
+ inoculation, Potassium phosphonate (FP) +
inoculation, Fosetyl-Al (FAL) + inoculation and
distilled water (TESTAB) without inoculating).
The experimental unit was composed of a plant
with eight repetitions per treatment. The products

Cuadro 1. Nombre comercial, ingrediente activo y dosis aplicados de los productos utilizados para el control de P. capsici en

pimiento morron.

Table 1. Commercial name, active ingredient and applied doses of the products used for the control of P capsici in bell

peppers.
Nombre comercial Ingrediente activo Dosis ha’!
Actigard 50 GS* S-metilbenzo [1,2,3]tiadiazol-7-carbotioato 50¢g
Fitopron* Anbhidrido fosforico, 6xido de potasio y fosfonato potasico 2L
Serenade ASOY Bacillus subtilis cepa QAT 713 1.5kg
Espectro Trico-Bio” Trichoderma spp. 2L

Ridomil Gold 480 SL*

Aliette” Tris-O-etil fosfonato de aluminio.
Testigo sin tratamiento Agua destilada
Testigo absoluto sin inocular ~ Agua destilada

Metil N-(metotoxiacetil)-N-(2,6-xilil)-D-alaninato

0.5 L (1* aplicacion)
1.25 L (2*aplicacion)
2.5kg
2L
2L

*Inductor de resistencia, YBiocontrolador y “Fungicida quimico / *Resistance inductor, YBiocontrollerr and “Chemical fungicide.
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(60), S (205), Fe (3), Mn (1), B (0.5), Cu (0.1) y Zn
(0.5), donde el volumen de riego aplicado fue de un
litro por planta por dia, distribuidos en dos riegos
(manana y tarde) con media hora de duracion.

Se empled un disefio experimental de parcelas
divididas con arreglo de tratamientos factorial 6 x
8, para ello se considerd6: 1) seis hibridos comercia-
les (Caoba rojo, Dicaprio amarillo, Pimiento Olve-
ra, Sympathy, California wonder y PS16364212),
2) ocho tratamientos (Acibenzolar metil (ASM) +
inoculacion, Bacillus subtilis (BS) + inoculacion,
agua destilada (TEST) + inoculacion, Metalaxil-
M (METM) + inoculacion, Trichoderma spp.
(TRICH) + inoculacién, Fosfonato de potasio (FP)
+ inoculacién, Fosetil-Al (FAL) + inoculacion y
agua destilada (TESTAB) sin inoculacion). La uni-
dad experimental se constituy6 de una planta con
ocho repeticiones por tratamiento. Los productos
fueron aplicados de acuerdo con la dosis indicada
por el fabricante (Cuadro 1) y donde se conside-
r6 una densidad de 2.5 plantas m?. La aplicacion
de los tratamientos se realizaron a los 10 y 20 dias
después del trasplante, respectivamente. Con ex-
cepcion de Actigard 50 GS y Aliette, el resto de
productos fueron aplicados mediante la inyeccion
directa al sustrato (area de la base del tallo). Las
plantas fueron inoculadas con 50 mL de una solu-
cion de zoosporas méviles a una concentracion de
1x10°.

En este trabajo se emple6 la cepa 6143 de P,
capsici, misma que fue proporcionada por el area
de Fitosanidad-Fitopatologia del Colegio de Post-
graduados-Campus Montecillo, la cual fue re-sem-
brada en medio de cultivo de jugo V8-agar. Una
vez que se desarrolld el patogeno, se procedio a su
multiplicacion mediante la siembra de cuadros de
0.5%0.5 cm en caja Petri con medio de cultivo de
jugo V8-agar, dejandose reposar por 24 h a tem-
peratura ambiente (19 °C), posteriormente se co-
locaron dentro de una incubadora a 28 °C durante
seis dias.
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were applied according to the dosage indicated by
the manufacturer (Table 1), which considered a
density of 2.5 plants m™. Treatments were applied
10 and 20 days after transplant, respectively.
With exception from Actigard 50 GS and Aliette,
the remaining products were applied by injecting
directly into the substrate (stem base area). Plants
were inoculated with 50 mL of a solution of mobile
zoospores at a concentration of 1x10°.

In this experiment, we used the 6143 P. capsici
strain, which was provided by the Plant Health-
Pathology area of the Colegio de Postgraduados-
Campus Montecillo, which was replanted in a V8
juice-agar medium. Once the pathogen developed,
its multiplication was carried out by planting
0.5x0.5 cm squares in Petri dishes with a V8 juice-
agar culture medium, and letting it stand for 24h at
room temperature (19 °C), followed by incubation
at 28 °C for six days.

Out of the total of experimental units, 336 were
inoculated with 50 mL of a solution of mobile
zoospores, at a concentration of 1x10° zoospores mL-
I, Samples were taken at random from the roots of 10
plants with typical symptoms of chili wilting, which
were washed with running water and disinfested
with a 0.5% sodium hypochlorite solution for five
minutes, to later be placed in the V8 juice-agar
culture medium (Singlenton et al., 1992).

The samples that developed isolations consisting
of cottonlike white mycelia, were morphologically
characterized. After corroborating the presence of
the oomycete in the analyzed samples, the method
was repeated to obtain sporangia. Subsequently,
50 mL of a solution of zoospores were prepared,
at a concentration of 1x10° zoospores mL"!, and
directly applied on the roots of 10 Caoba rojo,
hybrid plants, 60 days to transplant, in order to
satisfy Koch’s postulates; two trasplanting plants
were used as controls.

Visual evaluations were carried out 8, 16 and
24 days after inoculation (dai) in order to detect
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Del total de unidades experimentales, 336 fue-
ron inoculadas con 50 mL de una solucién de zo-
osporas moviles a una concentracion de 1x10° zo-
osporas mL!. Se tomaron al azar muestras de raiz
de 10 plantas con sintomas tipicos de marchitez
del chile que fueron lavadas con agua corriente y
desinfestadas con una solucién de hipoclorito de
sodio al 0.5% por cinco minutos y después fueron
enjuagadas con agua destilada estéril, para poste-
riormente ser colocadas en medio de cultivo jugo
V8-agar (Singlenton et al., 1992).

Las muestras que desarrollaron aislados consis-
tentes con micelio blanco algodonoso, se caracte-
rizaron morfologicamente. Una vez corroborada la
presencia del oomiceto en las muestras analizadas
se repitié la metodologia para la obtencion de espo-
rangios. Posteriormente se prepararon 50 mL de so-
lucion de zoosporas a una concentracion de 1x10°
zoosporas mL!, la cual se aplico directamente a la
raiz de 10 plantas del hibrido Caoba Rojo con 60
dias al trasplante, con la finalidad de cumplir con
los postulados de Koch, dos plantas se emplearon
como testigo.

Las evaluaciones visuales se realizaron a los 8,
16 y 24 dias después de la inoculacion (ddi) con la
finalidad de detectar plantas con sintomas de mar-
chitez o secadera. La evaluacion de incidencia se
realizd mediante la identificacion de plantas con
sintomas tipicos de la enfermedad respecto del nt-
mero total de plantas y mientras que para el porcen-
taje de dafio que presentd cada planta se propuso
una escala visual (Figura 1).

Con los datos obtenidos del nivel de dafio, se
calculo la severidad de ataque del oomiceto y se
determino el area bajo la curva del progreso de la
enfermedad (ABCPE), para lo cual se emple6 el
método de integracion trapezoidal propuesto por
Shaner y Finney (1977). Los datos fueron someti-
dos a un analisis de varianza (ANOVA) y una prue-
ba de comparacion de medias de rango multiple de

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2020

plants with symptoms of wilting or dryness.
The evaluation of incidence was carried out by
identifying plants with typical symptoms of the
disease in comparison with the total number of
plants, and for the percentage of damage presented
for each plant, a visual scale was proposed (Figure
1).

Using the data obtained on the damage levels, we
calculated the severity of the attack of the oomycite,
and the Area Under the Disease Progress Curve
(AUDPC) was determined, using the trapezoidal
research method proposed by Shaner and Finney
(1977). The data underwent an analysis of variance
(ANOVA) and a Tukey-Kramer multiple range
test of comparison of averages (p<0.05), using the
SAS® 9.0 statistical package.

According to Koch'’s test, all plants inoculated
with the P, capsici zoospore solution presented a loss
in turgency until their complete wilting, whereas
the control, which only received distilled water,
displayed no symptoms. Initial results displayed
an incidence of 19.5% of P. capsici on the hybrids,
increasing to 38.8 and 48.9%, respectively for the
second and third evaluations (Table 2). In this sense,
it has been reported that the attack of the oomycete
begins with the segregation of proteins within the
host, causing physiological alterations (Thines and
Kamoun, 2010). During the evaluation, hybrid
PS16364212 presented an incidence of 14.9% in
comparison with California wonder, with 44.2%,
and that has a longer time of use, and therefore
has a lower resistance to the attack of the pathogen
(Sanchez-Gurrola et al., 2019).

Plants inoculated with the B. subtilis treatment
displayed a damage severity of 33.5%, regarding
Metalaxil-M and Acibenzolar-S-Metil (0% in both
cases). At the end of 16 dai, this value increased
to 80.4%; by contrast, Metalaxil-M registered
0.4%. In the last evaluation (24 dai), an increase
was observed in the severity for plants treated with
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Figura 1. Guia visual para evaluacion de incidencia y nivel de dafio (%) causado por P. capsici en plantas de pimiento morrén.
Figure 1. Visual guide for incidence evaluation and damage level (%) caused by P. capsici in bell pepper plants.

Tukey-Kramer (p<0.05), en la que se emple¢ el pa-
quete estadistico SAS® version 9.0.

De acuerdo con la prueba de Koch, todas las
plantas inoculadas con la solucion de zoosporas de
P. capsici presentaron pérdida de turgencia hasta
una marchitez total, mientras que el testigo al que
unicamente se le aplico agua destilada, no presen-
to sintomas. Los resultados iniciales registraron
19.5% de incidencia de P. capsici sobre los hibri-
dos, incrementandose a 38.8 y 48.9%, respectiva-
mente para la segunda y tercera evaluacion (Cuadro
2). En este sentido, se ha reportado que el ataque del
oomiceto inicia con la segregacion de proteinas al

B. subtilis (92.9%), which agrees with reports by
Huallanca and Cadena (2014). In addition, a slight
increase appeared in the severity after applying
Metalaxil-M and Acibenzolar-S-Metil, with values
of 0.8 and 7.0%, respectively (Cosme-Velazquez et
al., 2015).

The analysis of variance displayed highly
significant effects on the hybrid x treatment
interaction (p<0.0001) (data not shown). In general
terms, the six hybrids displayed a lower AUDPC
when given Acibenzolar-S-Metil
(resistance inducer) and Metalaxil-M (fungicide)
with values of 6.8 and 0.8% respectively, in

they were

Cuadro 2. Incidencia de marchitez en hibridos de pimiento morrén inoculados

con P, capsici.

Table 2. Incidence of wilting in bell pepper hybrids inoculated with P. capsici.

Hibrido

Dias después de inoculacion

8 16 24
Caoba rojo 2.2 d” 4.2 be 5.3 ab
Dicaprio amarillo 2.5¢cd 4.2 be 4.8 be
Pimiento Olvera 1.6 ab 4.1 ab 52 ab
Sympathy 1.9d 440 63a
California wonder 25¢cd 5.0ab 5.8 ab
PS16364212 l.le 1.4 de 2.0d

“Letras iguales en columnas indican que no existe diferencias estadisticamente signi-
ficativas de acuerdo con Tukey-Kramer (»p<0.05) / Equal letters in the columns indi-
cate that there are no statistically significant differences according to Tukey-Kramer

(p<0.05).
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interior del hospedante, lo que ocasiona alteracio-
nes fisiologicas (Thines y Kamoun, 2010). Duran-
te la evaluacion se pudo observar que el hibrido
PS16364212 present6 14.9% de incidencia con res-
pecto a California wonder con 44.2% quien al ser
un material vegetal que cuenta con largo de tiempo
de uso, ve mermada su resistencia al ataque del pa-
togeno (Sanchez-Gurrola et al., 2019).

Con respecto a la severidad de dafios, plantas
inoculadas con el tratamiento B. subtilis mostraron
33.5%, esto respecto a Metalaxil-M y Acibenzolar-
S-Metil (0% en ambos casos). A los 16 ddi, este
valor se incrementd a 80.4%, en contraste, Meta-
laxil-M registré 0.4%. En la Gltima evaluacion (24
ddi) se observo un incremento en la severidad para
las plantas tratadas con B. subtilis (92.9%), lo cual
concuerda con lo reportado con Huallanca y Ca-
dena (2014), ademas también se presentd un lige-
ro incremento en la severidad con la aplicacion de
Metalaxil-M y Acibenzolar-S-Metil con valores de
0.8 y 7.0%, respectivamente (Cosme-Veldzquez et
al., 2015).

El analisis de varianza mostrd efectos altamente
significativos en la interaccion hibrido x tratamien-
to (p<0.0001) (datos no mostrados). En términos
generales los seis hibridos presentaron menor AB-
CPE cuando se aplicd Acibenzolar-S-Metil (induc-
tor de resistencia) y Metalaxil-M (fungicida) con
valores de 6.8 y 0.8% respectivamente, esto en rela-
ci6n con el TEST. Entre los tratamientos, el uso de
Metalaxil-M mostr6 ABCPE (Cuadro 3), compor-
tamiento que se asocia con la accion sistémica de
este fungicida, es decir, interfiere la incorporacion
de la uridina durante el proceso de sintesis de ARN
(Barchenger et al., 2018). En estudios realizados
con Metalaxil-M, se ha demostrado que este es efi-
ciente al reducir el dafio ocasionado por el oomice-
to P. capsici (Fernandez-Herrera et al., 2007); sin
embargo, es importante buscar otras alternativas
de control, pues la eficacia de este fungicida se ha
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relation to the TEST. Among the treatments, the
use of Metalaxil-M displayed an AUDPC (Table
3), a behavior related to the systemic action of this
fungicide, i.e., it interferes with the incorporation
of uridine during the RNA synthesis process
(Barchenger et al., 2018). Studies performed
with Metalaxil-M have shown its efficiency in
reducing the damage caused by the oomycete P,
capsici (Fernandez-Herrera et al., 2007); however,
it is important to search for other alternatives of
control, since the effectiveness of this fungicide
has been affected by some cases of resistance to the
oomycete (Qi et al., 2012).

The use of Acibenzolar-S-methyl presented no
statistical differences with Metalaxyl-M and the
TESTAB, since it displayed the lowest AUDPC
among the treatments (Table 3). In this sense,
Malolepsza (2006) reports that Acibenzolar-S-
methyl acts in a similar way to salicylic acid, since
it is composed of analogous molecules, where the
former is highly related to the acquired systemic
resistance, given its interaction with the activity of
enzymes related to the manifestation of resistance
in plants.

In regards to hybrids, the values of the AUDPC
fluctuated between 15.7 and 100.8 (% day™'), where
the most outstanding was PS16364212 (Table
3). This behavior may be linked to the synthesis
of secondary metabolites with different chemical
natures, including proteins and amino-acids, which
help the plant create a level of resistance against
the attack of P. capsici (Barchenger et al., 2018).
In some circumstances, these defense mechanisms
are activated by the compounds segregated by the
pathogens in the plant when attacked (Sanchez-
Chavez et al., 2015).

The activator of defenses Potassium
phosphonate and the fungicide Fosetyl-Al displayed
a similar growth in AUDPC (Table 4). In this
sense, Huallanca and Cadenas (2014) indicate that
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Cuadro 3. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) de P. capsici en plantas de pimiento morrén some-
tidas con fungicidas, biocontroladores e inductores de resistencia.
Table 3. Area under the disease progress curve (AUDPC) for P. capsici in bell pepper plants treated with fungicides, bio-

controllers and resistance inductors.

ABCPE (% dia'')

Tratamiento Caoba rojo chaprlo Pimiento Olvera Sympathy California PS16364212
amarillo wonder
Acibenzolar-S-Metil 22.5 fg* 18.8 fg 00g 00g 00g 00g
B. subtilis 195.0 a 182.5a 170.0 ab 173.8 ab 195.0a 45.0dg
Agua destilada 157.5 ab 195.0a 170.0 ab 157.5 ac 170.0 ab 32.5eg
Metalaxil-M 50g 00g 00g 00g 00g 00g
Trichoderma spp. 118.8 ae 126.3 ad 128.8 ad 157.5 ac 167.5 ab 28.8 eg
Fosfonato potasico 22.5fg 43.8 dg 42.5dg 87.5 bg 105.0 af 38¢g
Fosetil-Al 60.0 dg 50.0 dg 42.5dg 87.5 bg 68.8 cg 00g
Agua destilada’ 00g 00g 00g 00g 00g 00g

¥Sin inoculacion. “Letras iguales en columnas indican que no existe diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con
Tukey-Kramer (p<0.05) / YWithout inoculation. “Equal letters in the columns indicate that there are no statistically significant

differences according to Tukey-Kramer (p<0.05).

visto afectada por algunos casos de resistencia del
oomiceto (Qi et al., 2012).

La aplicacion de Acibenzolar-S-metil no pre-
sento diferencia estadistica respecto a Metalaxil-
M y al TESTAB, al mostrar los valores de ABC-
PE mas bajos entre los tratamientos (Cuadro 3).
En este sentido, Malolepsza (2006) reporta que el
modo de accion del Acibenzolar-S-metil es similar
al acido salicilico al ser moléculas analogas, donde
el primero se encuentra muy asociado con la resis-
tencia sistémica adquirida, dada su interaccion con
la actividad de enzimas asociadas con la manifesta-
cion de resistencia en las plantas.

Con relacion a los hibridos, los valores de AB-
CPE fluctuaron entre 15.7 y 100.8 (% dia'), donde
el mas sobresaliente fue PS16364212 (Cuadro 3).
Comportamiento que podria vincularse con la sin-
tesis de metabolitos secundarios con diferente na-
turaleza quimica, entre éstas, proteinas y aminoa-
cidos, las cuales le permiten a la planta generar un
nivel de resistencia en contra del ataque de P. cap-
sici (Barchenger et al., 2018), en algunas circuns-
tancias, estos mecanismos de defensa son activa-
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Potassium phosphonate is a product with a limited
efficiency in the control of P. capsici. The use of
Fosetyl-Al has been reported to reduce the level of
severity of the oomycete attack, although it does
not surpass the use of Metalaxyl-M (Fernandez-
Herrera et al., 2007), which, in this study, displayed
an AUDPC of 0.5%. On the other hand, the use of
biocontrollers (7richoderma spp. and B. subtilis)
created the greatest AUDPC, similar to what was
observed in the TEST, therefore its effectiveness
was minimal to suppress the oomycete, which
agrees with reports by Huallanca and Cadena
(2014).

Withan AUDPC of4.3%, the use of Acibenzolar-
S-Methyl displayed a good control of the disease,
although it did not improve on observations for
Metalaxyl. In this regard, Cosme-Velazquez et
al. (2015) point out that Acibenzolar-S-Methyl,
is a reducer of systemic resistance, and therefore
reduces the AUDPC significantly, but does not
eliminate the infection. On the other hand, Baysal
(2005) reports that the reduction of the damage
caused by P capsici is linked to the induction
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das por los compuestos que los patdogenos segregan
dentro de la planta al ser atacadas (Sanchez-Chavez
et al., 2015).

El activador de las defensas Fosfonato potasi-
co y el fungicida Fosetil-Al mostraron un ABCPE
de crecimiento similar (Cuadro 4). En este sentido,
Huallanca y Cadenas (2014) indican que el Fosfo-
nato potasico es un producto que muestra una efec-
tividad limitada en el control de P. capsici. Se ha
reportado que la aplicacion de Fosetil-Al disminu-
ye el nivel de severidad del ataque del oomiceto,
sin embargo, no supera al uso de Metalaxil-M (Fer-
nandez-Herrera et al., 2007), que en este estudio
presentd un ABCPE de 0.5%. Por otro lado, el uso
de biocontroladores (7richoderma spp. y B. subti-
lis), desarrollaron la mayor ABCPE similar a lo ob-
servado con el TEST, por lo que su efectividad fue
minima para suprimir al oomiceto, lo que coincide
con lo reportado por Huallanca y Cadena (2014).

Con 4.3% de ABCPE, la aplicacion Acibenzo-
lar-S-Metil mostro buen control de la enfermedad,
no obstante, no superod lo observado con Metalaxil.
Al respecto, Cosme-Velazquez et al. (2015) sefialan

of the product with the creation and synthesis of
enzymes, phenolic compounds and PR proteins,
reported as responsible for the effectiveness of
defense mechanisms in plants against the attack of
pathogens.

In this research and the specific conditions of
evaluation, the bell pepper hybrid PS16364212
displayed the best results for resistance to the
attack of P. capsici. The use of Metalaxyl-M
and Acibenzolar-S-methyl displayed an efficient
control, as opposed to Potassium phosphonate,
Fosetyl-Al and the biocontrollers (B. subtilis and
Trichoderma spp.).

End of the English version ~—~—~—~—~

que el Acibenzolar-S-Metil al ser un inductor de la
resistencia sistémica, reduce de manera significa-
tiva el ABCPE, pero, no elimina la infeccion. Por
su parte, Baysal (2005) reporta que la disminucion

Cuadro 4. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE)
de P. capsici en hibridos de pimiento morrén.
Table 4. Area under the disease progress curve (AUDPC) for P. capsici

in hybrid bell pepper plants.

Tratamiento

ABCPE (% dia™!)

Acibenzolar-S-Metil + inoculacion
Bacillus subtilis + inoculacion

Testigo (agua destilada + inoculacion)

Metalaxil-M + inoculacion
Trichoderma spp. + inoculacion
Fosfonato potasico + inoculacion
Fosetil-Al + inoculacion

Agua destilada (TESTAB)

6.9 d*
160.2 a
146.9 ab

0.8d
1213 b

522¢
51.5¢
0.0d

“Letrasiguales en columnas indican que no existe diferencias estadisticamente
significativas de acuerdo con Tukey-Kramer (p<0.05) / Equal letters in the
columns indicate that there are no statistically significant differences ac-

cording to Tukey-Kramer (p<0.05).
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del dafo provocado por P. capsici se vincula a la
induccion del producto con la generacion y sintesis
de enzimas, compuestos fenolicos y proteinas PR,
reportadas como responsables con la efectividad de
los mecanismos de defensa en las plantas en contra
del ataque de patogenos.

En esta investigacion y las condiciones espe-
cificas de evaluacion, el hibrido de pimiento mo-
rrén PS16364212 mostré los mejores resultados
de resistencia al ataque de P. capsici. El uso de
Metalaxil-M y Acibenzolar-S-metil mostraron un
control eficiente, en contraste con el Fosfonato po-
tasico, Fosetil-Al y los biocontroladores (B. subtilis
y Trichoderma spp.).
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Resumen. En México, el sistema de produccion
intensivo de higo (Ficus carica) var. “Nezahualco-
yotl” requiere de densidades de 12,500 plantas ha’!
para rendimientos superiores a 100 t ha!. La propa-
gacion asexual de esta variedad mediante estacas
no esta exenta de enfermedades. El objetivo de esta
investigacion fue identificar los agentes causales
de la pudricion de estacas de la variedad “Neza-
hualcoyotl” y generar la correspondiente escala de
severidad. La patogenicidad de los aislamientos se
corroboré a través de los postulados de Koch. La
secuenciacion de las regiones ITS1-ITS4 indico
que los aislamientos estuvieron altamente empa-
rentados con Fusarium solani, Alternaria alternata
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Abstract. In Mexico, the intensive production
system of fig (Ficus carica) var. “Nezahualcoyotl”
requires densities of 12,500 plants ha! for yields
greater than 100 t ha!. The asexual propagation
of the fig through cuttlings in the nursery is not
exempt from diseases. The objective of this
investigation was to identify the causal agents of
the rot of cuttings of the variety “Nezahualcoyotl”
and to generate the corresponding severity scale.
The pathogenicity of the isolates was corroborated
through Koch’s postulates. The sequencing of
the ITS1-ITS4 regions indicated that the isolates
were highly related to Fusarium solani, Alternaria
alternata and Pythium ultimum. A severity scale
with five levels of damage induced by F. solani and
A. alternata and three by P. ultimum is reported for
the first time. Inoculation separately with F. solani
and A. alternata promoted 100% cortex damage
between 21-25 days after inoculation (DAI). The
coinoculation of the three pathogens induced earlier
(between 11-13 DAI) necrosis of the epidermis
(85%) and the cortex (80%). The severity scale
will be a valuable help in the quantification and
monitoring of the rot of the fig tree stem.
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y Pythium ultimum. Se reporta por primera vez una
escala de severidad con cinco niveles de dafo in-
ducidos por F. solani y A. alternata y tres por P.
ultimum. La inoculacion por separado con F. sola-
ni'y A. alternata promovio el 100% de dafio de la
corteza entre los 21-25 dias después de la inocula-
cion (DDI). La coinoculacion de los tres patdgenos
indujo mas tempranamente (entre los 11-13 DDI)
la necrosis de la epidermis (85%) y de la corteza
(80%). La escala de severidad sera un valioso auxi-
lio en la cuantificacion y seguimiento de la pudri-
cion del tallo de la higuera.

Palabras clave: Propagacion, higo, necrosis, seve-
ridad, Oomicetos, Ascomicetos.

La higuera (Ficus carica) llegd a México du-
rante la conquista en el siglo XVI (Flaishman et
al., 2008) y fueron las higueras comunes las que
se adaptaron mejor, ya que no requerian de poli-
nizacion para el desarrollo de siconos. Sin embar-
go, a través del tiempo las variedades originales
experimentaron variaciones fenotipicas como el
tamano, color y consistencia. Una de estas nuevas
variedades fue descrita y nombrada cultivar “Neza-
hualcoyotl” por Garcia et al. (2013). Este material
vegetativo es utilizado para la produccion intensiva
bajo cubierta, debido a su rapido crecimiento, fa-
cil manejo y alta productividad que permite tener
densidades de 12 500 plantas ha' con rendimien-
tos superiores a 100 t ha! (Mendoza et al., 2017).
La implementacion de este sistema de produccion
requiere veinte veces mas plantas que los sistemas
convencionales, y que éstas se encuentren libres
de plagas y enfermedades. La principal forma de
propagar la higuera es mediante estacas de tallos
lenosos podados después de la cosecha (Boliani et
al., 2019). Las plantas producidas en vivero pue-
den presentar pudricion del tallo y raices asociada
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Key words: Propagation, fig, necrosis, severity,
Oomycetes, Ascomycetes.

Fig trees (Ficus carica) arrived in Mexico during
the Spanish conquest in the 16th Century (Flaishman
et al., 2008), and it was the common fig trees that
adapted best, since they required no pollination
for the development of syconia. However, with
time, the original varieties underwent phenotypical
variations, such as size, color and consistency. One
of these new varieties was described and named the
“Nezahualcoyotl” cultivar by Garcia et al. (2013).
This vegetative material is used for the intensive
production, under cover, due to its quick growth,
simple handling and high productivity, which helps
obtain densities of 12,500 plants ha' with yields
of over 100 t ha! (Mendoza et al., 2017). The
implementation of this production system requires
twenty times as many plants than conventional
systems, and for them to be free of pests and
diseases. The main way to disseminate fig trees is
using a cuttling of a ligneous stem trimmed after
harvest (Boliani et al., 2019). The plants produced
in the greenhouse may display rotting of the stem
and roots, related to the pathogens of the damping
offt complex (Fusarium, Rhizoctonia, Pythium
and Phytophthora), which is favored by a relative
humidity of 80%, a temperature of 25 °C and high
densities (Garcia ef al., 2008).

In order to carry out a disease control plan, the
priority is to identify the causal agents, as well as
to create guides that help understand the symptoms
and the progress of the disease. The severity scales
are useful to standardize and quantify the disease,
which will help implement management plans
(Hernandez and Sandoval, 2015). The aim of this
investigation was to isolate and identify the causal
agents of stem rot in fig trees, as well as to create
scales for the evaluation of the severity of the causal
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a patogenos del complejo damping off (Fusarium,
Rhizoctonia, Pythium y Phytophthora), que es fa-
vorecida por la humedad relativa de 80%, tempe-
ratura de 25 °C y altas densidades (Garcia et al.,
2008).

Para realizar un plan de control de la enferme-
dad, es primordial llevar a cabo la identificacion de
los agentes causales, asi como elaborar guias que
permitan conocer los sintomas y el avance de la en-
fermedad. Las escalas de severidad son utiles para
estandarizar y cuantificar la enfermedad, lo que
permitira implementar planes de manejo (Hernan-
dez y Sandoval, 2015). El objetivo de este trabajo
fue aislar e identificar los agentes causales de la
pudricion del tallo de plantas de higuera, asi como
elaborar escalas para la evaluacion de severidad de
los agentes causales que sirvan como guias en futu-
ros estudios epidemiologicos.

Para el aislamiento de los agentes causales, se
emplearon 50 individuos distribuidos completa-
mente al azar, de un lote de plantas propagadas por
estacas de 20 dias de edad, que mostraron lento cre-
cimiento, clorosis, marchitamiento, caida de hojas
y pudricion de tallo y raices. Las plantas se tomaron
del invernadero de propagacion del Campo Experi-
mental de Fitotecnia de la Universidad Auténoma
Chapingo a 19° 29 30.8” Latitud Norte, 98° 52°
22.0” Longitud Oeste y una altitud de 2266 m. Las
plantas fueron lavadas con agua corriente y jabon.
Posteriormente, se retir6 la epidermis con un bistu-
ri para dejar expuesta la corteza donde se notaban
lesiones de color marrén-rojizo en los extremos de
la estaca (Figura 1). Con ayuda de un bisturi se cor-
taron cuatro secciones de cada estaca en los bordes
de las lesiones, de 0.3 x 0.3 cm de lado y 0.1 cm de
grosor (Leslie y Summerell, 2006), 200 secciones
en total. Se tomaron cuatro secciones por cada ta-
llo, que fueron sumergidas en agitacion constante
en una solucioén de hipoclorito de sodio (NaClO)
al 0.5% durante un minuto. Posteriormente, se
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agents to serve as guides in future epidemiological
studies.

For the isolation of the causal agents, 50
individuals, distributed totally at random were
chosen out of a plot of trees grown out of 20-day-
old cuttlings, which displayed slow growth,
chlorosis, wilting, fallen leaves and rot in stems and
roots. The plants were taken from the propagation
greenhouse in the Fitotecnia Experimental Field
of the Universidad Auténoma Chapingo at 19° 29°
30.8” latitude North, 98° 52° 22.0” longitude West,
and an altitude of 2,266 m. The plants were washed
with running water and soap. Later, the epidermis
was removed using a scalpel to expose the cortex,
which showed reddish-brown lesions on the ends
of the cuttling (Figure 1). Using a scalpel, we cut
four sections on each cuttling on the edge of the
lesions, 0.3 x 0.3 cm each side, and 0.1 cm thick
(Leslie and Summerell, 2006), for a total of 200
sections. Four sections were taken for each stem,
which were submerged while constantly shaking in
a sodium hypochlorite solution (NaClO) at 0.5%
for one minute. They were then rinsed three times
in sterile distilled water and dried on sterile paper

Figura 1. Lesiones color marrén-rojizo en la corteza
(flechas) de una estaca de F carica inoculadas
con F solani, A. alternata 'y P. ultimum.

Figure 1. Reddish-brown lesions on the cortex (arrows) of
a cuttling of F carica inoculated with F solani,
A. alternata and P. ultimum.
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enjuagaron tres veces con agua destilada estéril y
se secaron sobre toallas de papel estériles dentro
de una campana de flujo laminar. Bajo condiciones
de asepsia, se colocaron las secciones de tejido de
cada tallo en placas de medio Papa Dextrosa Agar,
PDA (BD Bioxon®) y fueron incubadas a 28 °C du-
rante cinco dias. Se aislaron dos tipos de hongos y
un oomiceto, que se purificaron mediante la técnica
de punta de hifa y monoesporangios e identificaron
morfologicamente mediante microcultivos de cada
aislamiento en bloques de medio PDA, resembrado
por puncién e incubados a temperatura ambiente.
Las muestras se tifieron con azul de metileno y fue-
ron observadas bajo microscopio optico a 40X, e
identificadas morfoldégicamente con las claves de
Barnett y Hunter (1998).

Se reprodujeron los postulados de Koch em-
pleando los aislamientos microbianos asociados a
la pudricién del tallo. Se usaron estacas de higuera
frescas de 8 cm de largo, con al menos una yema
axilar, que fueron lavadas con agua corriente y des-
infestadas en una solucién de NaOCl al 1% durante
dos minutos. En seguida, las estacas fueron enjua-
gadas con agua destilada estéril y posteriormente
expuestas a alcohol etilico al 96% durante un mi-
nuto y enjuagadas nuevamente. Las estacas fueron
secadas sobre toallas de papel estériles dentro de
una campana de flujo laminar. Después, las estacas
fueron colocadas en camaras hiimedas, inoculadas
por triplicado con los microorganismos aislados, e
incubadas a 28 °C. Al cabo de diez dias se tomaron
muestras de tejido para re-aislar al microorganismo
inoculado y registrar la sintomatologia de cada una
de las estacas infectadas. La camara humeda con-
sistio de un vaso de plastico de 240 mL transparen-
te con tapa, dentro del cual se coloco una estaca de
higo sostenida por una base de unicel. El indculo
consistio de tres discos de 0.5 cm de diametro de
siete dias de crecimiento, para inoculaciones indi-
viduales, 1.5 discos de cada medio en inoculaciones
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towels inside a laminar flow hood. Under aseptic
conditions, the sections of tissue from each stem
were placed in Potato-Dextrose-Agar, or PDA,
medium plates (BD Bioxon®), and they were
incubated at 28 °C for five days. Two types of
fungi were isolated, along with one oomycete, all
of which were purified using the hyphal tip method
and monosporangia, and were morphologically
identified by microcultivations of each isolation
in PDA medium blocks, re-sown by puncture and
incubated at room temperature. The samples were
dyed using methylene blue, observed under an
optical microscope at a magnification of 40X, and
identified morphologically with the keys by Barnett
and Hunter (1998).

Koch’s postulates were reproduced using the
microbial isolations related to stem rot. Fresh fig
tree cuttlings, 8 cm in length, were used, which were
washed with running water and disinfested in a 1%
NaOCl solution for two minutes. Next, the cuttlings
were rinsed with sterile distilled water, and exposed
to ethyl alcohol at 96% for one minute and rinsed
again. The cuttlings were dried on sterile paper
towels inside a laminar flow hood. The cuttlings
were then placed in wet chambers, inoculated
in triplicate with the isolated microorganisms,
and incubated at 28 °C. After ten days, tissue
samples were taken to re-isolate the inoculated
microorganism and record the symptomatology of
each one of the infected cuttlings. The wet chamber
consisted of a transparent 240 mL cup with a lid,
inside of which a fig cuttling was placed, held up
with a styrofoam base. The inoculant consisted
of three discs, 0.5 cm in diameter, with 7 days of
growth, for individual inoculations, 1.5 discs of
each medium in double inoculations, and one disc
of each medium for triple inoculations. The discs
were placed on a 5 x 5 cm sterile, damp paper
towel and 7 x 7 piece of aluminum foil, attached
to the base of the cuttling with Parafilm “M” ®.
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dobles y un disco de cada medio en inoculaciones
triples. Los discos fueron colocados sobre una toa-
lla de papel humeda de 5 x 5 cm y papel aluminio
de 7 x 7 cm estériles, sujetos a la base de la estaca
con Parafilm “M”®. El fondo del vaso se cubrio con
una toalla de papel himeda de 10 x 10 cm y la tapa
fue sellada con Parafilm “M” ®.

Para la identificacion molecular, los aislamien-
tos se incubaron a 27 °C durante siete dias para des-
pués extraer el ADN. Mediante PCR, se amplifica-
ron las regiones internas transcritas ITS1 e 1TS4
de hongos y oomicetos, utilizando los iniciadores
ITST (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC). Para los hongos
se empled un ciclo inicial de 94 °C durante cinco
minutos, seguidos de 35 ciclos (94 °C, 30 segun-
dos; 56 °C, 45 segundos y 72 °C, dos minutos) y
una elongacion final a 72 °C durante cinco minu-
tos. Para los oomicetos, se empled un ciclo inicial
de 95 °C durante cuatro minutos, 34 ciclos (95 °C,
un minuto; 55 °C, un minuto y 72 °C, dos minutos)
y un paso final de extensién a 72 °C durante 10
minutos (White ez al., 1990). Los productos am-
plificados se separaron mediante electroforesis en
geles de agarosa al 0.8%. Las secuencias se ensam-
blaron y editaron con el programa BioEdit y fueron
comparadas contra las secuencias contenidas en la
base de datos del GeneBank del National Center
of Biotechnology Information (NCBI) mediante la
herramienta BLAST para determinar las posibles
especies de cada aislamiento.

Por otro lado, Se colocaron estacas frescas de
aproximadamente ocho centimetros de largo en ca-
maras humedas de forma individual, igual que en
las pruebas de patogenicidad. Las estacas fueron
inoculadas individualmente con los patdégenos ais-
lados, asi como con todas las combinaciones, esta-
bleciéndose quince repeticiones por tratamiento, lo
cual result6 en un total de 120 unidades experimen-
tales. Se incubaron a 28 °C y se seleccionaron al
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The bottom of the cup was covered with a 10 x 10
cm damp paper towel and the lid was sealed with
Parafilm “M” ®.

For the molecular identification, the isolations
were incubated at 27 °C for seven days, to then
extract the DNA. By means of PCR, we amplified
the internal transcribed regions ITS1 and ITS4
of fungi and oomycetes, using the primers
ITS1  (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) and
ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC). For the
fungi, we used an initial cycle of 94 °C for five
minutes, followed by 35 cycles (94 °C, 30 seconds;
56 °C, 45 seconds and 72 °C, two minutes) and a
final extension at 72 °C for five minutes. For the
oomycetes, we used an initial 95 °C cycle lasting
four minutes, 34 cycles (95 °C, one minute; 55 °C,
one minute and 72 °C, two minutes) and a final
extension step at 72 °C for 10 minutes (White et
al., 1990). The amplified products were separated
by electrophoresis in agarose gels at 0.8%. The
sequences were assembled and edited using the
program BioEdit, and they were compared with the
sequences contained in the GeneBank database of
the National Center of Biotechnology Information
(NCBI) using BLAST to determine the possible
species of each isolation.

On the other hand, fresh cuttlings, approximately
eight centimeters long, were placed in wet
chambers individually, as in the pathogenicity
tests. The cuttlings were inoculated individually
with the isolated pathogens, as well as with all
the combinations, establishing fifteen repetitions
per treatment, which resulted in a total of 120
experimental units. They were incubated at 28 °C
and three cuttlings or repetitions of each treatment
were chosen at random with time, in order to
determine the levels of severity (scale of severity).

Finally, the percentage of rotting was evaluated.
This was measures by measuring the area of
the rot in the cuttling, both in the cortex and the
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azar tres estacas o repeticiones de cada tratamiento
a través del tiempo, para determinar los niveles de
severidad (escala de severidad).

Finalmente, se evalu6 el porcentaje de pudri-
cion, el cual se calculdé midiendo el area de pudri-
cion de la estaca tanto de la corteza como de la epi-
dermis, asi como el area total de la corteza y de la
epidermis, obteniendo su relacion con la siguiente
formula: (A2 x 100)/A1, donde A2 es el area total
de la epidermis o de la corteza de la estaca y Al
es el area de la epidermis o de la corteza con pu-
dricion. Las mediciones se hicieron por triplicado,
se determind el promedio y se propuso un rango
de porcentaje de dafio para cada nivel de severidad
con cada tratamiento. Las mediciones se hicieron
con ayuda del software de procesamiento de ima-
genes IMAGE J version 1.50i desarrollado por el
National Institute of Health (Rasband, 2018).

Los aislamientos resultaron altamente emparen-
tados con F. solani (99% de similitud) con 95% de
frecuencia en estacas enfermas, A. alternata (99%
de similitud) con 72% de frecuencia y P. ultimum
(100% de similitud) con 80% de frecuencia. Los
postulados de Koch confirmaron que £ solani, A.
alternata y P. ultimum fueron los agentes causales
en la pudricion de las estacas de la higuera, ya que
se observaron sintomas similares a los encontrados
en el campo. El re-aislamiento de los dos hongos y
el oomiceto correspondieron a los que se inocula-
ron inicialmente en un 95%.

El Cuadro 1, corresponde a la escala de seve-
ridad donde se muestra el porcentaje de dafio oca-
sionado por F. solani, A. alternata, y P. ultimum
individualmente, asi como el dafio inducido por sus
combinaciones a través del tiempo en la corteza y
epidermis de la estaca. En general, se establecieron
cinco niveles de dafio visualmente diferentes entre
si. Sin embargo, para P. ultimum se establecieron
solamente tres, debido a que solo se detect6 avance
de la enfermedad hasta los 32 dias después de la
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epidermis, as well as the total area of the cortex
and the epidermis, obtaining the proportion with
the following formula: (A2 x 100)/A1, where A2 is
the total area of the epidermis or of the cortex of the
cuttling, and A1 is the area of the epidermis or of the
cortex with rot. The measurements were carried out
in triplicate, the average was calculated and damage
percentage range was proposed for each level of
severity with each treatment. The measurements
were taken using the image processing software
IMAGE J, version 1.50i, developed by the National
Institute of Health (Rasband, 2018).

The isolations turned out to be highly related to
F. solani (99% similarity) with a 95% frequency
in diseased cuttlings, 4. alternata (99% similarity)
with a 72% frequency, and P. ultimum (100%
similarity) with an 80% frequency. Koch’s
postulates confirmed that F solani, A. alternata
and P ultimum were the causal agents in the
rotting of the fig cuttlings, since similar symptoms
were observed to those found on the field. The re-
isolation of the two fungi and oomycetes matched
those inoculated initially at 95%.

Table 1 shows the scale of severity, including
the percentage of damage caused by F. solani, A.
alternata, and P. ultimum individually, as well
as the damage induced by its combinations with
time in the cortex and epidermis of the cuttling.
In general, five visually different levels of damage
were established. However, for P. ultimum, only
three were established, since the progress of the
disease was only detected 32 days after inoculation
(DAI). To date, there are no reports of the presence
of these three pathogens in fig cuttlings, although
they are present in other crops with similar
symptoms under greenhouse conditions.

Fusarium solani attacks adult mango plantations,
displaying symptoms of wilting in the stem apex
and necrosis in vascular tissues (Khanzada et al.,
2004). Likewise, in apple trees, it causes smut
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Cuadro 1. Escala de severidad en el que se observa el porcentaje de daiio en estacas de Ficus carica inducido por Fusarium
solani, Alternaria alternata y Pythium ultimum inoculados individualmente y en combinacién.
Table 1. Scale of severity showing the percentage of damage on Ficus carica cuttlings induced by Fusarium solani, Alternaria
alternata and Pythium ultimum inoculated individually and in combination.

% de dafio

Patosistema Nivel Epidermis  Corteza DDI* Epidermis Corteza
1 0 0-2 0-4
2 0-4 3-12 5-9
F. carica x F. solani 3 5-23 13-20 10-12
4 24-56 21-50 13-20
5 57-70 51-100 21-25
1 0 0-1 0-4
2 0 2-12 5-9
F. carica x A. alternata 3 0 13-35 10-14
4 0 36-50 15-21
5 0-8 51-100 22-25
1 0 0-1 0-4
F carica x P. ultimum 2 0 2-20 5-18
3 0 21-30 19-32
1 0 0-4 0-4
F. carica x F. solani x 2 0 5-37 5-8
3 0 38-50 9-12
A. alternata 4 0-4 51-73 13-16
5 5-40 74-80 17-20
1 0 0-5 0-4
F. carica x F. solani x 2 0-18 6-18 5-12
3 19-35 19-40 13-14
P ultimum 4 36-45 41-55 15-16
5 46-63 56-100 17-20
1 0 0-7 0-4
F. carica x A. alternata x 2 0-20 8-12 5-8
3 21-38 13-54 9-12
P, ultimum 4 39-42 55-80 13-20
5 43-63 81-100 21-25
1 0-8 0-4 0-3
F. carica x F. solani x 2 9-40 5-10 4-6
3 41-55 11-38 7-8
A. alternata x P. ultimum 4 56-60 39-60 9-10
5 61-85 61-80 11-13

“Dias después de la inoculacion / Days after inoculation.
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inoculacion (DDI). A la fecha, no hay reportes de
la presencia de estos tres patdgenos en estacas de
higuera, aunque ¢€stos se encuentran presentes en
otros cultivos con sintomatologia similar bajo con-
diciones de invernadero.

Fusarium solani ataca plantaciones adultas de
mango, mostrando sintomas de marchitez de pun-
tas de tallos y necrosis en tejidos vasculares (Khan-
zada et al., 2004). Igualmente, en manzanos causa
tizon y caida de hojas (Wang et al., 2010). Este
hongo, produce enzimas como cutinasas, celulasas,
quitosanasas, pectinasas y otras que degradan fitoa-
lexinas (Leslie y Summerell, 2006). Debido a este
mecanismo, F solani puede afectar facilmente los
tejidos blandos y lignificados, como los tallos de
higuera, que manifestaron los primeros sintomas de
pudricidn a los cinco dias después de la inoculacion
(DDI). Los sintomas de las especies patogénicas
del género Fusarium, son marchitamiento vascu-
lar y pudricion de tallos y raices (Torres, 2000).
En el presente trabajo, los mas altos porcentajes de
pudricién de epidermis y corteza, la presencia de
micelio en el exterior de la estaca, asi como el des-
prendimiento de la epidermis ocurrieron en el nivel
5 de la escala de severidad, mostrando de 57-70 y
51-100 % de dafio en epidermis y corteza, respecti-
vamente, entre los 21 y 25 DDI.

Por otra parte, la especie mas importante del gé-
nero Alternaria es A. alternata que puede manifes-
tarse como patogeno, oportunista o saprofito (Lo-
grieco et al., 2009). En plantas adultas de higuera
se han reportado dafios causados por especies de
Alternaria, sin embargo, siempre se asocian a da-
fos en hojas y siconos, asi como en frutos de man-
zano, citricos, olivos y tomates (Lopez et al., 2016).
Todas las especies patogénicas de Alternaria pro-
ducen fitotoxinas especificas y no especificas para
sus hospederos, entre las toxinas no especificas se
encuentra el zinniol que induce necrosis (Lou ef al.,
2013). El mas alto porcentaje de necrosis de la
corteza en las estacas de higuera, promovida por
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and defoliation (Wang et al., 2010). This fungus
produces enzymes such as cutinases, cellulases,
chitosanases, pectinases and others that degrade
phytoalexins (Leslie and Summerell, 2006). Due
to this mechanism, F. solani can easily affect soft
and lignified tissues, such as the fig tree stems,
which displayed their first symptoms of rotting
five days after inoculation (DAI). The symptoms of
the pathogenic species of the genus Fusarium are
vascular wilting and the rotting of stems and roots
(Torres, 2000). In this investigation, the highest
percentages of rotting of the epidermis and cortex,
the presence of mycelia on the surface of the
cuttling, and the detachment of the epidermis took
place in stage 5 of the scale of severity, showing
57-70 and 51-100% of damage on the epidermis
and cortex, respectively, between 21 and 25 DAL

On the other hand, the most important species
of the genus Alternaria is A. alternata, which
can appear as a pathogen, an opportunist or a
saprophyte (Logrieco et al., 2009). In adult fig
trees, damages caused by species of Alternaria
have been reported, although they are always
related to damages in leaves and syconia, as well
as in apple, citrus, olive and tomato fruits (Lopez et
al., 2016). All the pathogenic species of Alternaria
produce phytotoxins that are specific and non-
specific to their hosts; among the non-specific
toxins is the zinniol, which induces necrosis (Lou
et al., 2013). The highest percentage of necrosis
on the cortex of fig tree cuttlings, promoted by 4.
alternata was displayed on level 5 of the severity
scale, with 51-100% of damage, between 22 and 25
DAI. However, the epidermis only displayed 8%
rotting on level 5. The presence of gray mycelia
was also observed on the outside of the cuttling.
The separate inoculation with F. solani and A.
alternata induced 100% of damage on the cortex
between 22 and 25 DDI.

The oomycete P. ultimum is a member of the
damping off complex, which causes the death
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A. alternata se present6 en el nivel 5 de la escala de
severidad, con 51-100% de dafio, entre los 22-25
DDI. Sin embargo, la epidermis presentd solo 8%
pudricion hasta el nivel 5. Se observo también pre-
sencia de micelio de color gris oscuro en el exterior
de la estaca. La inoculacion por separado con F
solani 'y A. alternata indujo 100% de dafio de la
corteza entre 22-25 DDI.

Para el caso del oomiceto P. ultimum es miem-
bro del complejo damping off, causante de la muer-
te de plantulas de muchas especies de importancia
agricola. Este oomiceto es de las especies mas agre-
sivas dentro de su género (Mavrodi et al., 2012).
Pythium ultimum se asocia a la pudricion de rai-
ces de plantas adultas, portainjertos y plantulas de
manzano (Mazzola et al., 2002; Zhu et al., 2016).
En este trabajo, P. ultimum promovi6 de 21-30%
del dafio de la corteza entre los 19-32 DDI. Tam-
bién se observo presencia de micelio en la parte su-
perior de la estaca, que al ser tocado se desprendio
con facilidad. La epidermis no present6d pudricion
ni desprendimiento.

Los porcentajes mas altos de dafio se presenta-
ron en un rango de menor tiempo (de 17-20 DDI)
cuando se hicieron inoculaciones mixtas de F. so-
lani + A. alternata y F. solani + P. ultimum. La ma-
nifestacion drastica mas temprana de la necrosis
de epidermis (61-85%) y corteza (61-80%) ocurrid
entre los 11-13 DDI, cuando se inocularon conjun-
tamente F. solani, A. alternata y P. ultimum. Lo
anterior podria explicarse por el efecto sinérgico
de las enzimas que cada patogeno sintetiza, lo que
facilita el progreso de la enfermedad. Las estacas
testigo, mostraron dafio ligero debido a la oxida-
cion por el corte. En campo, la necrosis del tallo
de la higuera esta asociado a la diseminacion de
esporas y micelio a través del agua, viento o herra-
mientas. No obstante, en vivero, la alta densidad
podria favorecer la diseminacién de propagulos
e infestacion, ya que las plantulas se encuentran
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of seedlings of various species of agricultural
importance. This oomycete is one of the most
aggressive species in its genus (Mavrodi et al.,
2012). Pythium ultimum is related to the rotting of
roots in adult plants, rootstocks and apple seedlings
(Mazzola et al., 2002; Zhu et al., 2016). In this
investigation, P. ultimum promoted 21-30% of the
damage on the cortex 19-32 DAI. The presence of
mycelia was also observed in the upper section of
the cuttling, and it detached easily when touched.
The epidermis presented no rotting or detaching.

The highest damage percentages appeared in
a lower time range (17 to 20 DAI), when mixed
inoculations were carried out with F solani + A.
alternata and F. solani + P. ultimum. The drastic
appearance of necrosis on the epidermis (61-85%)
and cortex (61-80%) took place between 11-13 DAI,
when F. solani, A. alternata and P. ultimum were
inoculated together. This could be explained by the
synergic effect of the enzymes that each pathogen
synthesizes, helping the disease to progress. The
control cuttlings showed slight damage due to
oxidation from the cut. On the field, the necrosis
of the fig tree stem is related to the dissemination
of spores and mycelia through water, wind or tools.
Notwithstanding this, in the greenhouse, the high
density may favor the dissemination of propagules
and infestation, since the seedlings are near each
other in the processes of propagation, climatization
and transportation.

This work is the first time in which F solani,
A. alternata and P. ultimum are reported as causal
agents of the rotting of fig tree cuttlings. The
symptoms found in the cuttlings evaluated in vitro
were similar to those presented in propagation
greenhouse seedlings, thus confirming Koch’s
postulates. The proposed scale of severity will help
identify the degree of damage caused by F solani,
A. alternata and P. ultimum, whether individually
or combined, in intensive fig production systems.
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proximas en los procesos de propagacion, climati-
zacion y transporte.

Este es el primer trabajo en el que se reporta a
F. solani, A. alternata y P. ultimum como agentes
causales de la pudricion de las estacas de la higue-
ra. Los sintomas encontrados en las estacas eva-
luadas in vitro fueron similares a los presentados
en plantulas en invernadero de propagacion, con-
firmandose asi los Postulados de Koch. La escala
de severidad propuesta permitira identificar el gra-
do de dafio causado por F. solani, A. alternata 'y P.
ultimum, de forma individual o combinada, en los
sistemas de produccion intensivos de higo. De esta
investigacion se deriva la necesidad de validar las
escalas de severidad en el sistema de propagacion
de higo en invernadero. Asi, al verificarse su preci-
sidn y exactitud, podran emplearse exitosamente en
la evaluacion de los dafios en esta especie. Por otro
lado, la identificacion de los patogenos F. solani, A.
alternata 'y P. ultimum permitira realizar un control
fitosanitario adecuado, y ofrecer plantas de mejor
calidad que permitan el establecimiento 6ptimo de
sistemas intensivos.
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This investigation leads to the need to validate the
scales of severity in the fig propagation system
in the greenhouse. In this way, when verifying
their precision and accuracy, they may be used
successfully in the evaluation of damages of this
species. On the other hand, the identification of the
pathogens F. solani, A. alternata and P. ultimum
will help carry out an adequate phytosanitary
control, and offer better-quality plants that allow an
optimum establishment of intensive systems.
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Resumen. El Papaya ringspot virus (PRSV-P)
produce diferentes sintomas, los que podrian variar
con las condiciones ambientales y con la severidad.
El objetivo fue caracterizar la diversidad de sinto-
mas mediante graficos radiales y analizar la evi-
dencia patogénica como soporte de la variabilidad
poblacional de PRSV-P presente en plantaciones
comerciales de papayo var. Maradol roja en la zona
Centro del estado de Veracruz. Se revisaron visual-
mente los sintomas prevalentes en ~200 plantas por
parcela. Se colectaron hojas que conformaron seis
grupos diferenciales de sintomas. Por cada grupo se
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Abstract. The Papaya ringspot virus (PRSV-P)
produces different symptoms, which might vary,
depending on the environmental conditions and
severity. The aim was to characterize the diversity
of symptoms using radial graphs and analyze the
pathogenic evidence to support the population
variability of PRSV-P present in commercial
plantations of papaya var. Red Maradol in the
Central area of the Veracruz state. Symptoms
prevalent in =200 plants per orchard were visually
revised. Collected leaves were classified into
six groups differentiated by symptoms. For each
group of symptoms, a representative leaf was
taken to mechanically inoculate ten papaya plants
in the greenhouse. The identity of the virus was
confirmed by RT-PCR. It was recorded when the
same symptoms appeared in the inoculated plants,
and if the behavior and severity of each collect were
observed during two seasons of the year. Thus, six
collections were characterized by the group of
symptoms observed inside the greenhouse, and then
they were presented in radial diagrams to facilitate
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tomo6 una hoja representativa para inocular meca-
nicamente diez plantas de papayo en invernadero.
La identidad del virus se confirmo6 por RT-PCR. Se
registré en tiempo en el que se presentaron los mis-
mos sintomas en las plantas inoculadas, asi como el
comportamiento y la severidad de cada colecta en
dos épocas del afo. Por tanto, se caracterizaron seis
colectas por grupo de sintomas mostrado a nivel
invernadero, los cuales se presentan en diagramas
radiales para facilitar su uso como guia de campo.
La manifestacion de sintomas del PRSV-P en huer-
tas presentd variabilidad respecto a los sintomas
mostrados en invernadero, e incluso se presento
menor severidad durante primavera-verano; esto
podria ser un indicador de la variabilidad genética
del virus y de su respuesta a la temperatura ambien-
te prevaleciente.

Palabras clave: diversidad de sintomas, papayo,
severidad, variabilidad, virus.

Una de las principales limitantes de la produc-
cion de los agroecosistemas con papayo (Carica
papaya) es la enfermedad ocasionada por el virus
de la mancha anular del papayo (PRSV-P) (Rivas-
Valencia et al., 2008). Este virus pertenece al gé-
nero Potyvirus y se transmite de manera no per-
sistente por diferentes especies de afidos, presentes
en plantas arvenses en areas cercanas o dentro de
la parcela. La enfermedad se manifiesta con cloro-
sis en las hojas jovenes, moteado amarillo y verde,
aclaramiento de las nervaduras, manchas aceitosas
en los peciolos, tallo y frutos; mas avanzada la en-
fermedad, se observa la deformacion y reduccion
del area foliar (Chalak et al, 2017). Estos sinto-
mas acompanan una disminucion en la calidad de
la hoja y puede ocasionar pérdidas del 30 al 100%
de la produccion (Hernadndez-Castro et al., 2015).
El control quimico dirigido a la eliminacion de
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their use as a field guide. PRSV-P symptoms from
orchards presented variability in relation to those
shown in the greenhouse, been also less severe
during the spring-summer season; this might be
an indicator of the genetic variability of the virus
and its response to the prevailing environmental
temperature.

Key words: diversity of symptoms, papaya,
severity, variability, virus.

One of the major constraints to papaya (Carica
papaya) production agroecosystems is the disease
caused by the Papaya ringspot virus (PRSV-P)
(Rivas-Valencia et al., 2008). This virus belongs
to the Potyvirus genus and is transmitted in a non-
persistent manner transmitted by different aphid
species present in weeds, in the plot or nearby areas.
Symptoms of the disease are chlorosis on young
leaves, yellow and green mottling, clearing along
leaf veins, and oily spots on the petioles, stems,
and fruit. In advanced stages, the disease causes
deformation and reduction of the leaf area (Chalak
et al., 2017). These symptoms reduce the quality of
leaves and cause production losses ranging from 30
to 100% (Hernandez-Castro et al., 2015). Chemical
control to eliminate the vectors has proven to be
ineffective. Cultural control seeks to identify and
eliminate plants that have been recently infected
acting as a source of inoculum. These measures
are intended to delay viral incidence and partially
reduce crop damage (Hernandez-Castro et al.,
2010). In Mexico, the genetic variability of PRSV-P
can be as wide as the diversity of ecological niches
where papaya is grown (Ordaz-Pérez et al., 2017).
This variability can cause some strains to develop
different symptoms (Spetz et al., 2003). Cabrera-
Mederos et al. (2008) state that the symptoms
depend on the viral isolate. On their part, Gonzalez
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vectores, es ineficiente; el control cultural busca
identificar y eliminar plantas recientemente infec-
tadas, que acttian como fuente de indculo; medidas
que estan dirigidas a retrasar la incidencia viral y
disminuir parcialmente el dafio al cultivo (Hernan-
dez-Castro et al., 2010). En México, la variabilidad
genética del PRSV-P puede ser tan amplia como
la diversidad de los nichos ecoldgicos en donde se
cultiva papayo (Ordaz-Pérez et al., 2017). Esta va-
riabilidad puede ocasionar que algunas cepas ten-
gan distintos sintomas (Spetz et al., 2003). Cabre-
ra-Mederos et al. (2008) afirman que los sintomas
dependen del aislado viral. Por su parte, Gonzalez
et al. (2003) lograron distinguir diferencias en la
sintomatologia producida por cepas atenuadas y se-
veras de PRSV-P al inocularlas mecanicamente en
distintas especies de hospederos. Noa-Carrazana et
al. (2006) reportaron al menos tres aislados dife-
rentes del virus, provenientes de los municipios de
Tierra Blanca, Cotaxtla, La Antigua, Paso de Ove-
jas, todos de la zona central de Veracruz, que con-
forman la principal zona productora de esta fruta.
Por lo tanto, se planted como objetivo caracterizar
la diversidad de sintomas mediante graficos radia-
les y analizar la evidencia patogénica como soporte
de la variabilidad poblacional de PRSV-P presente
en plantaciones comerciales de papayo var. Mara-
dol roja en la zona Centro del estado de Veracruz.
Se colecto tejido foliar de plantas de papayo var.
Maradol roja de ocho a quince meses de edad en
parcelas comerciales en los municipios de La An-
tigua, Cotaxtla, Tlalixcoyan y Tierra Blanca, Vera-
cruz, México. Las plantas mostraban los siguientes
sintomas caracteristicos de PRSV-P: aclaramiento
de nervaduras principales y ramificadas, mosaico
liso, parches verdes, islas verdes, estrias, clorosis
general y sectorial, arrepollamiento, epinastia y
filiformidad. Se inspeccionaron cinco parcelas de
cada municipio, donde se observaron ~200 plantas
enfermas por parcela, lo cual permitio distinguir
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et al. (2003) were able to distinguish differences
in the symptomatology produced by attenuated
and severe strains of PRSV-P when they were
mechanically inoculated in different host species.
Noa-Carrazana et al. (2006) reported at least
three different virus isolates collected in Tierra
Blanca, Cotaxtla, La Antigua and Paso de Ovejas
municipalities, all of them located in the central zone
of the State of Veracruz, which include the main
papaya producing area. Therefore, the objective
of this study was to characterize the diversity of
symptoms using radial graphics and analyze the
pathogenic evidence to support the variability of
PRSV-P populations found in commercial orchards
of papaya Maradol Roja variety in the central zone
of Veracruz.

For the experiment, foliar tissue of 8-15-month-
old plants of papaya Maradol Roja variety was
collected in the municipalities of La Antigua,
Cotaxtla, Tlalixcoyan and Tierra Blanca, Veracruz,
Mexico. The plants had the following symptoms
characteristic to PRSV-P: clearing and ramification
ofthe main leaf veins, smooth mosaic, green patches
and isles, streaks, general and sectorial chlorosis,
bunchy appearance, epinasty and filiformity. In the
five plots that were inspected in each municipality,
~200 infected plants were observed, which made it
possible to distinguish the differences or similarities
of'the symptoms in the field. Two leaves per infected
plant showing differential disease severity were
collected. They were kept in hermetic plastic bags
in a cooler with cooling gels until they were used
later for mechanical transmission. In the laboratory,
six groups of leaves with symptoms and differential
severity were formed. From each group of similar
symptoms, the most representative leaf was taken
for mechanical transmission in 10 three-month-
old healthy papaya plants. For this, papaya seeds
of the Maradol Roja variety were sown (Semillas
del Caribe®). Seedbed trays were washed and
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las diferencias o similitudes en sintomas presentes
en campo. Se colectaron dos hojas por planta en-
ferma, que mostraban severidad diferencial de la
enfermedad; se mantuvieron en bolsas herméticas
en una hielera con geles refrigerantes, para su uso
posterior en transmision mecanica. En laboratorio,
se conformaron seis grupos de hojas con sintomas
y severidad diferencial. Por cada grupo de sintomas
similares se tomo la hoja mas representativa para la
transmision mecanica en 10 plantas de papayo sa-
nas de tres meses de edad. Para ello, se sembraron
semillas de papayo var. Maradol Roja (Semillas del
Caribe®). Las charolas para almacigo se lavaron y
desinfestaron (NaClO 5%), y se llenaron con el sus-
trato Cosmo Peat®. Las plantulas se trasplantaron a
bolsa negra para vivero (40 x 40 cm, calibre 600),
en una mezcla 1:1 de sustrato Cosmo Peat® y sue-
lo rico en materia organica; se llevaron a un inver-
nadero con malla antiafidos del Campus Veracruz,
Colegio de Postgraduados. Se aplicd imidacloprid
en drench a las plantas para prevenir que cualquier
afido pudiera enfermar a las plantas, y abamectina
para prevenir la presencia de &caros; las aplicacio-
nes se realizaron cada siete dias.

Para la inoculacidon se maceraron 2 g de hoja
infectada y se le agregaron 10 mL de una solucion
tampon fosfato de potasio 0.01 M pH 7. En las tres
primeras hojas completamente expandidas del api-
ce de la planta sana, se caus6 una lesion con carbo-
rundum; inmediatamente se aplic6 la solucion tam-
pon con las particulas virales, con la ayuda de un
hisopo (Valderrama et al., 2015). En total se inocu-
laron 60 plantas, 10 plantas por grupo de sintomas,
ademas, se separaron 10 plantas sanas como testi-
go. Se consider6 como colecta al virus inoculado
en 10 plantas, lo cual se corrobor6 mediante anali-
sis molecular. En el Cuadro 1 se propone una no-
menclatura que describe cada sintoma foliar produ-
cido por el PRSV-P en las plantas inoculadas. Para
observar si los sintomas caracterizados al momento
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disinfected with 5% NaClO, and then filled with
Cosmo Peat® substrate. Papaya seedlings were
transplanted to black plastic bags (40 x 40 cm, 600
gauge) filled with a 1:1 mixture of Cosmo Peat®
substrate and soil rich in organic matter. Later, they
were taken to a greenhouse with anti-aphid mesh
at Campus Veracruz of Colegio de Postgraduados.
Imidacloprid was applied in drench to the plants
to protect them against aphids, and abamectin was
applied every seven days to protect them against
mite attack.

For inoculation, 2 g of infected leaves were
macerated, and 10 mL of a pH 7, 0.01 M potassium
phosphate buffer solution were added. A lesion
to the first three completely expanded leaves
of healthy plants was made with carborundum,
and a buffer solution containing viral particles
was immediately applied using a cotton swab
(Valderrama et al., 2015). A total of 60 plants
were inoculated, 10 plants per group of symptoms;
10 healthy plants were separated and used as
the control. The virus inoculated in 10 plants
was considered as a virus collection, which was
corroborated by conducting a molecular analysis.
In Table 1 we propose a nomenclature for each
foliar symptom produced by PRSV-P in the plants
that were inoculated. To observe if the symptoms
characterized during the plant field-collection
could be replicated in the greenhouse, they were
ordered based on a scale for disease severity (Table
2) (Flores-Bautista et al., 2018). Radial graphics
were constructed using Sigma Plot® software to
facilitate the characterization of the symptoms
system and associate it with each collection. The
graphics make it possible to observe and compare
the relative values among collections with an
initial central point that indicates a leaf with no-
symptoms.

For molecular identification, a RT-PCR test
was conducted using the plants inoculated in the
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Cuadro 1. Descripcion de sintomas observados en invernadero.

Table 1. Description of the symptoms observed in the greenhouse.

Sintoma

Descripcion

Aclaramiento nervaduras principales
Aclaramiento nervaduras ramificadas
Mosaico liso

Parches verdes

Islas verdes

Estrias

Clorosis general

Clorosis sectorial

Arrepollamiento

Epinastia
Filiformidad

Aclaramiento o amarillamiento de nervaduras primarias

Aclaramiento o amarillamiento de nervaduras secundarias

Zonas claras distribuidas en la superficie de la hoja

Zonas verde intenso que alternan en la superficie de la hoja

Zonas abultadas de color verde intenso hacia la parte superficial

Tejidos de la lamina foliar atrofiados, formando lineas sinuosas blanquecinas
Amarillamiento de la lamina foliar

Amarillamiento en zonas puntuales de la lamina foliar

“Dedos” de las hojas no desplegados, de consistencia crespa, que en su conjunto
dan una apariencia apretada

Concavidad en margenes de la hoja que dirigen el foliolo al haz

Reduccion de la lamina foliar o “mano de chango”

de la colecta en campo se replicaban en el inverna-
dero, éstos se ordenaron de acuerdo a una escala
de severidad del dafio (Cuadro 2) (Flores-Bautista
et al., 2018). Se elaboraron graficos radiales con
el programa Sigma Plot® para facilitar la caracteri-
zacion del sistema de sintomas y relacionarlo con
cada colecta. Con los graficos se pueden observar
y comparar los valores relativos entre colectas, res-
pecto a un punto central inicial, el cual indica una
hoja sin presencia de sintomas.

Para la identificacion molecular, se realizd la
prueba RT-PCR a las plantas inoculadas en in-
vernadero para identificar la presencia de PRSV-
P. Se utilizé un termociclador Multigene Labnet®
con el producto de Promega RT-PCR System®. El
ARN del virus se obtuvo con el kit de extraccion
Zymo Research®, segun las indicaciones del fabri-
cante. Para amplificar el gen de la proteina de la
capside (CP), se utilizaron los primers descritos
por Noa-Carrazana et al. (2006): 3F (5" GACCAT-
GGTCCTAGAATGAAGCTGTGGATG 3") y 11R
B'TTTTTTTTCTCTCATTCTAAGAGGCTC 5°).
Se utilizé un programa de un ciclo de 45 min a 45
°C, un ciclo de 2 min a 94 °C, 40 ciclos de 30 s a
94 °C, 1 min a 60 °C y 2 min a 68 °C; y un ciclo de
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greenhouse to detect the presence of PRSV-P.
For the test, a Multigene Labnet® thermocycler
and the Promega RT-PCR System® product
were used. The viral RNA was obtained using
the Zymo Research® extraction kit, following
the manufacturer’s instructions. To amplify the
capsid protein (CP) gene, the primers described
by Noa-Carrazana et al. (2006) were used: 3F(5’
GACCATGGTCCTAGAATGAAGCTGTGGATG
3) and 11R B'TTTTTTTTCTCTCATTCTA
AGAGGCTC 5’). The amplification program

Cuadro 2. Escala de severidad para evaluacion de sintomas
producidos por PRSV-P en plantas de papayo,
propuesta por Flores-Bautista et al. (2018).

Table 2. Severity scale proposed by Flores-Bautista ez al.

(2018) to evaluate the symptoms produced by

PRSV-P in papaya plants.
. Rango de Promedio para
Severidad severidad (%) calcular severidad (%)
0 0 0
1 1-9 5
2 10-24 17
3 25-50 38
4 51-75 63
5 76-100 88
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extension final de 7 min a 68 °C. Los productos ob-
tenidos se visualizaron por electroforesis en un gel
de agarosa 1%. Los fragmentos de interés se puri-
ficaron con el kit de Zymo Research®; se secuen-
ciaron con el equipo AB 3130® mediante la técnica
de Sanger y tecnologia capilar en el Instituto Po-
tosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica,
A.C., México. Las secuencias se compararon con
otras de aislamientos mexicanos en el GenBank®
(DQ008449.1, DQO08448.1 y DQ00847.1), con 92
a 98% de identidad, lo que corrobord la identidad
del virus.

La presencia de PRSV-P se confirmé median-
te la observacion de amplicones positivos de 1071
pares de bases, correspondiente a la region de la
capside viral (CP) (Figura 1). Los primeros sinto-
mas aparecieron a los 40 dias posteriores a la ino-
culacion (dpi) mecanica; se observaron cambios
en la sintomatologia, asi como el incremento en
la severidad de algunos sintomas hasta los 60 dpi.
Chéavez-Calvillo et al. (2016) también observaron
el mayor dafio de PRSV-P a los 60 dpi, con mayor
deformacion de la hoja, aclaramiento de nervaduras

1000 pb

consisted of one cycle at 45 ° for 45 min, one cycle
at 94 °C for 2 min, 40 cycles at 94 °C for 30 s, 1 min
at 60 °C and 2 min at 68 °C; and one final extension
cycle at 68 °C for 7 min. The amplified products
were visualized by electrophoresis in 1% agarose
gel. The amplified fragments were purified using
the Zymo Research® kit, sequenced with an AB
3130® equipment applying the Sanger technique
and capillary technology at Instituto Potosino
de Investigacion Cientifica y Tecnologica, A.C.,
Mexico. The sequences obtained were compared
to other sequences of Mexican isolates stored in
the GenBank® (DQ008449.1, DQ008448.1 and
DQO00847.1), and 92-98% identity was found,
corroborating the virus identity.

The presence of PRSV-P was confirmed by
observing positive amplicons of 1071 base pairs
that corresponded to the region of the viral capsid
(CP) (Figure 1). The first symptoms appeared 40
days after mechanical inoculation (dai). Changes
in symptomatology and a severity increase in some
of the symptoms were not observed until 60 dai.
Chéavez-Calvillo et al. (2016) also observed the

1071 pb= PRSV-p

1kb C4Ant14 C5TB1 C6Tla3 C3Antl C1Cot4 C2Ant5 () (+)

Figura 1. Amplicones positivos a la proteina de la capside de PRSV-P analizados por RT-PCR. Electroforesis en gel de
agarosa al 1X en tampon TAE. (1 kb): marcador de peso molecular; (+): control positivo; (-): control negativo;
(C4Ant14, C5TB1, C6Tla3, C1Cot4, C2Ant5): Colectas del virus con sistema de sintomas diferenciado (Cuadro 1).

Figure 1. Positive amplicons to the capsid protein of PRSV-D, analyzed by RT-PCR. Electrophoresis in 1X agarose gel, run in
TAE buffer. (1 kb): molecular weight marker; (+): positive control; (-): negative control; (C4Ant14, C5TB1, C6Tla3,
C1Cot4, C2Ant5): Virus collections with a differentiated symptoms system (Table 1).
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y mosaico severo. Singh et al. (2017) mencionan
que el PRSV-P produjo sintomas sistémicos de mo-
saico y deformacion de las hojas en C. papaya y
otros hospederos. Las escalas de severidad de di-
versos autores catalogan a los sintomas de manera
genérica, mientras que en este trabajo se presen-
ta una caracterizacion detallada de cada sintoma
foliar del PRSV-P observado (Figura 2). Algunos
sintomas producidos por el PRSV-P coinciden con
los registrados por Hernandez-Castro et al. (2010),

highest level of damage caused by PRSV-P at 60 dai,
associated with the highest level ofleaf deformation,
clearing along leaf veins and severe mosaic. Singh
et al. (2017) mention that PRSV-P caused systemic
mosaic and leaf deformation symptoms in papaya
and other hosts. The severity scales of different
authors catalog the symptoms in a generic way,
while our study provide a detailed characterization
of each foliar symptom caused by PRSV-P (Figure
2). Some of the symptoms produced by PRSV-P

Figura 2. Caracterizacion de sintomas foliares del PRSV-P inoculado mecdnicamente en plantas de papayo var. Maradol
Roja de tres meses de edad, en invernadero, de diciembre 2018 a mayo 2019. Campus Veracruz, Colegio de Post-
graduados. A) Aclaramiento nervaduras principales; B) aclaramiento nervaduras ramificadas; C) mosaico liso;
D) parches verdes; E) islas verdes; F) estrias; G) clorosis general; H) clorosis sectorial; I) arrepollamiento; J)

epinastia; K) filiformidad; L) hoja sana.

Figure 2. Characterization of PRSV-P foliar symptoms mechanically-inoculated in three-month-old plants of papaya Maradol
Roja variety under greenhouse conditions, from December 2018 to May 2019. Campus Veracruz, Colegio de Postgrad-
uados. A) Clearing of the main veins; B) clearing of ramified leaf veins; C) smooth mosaic; D) green patches; E) green
isles; F) streaks; G) general chlorosis; H) sectorial chlorosis; I) bunchy appearance; J) epinasty; K) filiformity; L) healthy

leaf.
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como clorosis, mosaico y reduccion de lamina fo-
liar; en contraste, la caracterizacion propuesta en
este trabajo presenta dos tipos de clorosis y cuatro
sintomas asociados a mosaico.

Rodriguez et al. (2014) observaron sintomas de
aclaramiento de nervaduras, mosaico, ampollas y
deformacion de la hoja a 45 dpi; adicionalmente,
en el presente estudio se caracterizaron al mosaico
liso, a las islas verdes, a tres tipos de deformacion
foliar y dos tipos de aclaramiento de nervaduras
(Figura 2). Ademas, se observo una diferenciacion
en la sintomatologia de cada una de las plantas ino-
culadas en invernadero respecto a campo (Cuadro
3). La representacion de los sintomas en graficos
radiales (Figuras 3 y 4) permitio caracterizar las co-
lectas de forma diferencial, y observar los distintos
grados de severidad de cada uno de los sintomas. La
Figura 3 muestra los sintomas presentados en oto-
fio-invierno, diferenciandose las colectas C4Ant14
(36% de severidad en aclaramiento de nervaduras

are similar to those recorded by Hernandez-Castro
et al. (2010), including chlorosis, mosaic and leaf
blade reduction. Conversely, the characterization
proposed in this study shows two types of chlorosis
and four symptoms associated with mosaics.
Rodriguez et al. (2014) observed clearing of
leaf veins, mosaic, blisters, and foliar deformation
symptoms at 45 dai. In the present study, smooth
mosaic, green isles, three types of leaf deformation,
and two types of clearing of leaf veins also
were characterized (Figure 2). Additionally, a
differentiation of symptomatology was made
between each plant inoculated in the greenhouse
and the plants collected in the field (Table 3).
Representing the symptoms in radial graphics
(Figures 3 and 4) made it possible to characterize
each collection in a differential way and observe
the different levels of severity of each symptom.
Figure 3 shows the symptoms that appear in fall-
winter; where collections C4Ant14 (36% severity

Cuadro 3. Sintomas diferenciales de cada colecta de PRSV-P observados en campo e invernadero, en planta de papayo.
Table 3. Differential symptoms of each PRSV-P collection under greenhouse conditions and in the field in papaya plants.

Municipio de

Colecta Sintomas caracteristicos en campo Sintomas caracteristicos en invernadero otigen
S . . Epinastia, mosaico liso, clorosis general y sectorial,
Epinastia, clorosis general y aclaramiento . oo .
C1Cot4 .S aclaramiento de nervaduras principales y ramifica- Cotaxtla
de nervaduras principales das
. . . Filiformidad, epinastia, mosaico liso, parches ver-
Filiformidad, aclaramiento de nervaduras . . . .
C2Ant5 L . des, islas verdes, clorosis general, aclaramiento de La Antigua
principales y ramificadas . .
nervaduras principales y ramificadas
- . . Filiformidad, epinastia, clorosis general, parches
C3Antl F111f0¥m1.dad y aclaramiento de nervadu- verdes, islas verdes, aclaramiento de nervaduras La Antigua
ras principales L .
principales y ramificadas
. . Clorosis general, arrepollamiento, mosaico liso,
Aclaramiento de nervaduras principales y . . . .
C4Ant14 . aclaramiento de nervaduras principales y ramifica- La Antigua
ramificadas
das
. . . Filiformidad, arrepollamiento, clorosis general y
Clorosis sectorial, aclaramiento de nerva- . L . .
C5TBI1 L . sectorial, mosaico liso, aclaramiento de nervaduras Tierra Blanca
duras principales y ramificadas .y .
principales y ramificadas
Filiformidad, clorosis general, mosaico Filiformidad, clorosis general, islas verdes, parches
C6TLA3 liso y aclaramiento de nervaduras princi-  verdes, mosaico liso, aclaramiento de nervaduras Tlalixcoyan
pales principales y ramificadas
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Figura 3. Diagramas radiales de severidad de sintomas foliares producidos por seis colectas del PRSV-P en C. papaya en el
ciclo otofio-invierno 2018, 55 dias posteriores a la inoculaciéon mecanica.

Figure 3. Radial diagrams of foliar symptoms severity produced by six PRSV-P collections in C. papaya in the 2018 fall-
winter cycle, 55 days after mechanical inoculation.

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2020 288



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
FuLLy BILINGUAL MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

C1Cot4
Aclaramiento de nervaduras principales C2AntS

Aclaramiento de nervaduras principales

nerv. ram.
0.6

0.5+

Epinastia Mosaico liso 04

Epinastia 0.3 Mosaico liso
0.2+
0.1=
06
)
0.1
0.2

ONQ.1 02 03 04 05 06

0. 7
Arrepollamiento Parches verdes 07 0.6 05 04 03 02 0. 0 0.1 02 03 04 05 0.6 07

Arrepollamiento Parches verdes

03

0.4
Clorosis sectorial Islas verdes

Clorosis sectorial 0.5 4 Islas verdes

0.6

Clorosis general Estrias Clorosis general Estrias

C4Ant14
C3Antl Aclaramiento de nervaduras principales

Aclaramiento de nervaduras principales

0.6
0.5

04 Epinastia Mosaico liso

Epinastia 03 Mosaico liso
0.2

0.1+

0
0.1
02

4
07 0.6 05 04 03 02 0 Parches verdes

0.
0 0.1 02 03 04 05 06 07 i
Arrepollamiento a Parches verdes Arrepollamiento

03
0.4
Clorosis sectorial Islas verdes Clorosis sectorial

0.5 Islas verdes

0.6

Clorosis general Estrias

Clorosis general Estrias
C5TB1 C6Tla3
Aclaramiento de nervaduras principales Aclaramiento de nervaduras principales

nerv. ram.

Epinastia Mosaico liso Epinastia Mosaico liso

01 02 03 04 05 06

07 06 05 04 03 02 .(.]I()\ 0.1 02 03 04 05 06 07

0. 7
Arrepollamiento Parches verdes ~ Arrepollamiento Parches verdes

Clorosis sectorial Islas verdes Clorosis sectorial Islas verdes

Clorosis general Estrias Clorosis general Estrias

Figura 4. Diagramas radiales de severidad de sintomas foliares producidos por seis colectas del PRSV-P en C. papaya en el
ciclo primavera-verano 2019, 195 dias posteriores a la inoculacién mecanica.

Figure 4. Radial diagrams of foliar symptoms severity produced by six PRSV-P collections in C. papaya in the 2019 spring-
summer cycle, 195 days after mechanical inoculation.
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principales y ramificadas) y C5TB1 (36% de seve-
ridad en aclaramiento de nervaduras principales),
concentrandose la longitud de las curvas en la parte
superior derecha, en donde se encuentran los sin-
tomas moderados, que manifiestan menor dafio a
la planta.

Las colectas C1Cot4, C2Ant5, C3Antl y C6T-
la3 muestran curvas con una tendencia hacia la
parte superior izquierda del grafico, zona donde se
grafican los sintomas que tipifican la deformacion
del area foliar; ademas, en estas colectas también
se observo la asociacion de sintomas. Tal y como
lo sugieren Rodriguez et al. (2014), se observo una
relacion entre la severidad de sintomas y la tempe-
ratura, los cuales fueron menos severos a tempera-
turas superiores a 35 °C. En la temporada prima-
vera-verano 2019 (Figura 4) se lograron observar
“estrias” en las colectas C1Cot4 y C5TBI, sinto-
ma que no se presento6 en la época de temperaturas
frescas (23 °C, otoflo-invierno).

Es posible que la disminucion en la severidad y
la atenuacion de sintomas en las seis colectas estu-
vo asociada a temperaturas mayores de 35 °C, tal
y como lo mencionan Ordaz-Pérez et al. (2017).
La colecta C5TB1 presentd mayor severidad en
los primeros 60 dpi de esta temporada, con sinto-
mas de filiformidad y epinastia, los cuales causan
mayor dafo en la planta. Cabrera-Mederos et al.
(2010) observaron algo similar, con un mosaico
del PRSV-P mas ligero y ausencia de filiformidad
cuando se sometieron a las plantas infectadas a 38
°C en invernadero; posteriormente, al reducir la
temperatura a 20 °C bajo condiciones controladas,
los sintomas se tornaron nuevamente severos. Bau
et al. (2004) observaron variacion en la expresion
de sintomas de PRSV-P, de acuerdo a la temporada
del afio, con un incremento en la época fria (19 °C)
y de lluvias (26 °C). En general, el desarrollo de
enfermedades virales estd asociado a temperatura
entre 16 y 30 °C (Cabrera-Mederos ef al., 2010);
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in the clearing of the main and ramified nerves)
and C5TB1 (36% severity in clearing of the main
nerves) can be differentiated, even when the length
of the curves is concentrated in the upper right-
hand side, where moderate symptoms that cause
less damage to the plant are found.

The collections C1Cot4, C2Ant5, C3Antl and
C6Tla3 show curves that tend to concentrate in the
upper left-hand side of the graphic, where the typical
symptoms of foliar area deformation are plotted.
Also, an association of symptoms was observed
in these collections. As suggested by Rodriguez et
al. (2014), there was also a relation between the
severity of symptoms and the temperature, with
less severe symptoms at temperatures higher than
35 °C. In the 2019 spring-summer cycle (Figure 4),
“streaks” were observed in collections C1Cot4 and
C5TBI1, a symptom that was not observed during
the cool temperature season (23 °C, fall-winter).

The reduction of severity and mitigation of
symptoms could be associated with temperatures
higher than 35 °C, as mentioned by Ordaz-Pérez
et al. (2017). The C5TBI1 collection showed the
highest level of severity during the first 60 dai of
this season with filiformity and epinasty symptoms,
which caused the most damage to the plant.
Cabrera-Mederos et al. (2010) observed similar
PRSV-P symptoms, with slight mosaic and no
filiformity when the infected plants were placed in
a greenhouse at 38 °C. Later, when the temperature
was reduced to 20 °C under controlled conditions,
the symptoms became severe again. Bau et al.
(2004) observed wvariation in the expression of
PRSV-P symptoms, according to the year’s season,
with an increase in the cold (19 °C) and rainfall
seasons (26 °C). Overall, the development of viral
diseases is associated with temperatures between 16
and 30 °C (Cabrera-Mederos et al., 2010); higher
temperatures cause a low viral concentration, which
mitigates the symptoms and the plant apparently

290



FuLLy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

temperaturas superiores provocan una baja concen-
tracion viral, lo que resulta en atenuacion de sin-
tomas y la aparente recuperacion de la planta a la
enfermedad.

Las seis colectas de PRSV-P se pudieron separar
por sintomatologia foliar mediante la caracteriza-
cion de sintomas propuesta en este trabajo y el uso
de graficos radiales. La mayor severidad de sinto-
mas se presentd en la época de menor temperatura
ambiental, respecto a la época de primavera-vera-
no. Las diferencias encontradas entre las distintas
colectas podria ser un indicador de la variabilidad
genética del virus. Por ello, es necesario realizar es-
tudios con plantas indicadoras para determinar si la
sintomatologia producida por colecta se replica en
diferentes hospederos. Ademas, con estudios mole-
culares en regiones que participen en el desarrollo
de sintomatologia y severidad, como capside viral
(CP) y componente auxiliar (HC-Pro), se podria
observar si existe diferencia en los nucleétidos, lo
cual pueden producir diferencias en la expresion de
sintomas y en la severidad del virus. En conjunto,
ensayos biologicos y moleculares podrian determi-
nar diferentes aislados virales, tales como aislados
atenuados y severos.
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Resumen. El objetivo del presente estudio fue
evaluar el efecto de biofungicidas elaborados con
Azadirachta indica, Melaleuca alternifolia y la
combinacion de Bacillus subtilis con A. indica y
Syzygium aromaticum, en el control de la roya cau-
sada por Hemileia vastatrix, en las variedades Gar-
nica y Typica. Se establecieron experimentos en
condiciones de campo en tres localidades: Lipun-
tahuaca, Chilocoyo y Cinco de Mayo, con plantas
de cinco meses de edad. Se encontraron diferen-
cias significativas entre biofungicidas y el testigo
para la incidencia (P=0.04), area bajo la curva del
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Abstract. The objective of this study was to
evaluate the effect of biofungicides made with
Azadirachta indica, Melaleuca alternifolia and
Bacillus subtilis plus A. indica plus Syzygium
aromaticum, for the control of coffee rust caused
by Hemileia vastatrix in cultivars Garnica and
Typica. The experiments were established under
field conditions in three localities: Lipuntahuaca,
Chilocoyo and Cinco de Mayo, using five-month
old plants. Significant differences were found
between biofungicides and the control for incidence
(P=0.04), area under the disease progress curve
(AUDPC) (P=0.04), and apparent infection rate
(P=0.03). No differences were found in severity
except in the last evaluation. M. alternifolia
induced the lowest values of incidence (34.4%),
AUDPC (61.8) and apparent infection rate (0.028),
with percentages of reduction regarding the control
of 20.9, 14.2 and 39.1%, respectively. There were
no significant differences between the Typica and
Garnica cultivars for incidence and severity. The
experimental plants in Lipuntahuaca had lower

293



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLLy BILINGUAL

progreso de la severidad (ABCPE) (P=0.04) y tasa
de infeccion aparente (P=0.03). No se encontra-
ron diferencias en severidad excepto en la ultima
evaluacion. M. alternifolia indujo los valores mas
bajos de incidencia (34.4 %), ABCPE (61.8) y tasa
de infeccion aparente (0.028), con porcentajes de
reduccion con respecto al testigo de 20.9, 14.2 y
39.1%, respectivamente. No se presentaron dife-
rencias significativas entre las variedades Typica y
Garnica para incidencia y severidad. Las plantas de
la localidad de Lipuntahuaca tuvieron menor inci-
dencia (26.9%) y severidad (2.3%) en comparacion
con Chilocoyo y Cinco de Mayo con 51.5y 44.5 %
(incidencia) y 4.2 y 3.4% (severidad), respectiva-
mente (P<0.0001). Los biofungicidas no suprimie-
ron la infeccidn, pero los resultados sugieren que
debe continuarse la investigacion en este patosis-
tema.

Palabras clave: Severidad, incidencia, roya, Co-
ffea arabica, fungicidas botanicos.

El cafeto es uno de los cultivos mas importantes
en el mundo, debido a que es crucial para la econo-
mia de al menos 60 paises y es la principal fuente
de ingresos de 100 millones de personas (Talhinhas
et al.,2017). En México, este cultivo es estratégico
ya que en su produccion se emplean 500 000 pro-
ductores en 14 estados y 480 municipios (SAGAR-
PA, 2017). Los principales estados productores de
café cereza son Chiapas (357 733 t), Veracruz (192
341 t) y Puebla (112 228 t). En este tltimo, el valor
de la produccioén asciende a 778 526 miles de pesos
(SIAP, 2018). Sin embargo, el cultivo es afectado
por la roya, enfermedad causada por el hongo He-
mileia vastatrix. Los sintomas de la enfermedad se
observan en hojas, inicialmente como manchas clo-
roticas que se tornan necréticas con el avance de la
infeccion. El efecto varia desde defoliacion menor
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incidence (26.9%) and severity (2.3%) compared
to Chilocoyo and Cinco de Mayo, with a 51.5 and
44.5% (incidence) and 4.2 and 3.4% (severity),
respectively (P<0.0001). The biofungicides did not
suppress the infection but the results suggest that
research in this pathosystem should be continued.

Key words: Severity, incidence, coffee rust, Coffea
arabica, botanical fungicides.

Coffee is one of the most important crops around
the world because it is crucial for the economy
of at least 60 countries and the major source of
income for 100 million people (Talhinhas et al.,
2017). In Mexico, coffee is a strategic crop since its
production employs more than 500,000 producers
from 14 states and 480 municipalities (SAGARPA,
2017). The major coffee cherry producing states
are Chiapas (357 733 t), Veracruz (192 341 t) and
Puebla (112 228 t). In Puebla, coffee production is
valued at 778 526 thousand pesos (SIAP, 2018).
However, the coffee crop is affected by rust, a
disease caused by Hemileia vastatrix. The disease
symptoms appear on coffee leaves, initially in the
form of chlorotic spots that become necrotic as the
infection advances. The effect varies from slight
defoliation to up 50% yield loss (Avelino et al.,
2015, Zambolim, 2016; Talhinhas et al., 2017).
Preventive and systemic fungicides containing
copper, epoxiconazole or pyraclostrobin are
applied in the diverse coffee producing regions to
control the pathogen (Zambolim, 2016; Talhinhas
et al., 2017). In Mexico, SENASICA ran a control
program based on a successful Surveillance System
that contained the 2012-2013 regional epidemic
outbreak (PVEF-CAFETO, 2018). In the Sierra
Norte de Puebla, coffee is traditionally grown with
minimumuse of inputs, which means that production
is under organic management. However, this has
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hasta pérdida del 50% en el rendimiento (Avelino et
al., 2015, Zambolim, 2016; Talhinhas et al., 2017).
La aplicacion de fungicidas preventivos y sistémi-
cos que contienen cobre, epoxiconazol o pyraclos-
trobin es la principal forma de control del patogeno
en las diversas regiones productoras (Zambolim,
2016; Talhinhas et al., 2017). En México, el SE-
NASICA impulsé un progama de control basado
en un exitoso Sistema de Vigilancia que logrd la
contencion epidémica regional del brote epidémi-
co de 2012-2013 (PVEF-CAFETO, 2018). En la
Sierra Norte de Puebla, la cafeticultura se realiza
tradicionalmente con un uso minimo de insumos,
lo que ha propiciado que la produccion se oriente
hacia el manejo organico, pero ha favorecido que
la enfermedad se presente afio tras afio, causando
pérdidas variables en la producciéon. Las varieda-
des comunmente utilizadas son Typica, Garnica y
Mundo Novo (Benitez-Garcia ef al., 2015). Diver-
sas investigaciones han demostrado el uso potencial
de biofungicidas. Estos productos son elaborados a
partir de plantas y microorganismos para el control
de hongos. En México se ha identificado a Acre-
monium byssoides, Calcarisporium arbuscula, C.
ovalisporum, Sporothrix guttuliformis, Fusarium
pallidoroserum, Verticillum lecanii, Simplicillium
sp. y Lecanicillium sp. con potencial para controlar
a H. vastatrix (Carrion y Rico-Gray, 2002; Gémez-
De La Cruz et al., 2018). Otros estudios realizados
en condiciones de invernadero y laboratorio han
indicado el potencial de biofungicidas formulados
a partir de Cinnamomum zeylanicum, Cymbopogon
nardus, Cymbopogon citratus, Corymbia citriodo-
ra, Melaleuca alternifolia, Thymus vulgaris, Aza-
dirachta indica, Syzygium aromaticum y Allium
sativum para el control de H. vastatrix. Este tipo
de productos representa una alternativa de mane-
jo para la produccion de café organico, el cual es
valorado a nivel mundial (Borges et al., 2012; Sil-
va et al., 2014). Su aplicacion en el control de la
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contributed to the disease occurring year after year,
causing variable production losses. The varieties
most commonly cultivated are Typica, Garnica and
Mundo Novo (Benitez-Garcia et al., 2015). Diverse
studies have demonstrated the potential use of
biofungicides. These products are made from plants
and microorganisms fungi control. In Mexico,
Acremonium byssoides, Calcarisporium arbuscula,
C. ovalisporum, Sporothrix guttuliformis, Fusarium
pallidoroserum, Verticillum lecanii, Simplicillium
sp. and Lecanicillium sp. have been identified as
having the potential to control H. vastatrix (Carrion
and Rico-Gray, 2002; Gomez-De La Cruz et al.,
2018). Other studies conducted under greenhouse
and laboratory conditions have indicated the
potential of biofungicides based on Cinnamomum
zeylanicum, Cymbopogon nardus, Cymbopogon
citratus,  Corymbia  citriodora,  Melaleuca
alternifolia, Thymus vulgaris, Azadirachta indica,
Syzygium aromaticum and Allium sativum to
control H. vastatrix. This kind of products offer
a management alternative for the production
of organic coffee, which is valued worldwide
(Borges et al., 2012; Silva et al., 2014). The use of
biofungicides to control rust is a low cost and low
environmental impact option that reduces the risk
for H. vastatrix to develop resistance compared to
the use of synthetic fungicides (Avelino et al., 2015;
Ibafiez and Blackman, 2016; Talhinhas et a/.,2017).
However, it is necessary to analyze the effect that
formulations based on plants or microorganisms
have on disease progress in the field in order to come
up with recommendations that can be incorporated
into integrated management practices. For this
reason, the objective of the present study was to
evaluate the effectiveness of biofungicides based on
Azadirachta indica (neem), Melaleuca alternifolia
(tea tree) and the combination of Bacillus subtilis
with Azadirachta indica and Syzygium aromaticum
(clove) to control rust caused by H. vastatrix on
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roya es una opcion de bajo costo y menor impacto
ambiental, con menor riesgo en la generacion de
resistencia de H. vastatrix, en comparacion con el
uso de fungicidas sintéticos (Avelino et al., 2015;
Ibafiez y Blackman, 2016; Talhinhas et al., 2017).
Sin embargo, es necesario analizar el efecto de
formulaciones elaboradas a partir de plantas o de
microorganismos en el progreso de la enfermedad
bajo condiciones de campo para generar recomen-
daciones que puedan incorporarse a las practicas
de manejo integrado. Por tal motivo, el objetivo
del presente estudio fue evaluar la efectividad de
biofungicidas elaborados con Azadirachta indica
(neem), Melaleuca alternifolia (arbol de té) y la
combinacion de Bacillus subtilis con Azadirachta
indica y Syzygium aromaticum (clavo) en el control
de la roya causada por H. vastatrix en dos varieda-
des de cafeto.

En 2017, se establecieron experimentos en tres
localidades del municipio de Huehuetla, Puebla: a)
Lipuntahuaca (20° 04’ N y 97° 37’ O; 546 msnm),
b) Chilocoyo (20° 04’ Ny 97° 39 O; 907 msnm)
y ¢) Cinco de Mayo (20° 07° Ny 97° 37" O; 608
msnm). En este municipio se tiene una precipita-
cion anual de 2900 a 3600 mm, la precipitacion del
mes mas seco es mayor de 40 mm y presenta un
clima semicalido himedo, con un rango de tempe-
ratura de 18 a 24 °C (INEGI, 2009). En cada expe-
rimento se evalud el efecto de tres biofungicidas
en plantas de cafeto de las variedades Garnica y
Typica (Cuadro 1).

Los experimentos se desarrollaron en condi-
ciones de campo, en sitios rodeados con parcelas
de cafeto sin aplicacion de fungicidas, donde la
enfermedad se presenta afio tras afio. Se utilizaron
plantas procedentes de vivero, con cinco meses
de edad desde la siembra en el semillero, sin tra-
tamiento con fungicidas. La infeccion fue natural.
Los experimentos en cada localidad se establecie-
ron en un disefio de tratamientos de parcelas sub-
divididas con tres repeticiones (Villasefior-Mir et
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two coffee tree varieties.

In 2017, experiments were established at three
sites in the Huehuetla municipality, Puebla: a)
Lipuntahuaca (20° 04’ N and 97° 37° W; 546 masl);
b) Chilocoyo (20° 04’ N and 97° 39° W; 907 masl);
and c) Cinco de Mayo (20° 07’ N and 97° 37" W,
608 masl). In this municipality, annual precipitation
is 2900-3600 mm; the precipitation in the driest
month is higher than 40 mm, which is a semi-warm
and humid climate where the temperature varies
from 18 to 24 °C (INEGI, 2009). The effect of three
biofungicides on coffee plants of the Garnica and
Typica varieties was evaluated in each experiment
(Table 1).

The experiments were established in the field
in sites surrounded by coffee tree fields to which
no fungicides were applied and where the disease
occurs year after year. Five-month old plants grown
in seedbeds with no fungicide treatment were taken
from the nursery for the experiment. Infection was
natural. The experiments in each location were
established using a treatment design of subdivided
plots with three replications (Villasefior-Mir et al.,
2012). Locations were established in the large plot
(3), treatments with and without biofungicide in the
intermediate plot (4), and Garnica and Typica (2) in
the small plots (Villasefior-Mir et al., 2012; Santa-
Rosa et al., 2016). Each experiment unit consisted
of three plants. Each location had nine plants of
each variety per treatment, for a total of 18 plants
of the two varieties in each treatment. Disease
progress was monitored on all the leaves of each of
the 72 plants per location.

The infection caused by H. vastatrix occurred
naturally. The first signs and symptoms were
observed by inspecting the leaves with a 40 X
magnifying glass and under a stereoscopic and
compound microscope (SENASICA, 2019). The
disease progress was monitored by conducting
seven evaluations and estimating the following
variables (Campbell and Neher, 1994): 1) Incidence,
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Cuadro 1. Biofungicidas evaluados para el control de la roya del cafeto en Huehuetla, Puebla.
Table 1. Biofungicides evaluated to control coffee rust in Huehuetla, Puebla.

Biofungicida Nombre comercial Composicion Dosis aplicada
® 50% de Bacillus subtilis (1x10* ufc mL"), 2.5% de r

BATAITSA Roya Out Azadirachta indica, 2.5% de Syzygium aromaticum 1.5 L ha

Al Biogeneser® Azadirachta indica 2.0 Lha'!

o . e .
MA Timorex Gold® 23.8% de aceite di Melaleuca alternifolia, equivalente 1.5 L ha'
a2225¢gdeia. L
TE e Testigo, sin

aplicacion

La aplicacion de los biofungicidas se realizé con aspersoras manuales de mochila (Antarix modelo AS-18) con boquilla
de abanico, cada 22 dias (A1= 06 de abril, A2= 28 de abril y A3=20 de mayo), con un total de tres aplicaciones. Las
dosis corresponden a la recomendacion del fabricante / The biofungicides were applied every 22 days (A1= 06 April,
A2= 28 April and A3=20 May) using manual backpack sprayers (Antarix model AS-18) with a fan nozzle. A total of
three applications were made. The doses were applied following the manufacturer’s recommendations.

al.,2012). En la parcela grande se establecieron las
localidades (3), en la mediana los tratamientos con
y sin biofungicida (4), mientras que en las parcelas
chicas estuvieron las variedades (Garnica y Typi-
ca) (2) (Villasefior-Mir et al., 2012; Santa-Rosa et
al., 2016). Cada unidad experimental estuvo cons-
tituida por tres plantas; en cada localidad se conto
con nueve plantas por tratamiento en cada varie-
dad, considerando las dos variedades se tuvieron
18 plantas en cada tratamiento. Se dio seguimiento
al progreso de la enfermedad en 72 plantas por lo-
calidad, en todas las hojas de cada planta.

La infeccion por H. vastatrix se produjo de ma-
nera natural; la confirmacion de los primeros signos
y sintomas fue mediante la inspeccion de hojas con
una lupa de 40 X y observaciones en el microscopio
estereoscopico y compuesto (SENASICA, 2019).
Se dio seguimiento al progreso de la enfermedad
mediante siete evaluaciones y la estimacion de las
siguientes variables (Campbell y Neher, 1994): 1)
Incidencia, calculada como el porcentaje de hojas
enfermas respecto al total de hojas por planta; 2)
Severidad en hoja, calculada como el porcentaje de
area foliar dafiada en cada hoja de la planta me-
diante una escala diagramatica (SINAVEF, 2013);
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calculated as the percent ofinfected leaves compared
to the total of leaves per plant; 2) severity in leaves,
calculated as the percent of damaged foliar area on
each leaf using a diagrammatic scale (SINAVEEF,
2013); 3) total severity, evaluated based on the
average severity observed on each leaf of the plant,
on each evaluation date.

The disease was evaluated two days after the
first application (dpa), at eight dpa, 16 dpa, 29 dpa,
36 dpa, 43 dpa and at 51 dpa. Based on the total
severity values, the area under the disease progress
curve was estimated (AUDPC) (Simko and Piepho,
2012) by the following equation:

ABCPE = Z:’:: ( X+2X+l) * ( tivi ™ tr)
AUDPC
Where:

Yi= disease intensity
t= evaluation period (time)
n= number of evaluations

The incidence and severity data were subjected

to a validation of assumption of normality using
Shapiro-Wilk’s test and homogeneity of variance

297



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLLy BILINGUAL

3) Severidad total, evaluada mediante el promedio
de la severidad observada en cada una de las hojas
en la planta, en cada fecha de evaluacion.

La evaluacion de la enfermedad se realizo a los
dos dias después de la primera aplicacion (dpa), a
los ocho dpa, 16 dpa, 29 dpa, 36 dpa, 43 dpay a los
51 dpa. Con los valores de severidad total se estimé
el area bajo la curva del progreso de la enfermedad
(ABCPE) (Simko y Piepho, 2012) expresada en la
siguiente ecuacion:

1(Z+K+l) *

ABCPEZZ:LI b (t,ur[ 't()

Donde:

Y= intensidad de la enfermedad
= periodo de evaluacion (tiempo)
n=namero de evaluaciones

Los datos de incidencia y severidad se some-
tieron a la comprobacion de los supuestos de nor-
malidad mediante la prueba de Shapiro-Wilk y de
homogeneidad de varianzas mediante la prueba de
Levene (Zar, 1999). Al no resultar datos normales,
los porcentajes de incidencia y severidad fueron
transformados al arcoseno de la raiz cuadrada del
valor porcentual. Los datos transformados fueron
sometidos a un analisis de varianza con el procedi-
miento ANOVA en el paquete estadistico SAS ver-
sion 9.4 (Statistical Analysis System, Cary, North
Carolina) para identificar las diferencias entre loca-
lidades y tratamientos, asi como las interacciones.
Adicionalmente, se realizaron analisis de varianza
por cada fecha de evaluacion. Las medias se com-
pararon mediante la prueba de rangos multiples de
Duncan (p<0.05) (Steel y Torrie, 1985). El analisis
incluyo el ANOVA del area bajo la curva del pro-
greso de la enfermedad (ABCPE) con base en la
severidad estimada a partir de los datos transforma-
dos, asi como la estimacion de la tasa de infeccion
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using Levene’s test (Zar, 1999). Since the tests
indicated that the data were not normal, the
incidence and severity percents were converted to
the arcsine square root of the percent value. The
transformed data were subjected to an analysis of
variance using ANOVA with the SAS statistical
program version 9.4 (Statistical Analysis System,
Cary, North Carolina) to identify the differences
between locations and treatments, as well as the
interactions. In addition, analyses of variance were
conducted for each evaluation date. The means
were compared using Duncan’s multiple range test
(p<0.05) (Steel and Torrie, 1985). The analysis
included ANOVA of the area under the disease
progress curve (AUDPC) based on the severity
which was estimated using the transformed data, as
well as the estimation of the apparent infection rate
with the transformed percentages of infected foliar
area using In(x/(1-x)) and considering the time
during which the disease was monitored (APS,
2019).

Statistically significant differences (p<0.01)
among locations and biofungicides were observed
for both rust incidence and severity. However, there
were no differences in the rust incidence among the
varieties, although the analysis of variance showed
differences in severity (Table 2). At two dpa, the
control plants and the plants treated with a mixture
of B. subtilis + A. indica + S. aromaticum showed
9.5% and 8.7% incidence values, respectively,
followed by the plants that were treated with A.
indica (14.2%) and M. alternifolia (18.9%) (Figure
1A). This pattern was also observed at eight dpa
and was more associated with natural expression of
the disease on aggregation spots than to the effect of
the biofungicides (Quifones-Valdéz et al., 2015).
Starting at 16 dpa, the incidence levels increased
in all the treatments, but no significant differences
were detected. However, the apparent infection rate
(r) made it possible to differentiate the level of the
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aparente con la transformacion de los porcentajes
del area foliar dafiada mediante In(x/(1-x)) y consi-
derando el tiempo de seguimiento de la enfermedad
(APS, 2019).

Se observaron diferencias estadisticamente sig-
nificativas (p<0.01) entre localidades y biofungi-
cidas (p<0.05) tanto para la incidencia de la roya
como para la severidad. Sin embargo, no se obser-
varon diferencias entre variedades respecto a la in-
cidencia de la roya, aunque el analisis de varianza
indicé diferencias para la severidad (Cuadro 2). A
los dos dpa las plantas testigo y las tratadas con la
mezcla de B. subtilis + A. indica + S. aromaticum
tuvieron valores de incidencia de 9.5% y 8.7%, res-
pectivamente, seguidas de las plantas tratadas con
A. indica (14.2%) y M. alternifolia (18.9%) (Figura
1A). Este patron se observo también a los ocho dpa

disease progress between 8 dpa and 16 dpa in each
treatment, where the highest rate of infection was
observed in plants that were sprayed with a mixture
of B. subtilis + A. indica + S. aromaticum (r=0.16),
followed by the control (r=0.14), by plants treated
with 4. indica (r=0.08) and by plants treated with
M. alternifolia (r=0.04). This indicates that the
biofungicide based on M. alternifolia reduced the
disease progress compared to the other treatments.

Starting at 29 dpa and up to 51 dpa, the plants
treated with M. alternifolia had the lowest level
of rust incidence (p<0.05 on each evaluation date)
compared to the other treatments. This behavior
was observed in both varieties and could have
been caused by the accumulated effect of the first
and second biofungicide applications. At 51 dpa,
the incidence in plants treated with M. alternifolia

Cuadro 2. Efecto de tres biofungicidas sobre la incidencia y severidad
en dos variedades de cafeto en tres localidades de Huehuetla,

Puebla.

Table 2. Effect of three biofungicides on the disease incidence and se-
verity on two coffee varieties at three locations in Huehuetla,

Puebla.

FV GL INC SEV
LOC 2 1407.7 ** 51.9%%*
REP (LOC) 4 5.8 ns 3.6 ns
BIO 3 113.8 * 19.7 *
LOC*BIO 6 71.7 ns 16.7 ns
REP*BIO(LOC) 18 29.3 ns 5.4 ns
VAR 1 104.8 ns 459 *
LOC*VAR 2 18.8 ns 3.6 ns
BIO*VAR 3 22.5ns 9.9 ns
LOC*BIO*VAR 6 47.8 ns 12.5ns
Error 23 349 7.2

La incidencia y severidad se transformaron al arcoseno de la raiz

cuadrada antes del analisis. ns=

no significativo; *=significativo

(p<0.05); **=altamente significativo (p<0.01). FV=Fuente de variacion;
GL=grados de libertad; INC=incidencia; SEV=severidad; LOC=Localidad;
REP=repeticion; BIO=Biofungicida; VAR=variedad / The incidence and
severity were transformed to the arcsine square root before the analysis.
ns= not significant; *=significant (p<0.05); **=highly significant (p<0.01).
FV=Source of wvariation; GL=degrees of freedom; INC=incidence;

SEV=severity; LOC=Location;
VAR=variety.
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REP=replication; BIO=Biofungicide;

299



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY FULLY BILINGUAL
50 r TE * A 10 r TE B
45 L T BA+A+SA | T | e BA+AI+SA
—0— Al —e— Al
40 F —a—MA 81 —a—wma
35
30 S5l
8 9
Q
—°§ 25 f %
2201 & 4r
15
10 F B0 2r
5 -
0 I I I I I I ) 0 )
2 8 16 29 36 43 51 2 8 16 29 36 43 51
Dias después de la primera aplicacion (dpa) Dia después de la primera aplicacion (dpa)
Figura 1. Progreso de la roya causada por Hemileia vastatrix en plantas jovenes de cafeto tratadas con biofungicidas en con-
diciones de campo en Huehuetla, Puebla. A) Incidencia, B) Severidad total. La incidencia y severidad total se com-
pararon estadisticamente con valores transformados (* = p<0.05; ns=no significativo). En la figura se presentan
valores no transformados. La flecha indica el momento de la aplicacion de fungicida. TE=Testigo, AI= Azadirachta
indica, MA=Melaleuca alternifolia y BA+AI+SA= Bacillus subtilis + A. indica + Syzygium aromaticum. Las barras
representan el error estindar de la media en cada evaluacién.
Figure 1. Progress of rust caused by Hemileia vastatrix in young coffee plants treated with biofungicides in the field, in Hue-

huetla, Puebla. A) Incidence, B) Total severity. Total incidence and severity were statistically compared by using
the transformed values (* = p<0.05; ns=not significant). The figure shows the non-transformed values. The arrow
indicates the time when the fungicide was applied. TE=Control, AI= Azadirachta indica, MA=Melaleuca alternifo-
lia and BA+AI+SA= Bacillus subtilis + A. indica + Syzygium aromaticum. The bars represent the standard error of

the mean of each evaluation.

y estuvo mas asociado a la expresion natural de la
enfermedad en focos de agregacion que al efecto de
los biofungicidas (Quifiones-Valdéz et al., 2015).
A partir de los 16 dpa, los niveles de incidencia in-
crementaron en todos los tratamientos, pero no se
detectaron diferencias significativas. Sin embargo,
la tasa de infeccion aparente (r) permitié diferen-
ciar el nivel de avance de la enfermedad entre los
ocho dpa y 16 dpa en cada tratamiento, donde la
mayor tasa de infeccion se observd en las plantas
asperjadas con la mezcla de B. subtilis + A. indi-
ca + S. aromaticum (r=0.16), seguidas del testigo
(r=0.14), las tratadas con 4. indica (r=0.08) y las
tratadas con M. alternifolia (r=0.04). Lo anterior
indica que el biofungicida elaborado con M. alter-
nifolia disminuy6 el avance de la enfermedad en
comparacion con los demas tratamientos.
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was 34.4%, while the incidence in the controls
was 43.5%; the differences in the final incidence
between the control plants and the plants sprayed
with B. subtilis + A. indica + S. aromaticum
(44.2%) and A. indica (41.5%) were not significant
(Figure 1A).

These results indicate that the application of the
biofungicide made of M. alternifolia reduced the
infection caused by the fungus on leaves and at the
plant level at the three locations. Similar results
were reported by Borges et al. (2012), who observed
a lower level of coffee rust incidence when they
applied essential M. alternifolia oils compared to
the controls and the plants sprayed with A. indica.
Regarding the total severity, starting at 16 dpa and
up to 51 dpa, the plants treated with M. alternifolia
showed a lower level of severity with values of less
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A partir de los 29 dpa y hasta los 51 dpa, las
plantas tratadas con M. alternifolia fueron las que
presentaron la menor incidencia de roya (p<0.05,
en cada fecha de evaluacion) en comparacion con
los otros tratamientos. Este comportamiento se ob-
servo en ambas variedades y pudo deberse al efecto
acumulado de la primera y segunda aplicacion de
este biofungicida. A los 51 dpa la incidencia de las
plantas tratadas con M. alternifolia fue de 34.4%,
mientras que en las plantas testigo fue de 43.5%;
mientras que las diferencias en la incidencia final
entre las plantas testigo y las asperjadas con B. sub-
tilis + A. indica + S. aromaticum (44.2%) y A. in-
dica (41.5%) no fueron significativas (Figura 1A).

Estos resultados, indican que la aplicacion del
biofungicida formulado con M. alternifolia redujo
la infeccion del hongo entre las hojas y a nivel de
planta en las tres localidades. Resultados similares
fueron reportados por Borges et al. (2012), quie-
nes observaron una reduccion de la incidencia de
la roya del cafeto al aplicar aceites esenciales de M.
alternifolia en comparacion a las plantas testigo y
a las plantas asperjadas con A. indica. Respecto a
la severidad total, a partir de los 16 dpa y hasta los
51 dpa las plantas tratadas con M. alternifolia pre-
sentaron menor severidad, con valores menores a
2.5%. Mientras que las plantas tratadas con la mez-
cla de B. subtilis + A. indica + S. aromaticum, asi
como las tratadas con 4. indica y el testigo alcan-
zaron severidades entre 3.2 y 3.8%. Las diferencias
de los valores de severidad entre tratamientos no
fueron significativas desde los 2 dpa y hasta los 43
dpa. Sin embargo, en la ultima evaluacion (51 dpa),
se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0.05), donde las plantas testigo al-
canzaron los mayores valores de severidad (3.8%),
seguidas de las plantas tratadas con B. subtilis + A.
indica + S. aromaticum y las tratadas con 4. indica
con severidades de 3.3% y 3.6% respectivamente,
los que a su vez fueron iguales estadisticamente
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than 2.5%. The plants treated with a mixture of B.
subtilis + A. indica + S. aromaticum, and the plants
treated with 4. indica and the control plant had 3.2
and 3.8% severity. The differences in the severity
values among treatments were not significant
from 2 dpa and up to 43 dpa. However, in the last
evaluation (51 dpa), significant differences were
observed among the treatments (p<0.05), because
the control plants reached the highest severity
values (3.8%), followed by the plants treated with
B. subtilis + A. indica + S. aromaticum and the
plants treated with A4. indica that had 3.3% and
3.6% severity, respectively; these were, in turn,
statistically the same (p<0.05), while the plants
treated with M. alternifolia had the lowest percent
of damaged foliar area (2.5%) (Figure 1B).

These results are in agreement with the results
documented by Borges et al. (2012), who reported
that M. alternifolia was more effective in reducing
disease progress than A. indica, while Haddad et al.
(2009) reported a lower level of disease intensity
when applying Bacillus sp. isolates. Medice et al.
(2007) reported 35.0-62.0% reduction in Asian
rust severity (Phakopsora pachyrhizi) in different
varieties that were treated with essential oils of
thyme (Thymus vulgaris), citronella (Cymbopogon
nardus), eucalyptus (Corymbia citriodora) and
neem (Azadirachta indica). In our experiments,
the biofungicide made of M. alternifolia reduced
H. vastatrix incidence by 20.9% compared to the
control plants. M. alternifolia, A. indica y B. subtilis
+ A. indica + S. aromaticum reduced the disease
severity by 35.1%, 5.5% and 13.7%, respectively,
compared to the severity in the control plants.
Borges et al. (2012) obtained similar results where
the incidence and severity was reduced by 12.1%
and 55.4%, respectively, using essential tea tree
oils (M. alternifolia). No statistically significant
differences were found in the severity of the plants
that were sprayed with essential neem oil (4. indica)
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(p=<0.05), mientras que las plantas tratadas con M.
alternifolia tuvieron los menores porcentajes de
area foliar dafada (2.5%) (Figura 1B).

Estos resultados coinciden con lo documentado
por Borges et al. (2012), quienes reportaron una
mayor eficiencia de M. alternifolia en la disminu-
cion del progreso de la enfermedad en comparacion
con A. indica, mientras que Haddad et al. (2009)
reportaron una disminucion de la intensidad de la
enfermedad mediante la aplicacion de aislamien-
tos de Bacillus sp. Medice et al. (2007) reportaron
una reduccion del 35.0% al 62.0% de la severidad
de la roya asiatica de la soya (Phakopsora pachyr-
hizi) en diferentes variedades tratadas con aceites
esenciales de tomillo (Thymus vulgaris), citronela
(Cymbopogon nardus), eucalipto (Corymbia citrio-
dora) y neem (Azadirachta indica). En nuestros
experimentos, el biofungicida elaborado con M.
alternifolia, redujo 20.9% la incidencia de H. vas-
tatrix respecto a las plantas testigo. M. alternifolia,
A. indica 'y B. subtilis + A. indica + S. aromaticum
redujeron la severidad de la enfermedad 35.1%,
5.5% y 13.7% respectivamente, en comparacion
con la severidad de las plantas testigo. Borges et
al. (2012) encontraron resultados similares, don-
de la incidencia y la severidad se redujo 12.1% y
55.4%, respectivamente, al utilizar aceites esen-
ciales del arbol del té¢ (M. alternifolia); no se pre-
sentaron diferencias estadisticamente significativas
en la severidad de las plantas asperjadas con aceite
esencial de neem (4. indica) y el testigo. En estos
experimentos la aplicacion de M. alternifolia limito
el progreso de la enfermedad e infeccion del hongo,
pero no evitd incrementos en el tiempo.

El analisis de varianza del ABCPE con base en
la severidad y de la tasa de infeccion aparente in-
dicé diferencias significativas entre tratamientos
(p<0.05). Aunque el biofungicida elaborado con
M. alternifolia disminuy¢ el progreso de la enfer-
medad, la prueba de medias no indicéd diferencias
significativas respecto al testigo, lo cual pudo de-
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regarding the control plants. In these experiments,
the application of M. alternifolia limited the disease
progress and fungal infection but did not prevent
increases over time.

The analysis of variance of AUDPC based on the
severity and the apparent infection rate indicated
significant differences among treatments (p<0.05).
Although the biofungicide made of M. alternifolia
reduced the disease progress, the mean comparison
test did not show significant differences regarding
the control, which could be due to a variation in
the levels of severity recorded during the first
evaluations as a result of the initial infection process
and the recent application of the biofungicide. The
comparison of the AUDPC means indicated that
the application of 4. indica did not limit the disease
progress and that it was even higher than that of
the control (Table 3). However, the means test
conducted on the apparent infection rate indicated
significant differences among treatments (p<0.05),
where M. alternifolia had the lowest infection rate
(r=0.028), while the control had the highest value
(r=0.046). In percentage terms, the reduction in
the apparent infection rate compared to that of the
control was 39.1% with M. alternifolia.

Haddad et al. (2009) reported that the
application of Bacillus sp. was effective in
controlling H. vastatrix. They also mentioned that
certain isolates did not show significant differences
due to unfavorable environmental conditions for
this biological control agent. It is likely that the
response of the isolate in the formulation of the
biofungicide based on Bacillus sp. was caused
by its low adaptative ability to the environmental
conditions at the experiment sites. This means
that formulations must be prepared with isolates
obtained from each coffee producing area, since
using commercial formulations made from
microorganisms to control the disease can lead
to lower effectiveness caused by the effect of the
environmental conditions in each area.
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berse a la variacion en los niveles de severidad
registrados en las primeras evaluaciones, como re-
sultado del proceso de infeccion inicial y de la re-
ciente aplicacion del biofungicida. La comparacion
de medias del ABCPE indic6 que la aplicacion de
A. indica no limit6 el progreso de la enfermedad e
incluso fue superior al testigo (Cuadro 3). Sin em-
bargo, la prueba de medias realizada con la tasa de
infeccidn aparente indico diferencias significativas
entre los tratamientos (p<0.05), donde M. alternifo-
lia tuvo la menor tasa de infeccion (r=0.028), mien-
tras que el testigo tuvo el mayor valor (r=0.046); en
términos porcentuales la reduccion de la tasa de in-
feccion aparente con respecto al testigo fue 39.1%
con M. alternifolia.

Haddad et al. (2009) reportaron que la aplica-
cion de Bacillus sp. fue efectiva para el control de
H. vastatrix; también mencionaron que ciertos ais-
lamientos no presentaron diferencias significativas
debido a condiciones ambientales desfavorables
para este agente de control bioldgico. Es probable
que la respuesta del aislamiento en la formulacion
del biofungicida a base de Bacillus sp. se deba a su
baja adaptabilidad a las condiciones ambientales de
los sitios experimentales. Esto evidencia la nece-

The incidence and severity had significant
differences (p<0.01). The
Chilocoyo location had the highest final disease

among locations
incidence and severity values, while Lipuntahuaca
had the lowest level of incidence and severity
(Figure 2). Plants of the Garnica variety had 29.0%
to 55.0% incidence, while the plants of Typica
had 24.7% to 48.2% incidence. According to the
analysis of variance, Typica and Garnica varieties
had no significant differences in the incidence
in each of the locations (Figure 2A). Regarding
the average severity, the Typica variety reached
values between 1.7% and 3.5%, while the Garnica
variety had values between 2.9% and 4.8%. These
varieties had significant differences in severity only
in the Lipuntahuaca location (p<0.01), where the
Garnica variety was more susceptible to the disease
(Figure 2B). According to reports from the Coffee
Rust Surveillance Program, varieties Garnica
and Typica have been the most severely affected
compared to other varieties such as Geisha, Costa
Rica and Catimor (PVEF-CAFETO, 2018).

The disease was not eradicated with the use of
biofungicides, but the applications of M. alternifolia
reduced the infection caused by the fungus at the

Cuadro 3. Efecto de la aplicacién de biofungicidas en el drea bajo la curva del
progreso de la severidad (ABCPE) y tasa de infeccién aparente (r) de
la severidad de la roya del cafeto en plantas jovenes establecidas en
condiciones de campo en Huehuetla, Puebla.

Table 3. Effect of the application of biofungicides on the area under the disease

progress curve (AUDPC) of the severity and apparent infection rate
(r) of coffee rust in young plants established in the field in Huehuetla,

Puebla.
Tratamiento ABCPE r
Testigo (TE) 72 ab” 0.046 a
B. subtilis + A. indica + S. aromaticum (BA + AI+SA) 67.3 ab 0.046 a

Azadirachta indica (Al)
Melaleuca alternifolia (MA)

793 a 0.033 ab
61.8b 0.028 b

" Valores con la misma letra en la misma columna son iguales estadisticamente
(Duncan, p<0.05) ¢ Values with the same letter in the same column are statistically

the same (Duncan, p<0.05).
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sidad de generar formulaciones con aislamientos
obtenidos en cada zona cafeticultora, ya que el
control de la enfermedad mediante formulaciones
comerciales a base de microorganismos puede lle-
var a una baja eficiencia en el control por efecto de
las condiciones ambientales de cada zona.

La incidencia y severidad presentaron diferen-
cias significativas entre localidades (p<0.01); en la
localidad de Chilocoyo se presentaron los mayores
valores de incidencia y severidad final de la enfer-
medad, mientras que la localidad de Lipuntahuaca
tuvo la menor incidencia y severidad (Figura 2).
Las plantas de la variedad Garnica tuvieron una
incidencia en el rango de 29.0% a 55.0% mientras
que en las plantas de la variedad Typica los valores
estuvieron en el rango de 24.7% a 48.2%; de acuer-
do con el andlisis de varianza, las variedades Typi-
ca y Garnica no presentaron diferencias significati-
vas en los niveles de incidencia en cada una de las
localidades (Figura 2A). Respecto a la severidad
promedio, la variedad Typica alcanz6 valores entre
1.7% y 3.5%, mientras que la variedad Garnica tuvo

mTY

Incidencia (%)

Cinco de Mayo  Chilocoyo Lipuntahuaca

plant level. They also showed a tendency to reduce
the disease after two applications; that is, 29 days
after the first application; also although it did not
prevent an increase, it was the treatment with the
lowest apparent infection rate (r=0.028, p<0.05).
By using M. alternifolia, the percentage of disease
reduction compared to the control, at the end of the
evaluation, was 20.9% for incidence, 35.4% for
severity, 14.2% for AUDPC and 39.1% for apparent
infection rate. The Typica and Garnica varieties
did not show significant differences in H. vastatrix
incidence and severity, except in the Lipuntahuaca
location, where the Garnica variety had the highest
level of foliar damage. The use of M. alternifolia
extracts to control rust in young coffee plants could
be combined with integrated management practices
as a compatible alternative aligned with the
principles of sustainable organic coffee production.
However, these results suggest that further research
must be done, considering better inoculum control,
alternative doses, reproductive-age plants and
periods of higher regional epidemic intensity.

Severidad total (%)

Cinco de Mayo

Chilocoyo Lipuntahuaca

Figura 2. Comportamiento de la roya del cafeto en plantas jovenes de dos variedades evaluadas por localidad en condiciones
de campo en Huehuetla, Puebla. A) Incidencia, B) Severidad. La incidencia y severidad se compararon estadistica-
mente con valores transformados. En las barras se presentan valores no transformados. TY=Typica, GA=Garnica.
Barras con la misma letra en la misma localidad son estadisticamente iguales (Duncan, p<0.05). Las barras repre-
sentan el error estindar de la media en cada evaluacion.

Figure 2. Behavior of coffee rust in young plants of two varieties evaluated per location in the field in Huehuetla, Puebla. A)
Incidence, B) Severity. The incidence and severity were statistically compared using transformed values. The bars
show non transformed values. TY=Typica, GA=Garnica. Bars with the same letter in each locality are statistically
the same (Duncan, p<0.05). The bars represent the standard error of the mean at each evaluation.
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valores entre 2.9% y 4.8%. Estas variedades tuvie-
ron diferencias significativas en la severidad uni-
camente en la localidad de Lipuntahuaca (p<0.01),
donde la variedad Garnica fue mas susceptible a la
enfermedad (Figura 2B). De acuerdo con lo repor-
tado en los informes del Programa de Vigilancia de
la Roya del Cafeto las variedades Garnica y Typica
son las que han sido mayormente afectadas por la
roya en comparacion con otras variedades como
Geisha, Costa Rica y Catimor (PVEF-CAFETO,
2018).

La enfermedad no se erradicé con el uso de los
biofungicidas, sin embargo, las aplicaciones de M.
alternifolia disminuyeron la infeccion del hongo
causante de la roya del cafeto a nivel de planta;
ademas mostraron una tendencia a disminuir el
progreso de la enfermedad después de dos aplica-
ciones, es decir, a los 29 dias después de la primera
aplicacion; aunque no evitd que se incrementara
fue el tratamiento con la menor tasa de infeccion
aparente (r=0.028, p<0.05). Al utilizar M. alterni-
folia, el porcentaje de reduccion de la enfermedad
con respecto al testigo, al final de la evaluacion, fue
20.9% para la incidencia, 35.4% para la severidad,
14.2% en el ABCPE y 39.1% en la tasa de infec-
cion aparente. Las variedades Typica y Garnica no
presentaron diferencias significativas en la inciden-
ciay severidad de H. vastatrix, excepto en la loca-
lidad de Lipuntahuaca donde la variedad Garnica
tuvo mayor dafio foliar debido a la roya. El uso
de extractos de M. alternifolia para el control de
la roya en plantas jovenes de cafeto podria combi-
narse con practicas de manejo integrado, como una
alternativa compatible con los principios de la pro-
ducciodn sustentable de café organico. Sin embargo,
estos resultados sugieren que la investigacion debe
continuar, considerando un mayor control de in6-
culo, dosis alternativas, plantas en edad productiva
y periodo de mayor intensidad epidémica regional.
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Resumen. En este estudio se propuso como ob-
jetivo identificar las bacterias endofitas aisladas de
plantas de jitomate y caracterizarlas en funcion de
propiedades promotoras del crecimiento vegetal.
Se realizaron recolectas de plantas de jitomate asin-
tomaticas de la variedad Missouri. Los tejidos (raiz,
tallo y hojas) fueron esterilizados superficialmente,
se maceraron y se establecieron en agar nutritivo.
Adicionalmente, se sembraron semillas in vitro
(THB y SUN6366) y del tejido se realizoé el mismo
procedimiento. Con los aislados bacterianos obte-
nidos, se analizaron algunas actividades promotoras
de crecimiento vegetal (produccion de siderdforos,
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Abstract. In this study, the objective was to
identify the endophytic bacteria isolated from
tomato plants and characterize them based on
properties that promote plant growth. Collections
of asymptomatic tomato plants of the Missouri
variety were carried out. The tissues (root, stem
and leaves) were superficially sterilized, macerated
and seeded in nutrient agar. Additionally, seeds
were sown in vitro (THB and SUN6366) and the
same procedure was performed on the tissue.
With the obtained bacterial isolates, some plant
growth promoting
(production  of
phosphate solubilization). The bacteria obtained
were morphologically identified and sequenced.
25 isolates were obtained: 10 in vitro (50 plants)
and 15 field (20 plants). Seven axenic isolates (one
in vitro and six field isolates) were molecularly

activities were analyzed

siderophores, chitinase and

identified as Methylobacterium radiotolerans,
Shinella sp., Burkholderia cepacia, Sphingobium
herbicidovorans, Pseudomonas sp., Achromobacter

xylosoxidans  and  Rhizobium  radiobacter.
Methylobacterium isolated in vitro, without
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quitinasa y solubilizacion de fosfato). Las bacte-
rias obtenidas se identificaron morfologicamente
y secuenciaron. Se obtuvieron 25 aislados: 10 in
vitro (50 plantas) y 15 de campo (20 plantas). Siete
aislados axénicos (uno in vitro y seis de campo) se
identificaron molecularmente como Methylobacte-
rium radiotolerans, Shinella sp., Burkholderia ce-
pacia, Sphingobium herbicidovorans, Pseudomo-
nas sp., Achromobacter xylosoxidans y Rhizobium
radiobacter. Methylobacterium aislado in vitro, sin
reportes en plantas de jitomate. Aproximadamente
el 86% de los aislados mostraron al menos una ac-
tividad benéfica, relacionada con el crecimiento y
salud de las plantas. Pseudomonas, Burkholderia
y Rhizobium presentaron alta capacidad fosfato-
solubilizadora. Estos resultados permiten suponer
que las bacterias enddfitas en jitomate muestran po-
tencial para ser utilizadas como bioinoculantes en
otros cultivos de importancia agricola.

Palabras clave: Endofitos bacterianos, Methylo-
bacterium, sideroforos, Rhizobium, promotores de
crecimiento.

El jitomate (Solanum lycopersicum) se encuen-
tra entre las hortalizas de mayor produccion en el
mundo. México ocupa el décimo lugar en produc-
cion y el estado de Sinaloa se ha consolidado como
el primer productor de jitomate; representando
aproximadamente la tercera parte de la produccion
nacional, situacion que es reconocida a nivel inter-
nacional (SAGARPA, 2018). Por lo que, actual-
mente el manejo de produccion se ha centrado en
el desarrollo seguro, ecologico, duradero y eficaz;
debido a la importancia, muchos investigadores se
han enfocado a conocer mas respecto a los mi-
croorganismos que se encuentran presentes en el
torrente del floema de las plantas (Ortiz-Galeana et
al., 2018). En la agricultura moderna, las bacterias
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reports in tomato plants. Approximately 86% of
the isolates showed at least one beneficial activity,
related to plant growth and health. Pseudomonas,
Burkholderia and Rhizobium presented high
phosphate-solubilizing capacity. These results
allow us to suppose that the endophytic bacteria in
tomato show potential to be used as bioinoculants
in other crops of agricultural importance.

Key words: Bacterial endophytes,
Methylobacterium,  siderophores,  Rhizobium,
growth prometer.

The tomato (Solanum Ilycopersicum) is one of
the most widely grown vegetables in the world.
Mexico has the tenth place in production and
Sinaloa is the country’s main producing state, with
approximately one third of all Mexican tomatoes,
acknowledged internationally (SAGARPA, 2018).
Therefore, current production management has
focused on its safe, environmental, long-term and
efficient development. Due to their importance,
many researchers have focused on learning more
about the microorganisms present in the phloem
of plants (Ortiz-Galeana et al., 2018). In modern
agriculture,
great potential. Nowadays, the growth of most

growth-promoting bacteria have

vegetables requires the production of vigorous
seedlings, an important factor for an adequate
development of the fruit (Luna-Martinez et al.,
2013). Endophytism is the mutualistic association
phenomenon between a plant and a microorganism
living within its tissues without causing any disease
symptoms, as well as being a biological resource
that participates in several crucial functions related
to growth, development, tolerance and adaptation
to stress (Gundel et al., 2012). However, depending
on the availability of nutrients and the metabolic
state of the host plant, the response of the long-term
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promotoras de crecimiento vegetal tienen un gran
potencial, actualmente el cultivo de la mayoria de
las hortalizas requiere de la produccién de plantulas
vigorosas, factor importante para un buen desarro-
llo del fruto (Luna-Martinez et al., 2013). El endo-
fitismo es el fendmeno de asociacidon mutualista, de
una planta con un microorganismo que vive dentro
de los tejidos de esta sin causar ningun sintoma de
enfermedad; ademds de ser un recurso bioldgico
participando en diversas funciones indispensables
relacionadas con el crecimiento, desarrollo, tole-
rancia y adaptacion al estrés (Gundel ef al., 2012).
Sin embargo, dependiendo de la disponibilidad de
nutrientes y el estado metabolico de la planta hués-
ped la respuesta de asociacion a largo plazo de un
endofito puede ser mutualista o antagonista (Eaton
etal.,2011).

Lo anterior, ha conducido al estudio de meca-
nismos indirectos por competencia de espacio y
nutrientes (consumo de lixiviados-exudados, pro-
duccion de sideroforos, induccidon a la respuesta
sistémica en plantas mediante la produccion de fi-
tohormonas y patrones moleculares) (Chowdhury
et al.,2015). Diversos trabajos han demostrado que
las bacterias enddfitas son capaces deinteractuar de
una manera muy eficiente con sus hospederos, tales
como promocion del crecimiento y proteccion ve-
getal contra la infeccion de fitopatdogenos. Nawang-
sihet al. (2011), aislaron bacterias endofiticas uti-
lizando tallos de plantas de jitomate asintomaticas
reportando seis cepas con efecto antagonista sobre
la marchitez bacteriana (Ralstonia solanacearum)
del jitomate; proponiendo un método de control
alternativo para apoyar la agricultura sostenible
de esta hortaliza. En la actualidad el interés en la
proteccion al medio ambiente, la implementacion
de una agricultura sustentable y las diferentes re-
gulaciones internacionales para importar/exportar
productos sin agroquimicos demandan mejorar la
eficiencia a través del estudio y explotacion de los
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association of an endophyte may be mutualistic or
antagonistic (Eaton et al., 2011).

This has led to the study of indirect
mechanisms by competition for space and nutrients
(consumption of leachates-exudates, production of
siderophores, induction to the systemic response
in plants with the production of phytohormones
and molecular patterns) (Chowdhury ef al., 2015).
Several investigations have proven that endophytic
bacteria are capable of efficient forms of interaction
with their hosts, such as growth promotion
and the protection of plants against infections
by phytopathogens. Nawangsih et al. (2011)
isolated endophytic bacteria using asymptomatic
tomato plant shoots with six strains, with an
antagonistic effect on bacterial wilting (Ralstonia
solanacearum) of the tomato, thus proposing an
alternative control method to support sustainable
agriculture of this vegetable. Currently, the interest
in environmental protection, the implementation of
sustainable agriculture, and different international
regulations for the import/export of products
without agrochemicals, demand an increase in
efficiency by the study and exploitation of the
beneficial effects that the endophytic microbiota
can provide, and therefore, microorganisms that
establish a positive interaction with plants are
considered to play an important part in agricultural
systems (Sanchez-Bautista et al., 2017). Having
stated this, the aim of this investigation was to
identify the endophytic bacteria isolated from
tomato plants and to characterize them based on the
plant growth promoting properties.

In order to carry out the study, tomato plants
of the variety Missouri were gathered during the
2017-2018 planting season in plots of the fields
of the Gabriel Leyva Solano Ejido, located in the
Municipality of Guasave in the state of Sinaloa,
Mexico (25° 39’ 50 latitude north and 108° 38’18
longitude west). Asymptomatic plants were chosen
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efectos benéficos que puede ejercer la microbiota
endofita, por lo que se considera que aquellos mi-
croorganismos que establecen una interaccion po-
sitiva con las plantas desempenan un papel impor-
tante en los sistemas agricolas (Sanchez-Bautista et
al.,2017). Por tanto, el objetivo del presente traba-
jo fue identificar las bacterias endofitas aisladas de
plantas de jitomate, y caracterizarlas en funcion de
propiedades promotoras del crecimiento vegetal.

Para la realizacion del estudio se recolectaron
plantas de jitomate de la variedad Missouri duran-
te la temporada de siembra 2017-2018 en parcelas
del campo agricola del Ejido Gabriel Leyva Solano
localizado en el Municipio de Guasave del estado
de Sinaloa, México (25° 39’ 50 latitud norte y 108°
38’ 18 longitud oeste). Las plantas asintomaticas
se eligieron al azar de la superficie sembrada y se
trasladaron al laboratorio para su analisis. Por otra
parte, basado en la hipotesis de que existe diversi-
dad de endofitos en semillas (Surette ef al., 2003)
se realiz6 el establecimiento de plantas de jitoma-
te bajo condiciones in vitro. Para ello se utilizaron
semillas de dos variedades de jitomate saladette
(THB y SUN6366) proporcionadas por una casa
comercial. Las semillas se colocaron en papel filtro
humedecido con agua estéril y fueron precultivadas
tres dias bajo condiciones de iluminacién natural
a 25 °C. Posteriormente se establecieron en medio
de sales Murashige y Skoog, sin reguladores de
crecimiento y fueron transferidas a una camara de
crecimiento bajo condiciones controladas (22 °C,
fotoperiodo de 16 h dia'y flujo fotosintético de
225 umol m? s).

En el caso de los tejidos de raiz, tallo y hojas
de plantas recolectadas en campo se lavaron con
agua destilada estéril. Para las raices se retiraron
cuidadosamente las particulas adheridas de suelo.
Posteriormente, se esterilizaron superficialmente,
sumergiendo en etanol al 70% durante 30 segun-
dos, pasado el tiempo se lavaron con solucion de
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at random from the planted surface, and sent to
the laboratory for their analysis. On the other
hand, based on the hypothesis that there is a large
diversity of endophytes in seeds (Surette et al.,
2003), tomato plants were established under in
vitro conditions. For this, seeds from two saladette
tomato varieties (THB and SUN6366) were used,
provided by a commercial company. The seeds
were placed on filter paper, dampened with sterile
distilled water, and they were precultured for
three days under natural lighting conditions at
25 °C. Later, they were placed in Murashige and
Skoog salt media, without growth regulators, and
they were transferred to a growth chamber under
controlled conditions (22 °C, photoperiod of 16 h
day'and a photosynthetic flow of 225 pmol m?s).

The plant root, shoot and leaf tissues gathered in
the field were washed with sterile distilled water. For
the roots, the adhered soil particles were carefully
removed. They were then superficially sterilized by
submersion in ethanol at 70% for 30 seconds and
later washed with a sodium hypochlorite solution
(2.5%) for 5 min, and ethanol at 70% for 30 s, to
finally be washed between five and ten times with
sterile distilled water. Next, the plant tissue (foliar,
shoot and root) was macerated individually in
20 mL of sterile water, taking 50 uL of a dilution
of 10* for each tissue, which were established in
nutrient agar in triplicated; for the plants obtained
from seeds established in vitro, the whole plant was
macerated and sown in nutrient agar to obtain and
isolate the bacteria.

The Petri dishes were incubated for eight days at
27 °C (Yang et al., 2011). Continuous purification
rounds were carried out in the nutrient agar of the
bacterial cultures, achieving strains with similar
morphological characteristics to perform the
culture morphology analysis, which was carried
out in a stereoscope of each of the isolations with
48 h growth, where the variables considered were
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hipoclorito de sodio (2.5%) durante 5 min, y etanol
al 70% durante 30 s, finalmente se lavaron de cinco
a 10 veces con agua destilada estéril. Consecutiva-
mente, el tejido vegetal (foliar, tallo y raiz) se ma-
cer6 de manera individual en 20 mL de agua estéril
tomando 50 puL de una dilucion de 10 para cada
tejido, las cuales fueron establecidas en agar nutri-
tivo por triplicado; para el caso de las plantas obte-
nidas de las semillas establecidas in vitro se macerd
la planta completa y se sembraron en agar nutritivo
para obtener y aislar las bacterias.

Las cajas Petri se incubaron durante ocho dias a
27 °C (Yang et al., 2011). Se realizaron continuas
rondas de purificacion en medio agar nutritivo de
las colonias bacterianas, obteniendo cepas con ca-
racteristicas morfologicas similares para realizar el
analisis de morfologia colonial, el cual se llevo a
cabo en un estereoscopio de cada uno de los aisla-
dos de 48 h de crecimiento; en donde las variables
consideradas fueron: tamafo, color, forma, bordes,
elevacion, superficie, aspecto, luz transmitida, con-
sistencia y luz reflejada. Posteriormente, se realiza-
ron conteos de las unidades formadoras de colonias
(UFC) por gramo de peso fresco para cada tejido; la
técnica de tincion de Gram se realizé siguiendo el
protocolo del kit comercial (Golden Bell).

Para la identificacion molecular se parti6 del
ADN genomico de siete cepas bacterianas donde
se utilizaron los oligonucleoétidos F2C (5’-AGAG-
TTTGATCATGGCTC-3’) y C (5’-ACGGGCGG-
TGTGTAC-3") (Shi et al., 1997), para amplificar
el gen que codifica la subunidad 16S del ADNr. El
producto se purifico con el kit Wizard® SV Gel y
PCR Clean-Up System y se envid a secuenciar en
el Laboratorio Nacional de Genémica para la Bio-
diversidad (LANGEBIO) en CINVESTAV-IPN; la
homologia de las secuencias obtenidas se comparo
dentro de la base de datos del GenBank, utilizando
el programa Blast del NCBI y RDP. El analisis fi-
logenético del gen 16S del ADN, se realizé con el
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size, color, shape, edges, elevation, surface, aspect,
light emitted, consistence and light reflected. Later,
the culture-forming units (CFU) were counted per
gram of fresh weight for each tissue; the Gram stain
technique was carried out following the protocol on
the commercial kit (Golden Bell).

For molecular identification, we
began with the genomic DNA from seven
bacterial strains oligonucleotides F2C
(5’-AGAGTTTGATCATGGCTC-3’) and C
(5’-ACGGGCGGTGTGTAC-3’) (Shi et al., 1997)
to amplify the gene that codifies the subunit 16S
of the rDNA. The product was purified using
the Wizard® SV Gel kit and PCR Clean-Up
System, and it was sent for resequencing to the
National Genomics Laboratory for Biodiversity
(LANGEBIO) in CINVESTAV-IPN; the homology
of the sequences obtained was compared within
the GenBank database, using the program Blast
of the NCBI and RDP. The phylogenetic analysis
of the gene 16S of the rDNA was performed using
the software MEGA 5 Beta (Tamura, ef al., 2011).
The strength of the topology of NJ was evaluated
with the bootstrap test, using 1000 replications.
The phylogenetic trees were created using the
Neighbor-Joining (NJ) method (Saitou and Nei,
1987), as well as the Tamura-Nei model. In order
to identify potential plant growth-promoting
microorganisms, the capabilities of each bacterial
isolation were compared, using the strain (B25)
Bacillus cereus as a control (Figueroa-Lopez
et al., 2016); each one of the experiments was
carried out in triplicate. For the analysis of the
production of siderophores, we used a chrome
azurol S (CAS) medium, prepared by following the
method described by Schwyn and Neilands (1987).
Chitinase production was evaluated with chitin as
the only source of carbon, following the method
by Shanmugaiah et al. (2008). The evaluation of
the solubilization of phosphate was carried out on
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software MEGA 5 Beta (Tamura et al., 2011). La
solidez de la topologia de NJ se evalué mediante
la prueba de bootstrap, usando 1000 réplicas. Los
arboles filogenéticos se construyeron con el méto-
do de Neighbor-Joining (NJ) (Saitou y Nei, 1987)
y el modelo de sustitucion de Tamura-Nei. Con la
finalidad de identificar potenciales microorganis-
mos promotores de crecimiento vegetal, se com-
pararon de manera cualitativa las capacidades de
cada uno de aislados bacterianos utilizando como
control positivo la cepa (B25) Bacillus cereus (Fi-
gueroa-Lopez et al., 2016); y cada uno de los expe-
rimentos se realizd por triplicado. Para el analisis
de produccion de sideroforos se utiliz6 medio agar
de cromo azurol S (CAS), preparado de acuerdo
a la metodologia descrita por Schwyn y Neilands
(1987). La produccion de quitinasas se evaluo, con
quitina como unica fuente de carbono de acuerdo
con la metodologia de Shanmugaiah et al. (2008).
La evaluacion de capacidad de solubilizacion de
fosfato, se realizo en placas de agar-Pikosvkaya, se
incubaron a 25 °C durante una semana (Pikosvka-
ya, 1948).

A las diez semanas se obtuvieron 50 plantas de
jitomate establecidas in vitro, con un crecimiento
aproximado de 5 cm. Por otra parte, se recolectaron
en campo 20 plantas de jitomate en fase de creci-
miento vegetativo y asintomatico. Se obtuvieron un
total de 25 aislados de bacterias: 10 de in vitro y
15 de campo (9 raiz, 4 tallo y 2 tejido foliar); ob-
teniendo siete aislados axénicos (Gram negativo);
uno de in vitro y seis de campo (4 raiz y 2 tejido
foliar) (Cuadro 2); con los cuales se realizaron con-
teos de unidades formadoras de colonia por gramo
de peso fresco (log,, UFC g') (Cuadrol). Los re-
sultados coinciden con lo propuesto por Serensen
y Sessitsch, (2007); donde senalan que la rizosfera
es una fuente de adquisicion de endoéfitos para las
plantas permitiendo que las bacterias rizosféricas
penetren los tejidos internos de las plantas por grietas
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agar-Pikosvkaya plates, incubated at 25 °C for one
week (Pikosvkaya, 1948).

After ten weeks, 50 tomato plants were
established in vitro, with an approximate growth of
5 cm. On the other hand, 20 asymptomatic tomato
plants in a vegetative growth stage were gathered
on the field. A total of 25 bacterial isolations were
obtained, 10 from in vitro and 15 from the field
(9 root, 4 shoots, and 2 foliar tissue), obtaining
seven axenic isolations (Gram negative), one from
in vitro and six from the field (4 root and 2 foliar
tissue) (Table 2), which were used to count the
culture-forming units per gram of fresh weight
(log,, CFU g) (Table 1). The results coincide with
the proposal by Serensen and Sessitsch, (2007),
who point out that the rhizosphere is a source of
endophytes for plants, helping the rhizospherical
bacteria penetrate the internal tissues of plants via
cracks in the roots and lesions in tissues that take
place as a result of plant growth.

Cuadro 1. Recuento de bacterias aisladas de plantas de
jitomate recolectadas en campo de la variedad
Missouri durante la temporada de siembra
2017-2018, en parcelas del campo agricola del
Ejido Gabriel Leyva Solano localizado en el
Municipio de Guasave, Sinaloa, México.

Table 1. Count of bacteria isolated from tomato plants
gathered on the field of the variety Missouri dur-
ing planting season 2017-2018, from plots of the
field in the Gabriel Leyva Solano Ejido, located in
the Municipality of Guasave, Sinaloa, Mexico.

No. de aislados Tejido (log,, UFC gy
9 Raiz 3.5+0.1c¢¥
2 Hoja 2.2+0.3a
4 Tallo 1.5+0.2b

*Valores promedio de las tres réplicas por tejido y triplicados
de las siembras de cada suspension (n = 9) / Average values of
the three replications by tissue and in triplicate from the culti-
vations of each suspension (n = 9).

Y Letras diferentes en superindice indican diferencias estadis-
ticamente significativas (p < 0.05) / Different letters in super-
script indicate statistically significant differences (p < 0.05).
“UFC: unidades formadoras de colonias por gramo de peso
fresco, segun corresponda / UFC: culture-forming units per
gram of fresh weight, as appropriate.
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Cuadro 2. Caracteristicas de las bacterias relacionadas con la promocion del crecimiento vegetal
aisladas en plantas de jitomate (in vitro y campo) recolectadas en parcelas del campo
agricola del Ejido Gabriel Leyva Solano, Municipio de Guasave, Sinaloa, México.

Table 2. Characteristics of bacteria related with growth promotion in plants, isolated from tomato

plants (in vitro and field) gathered from plots of the field in the Gabriel Leyva Solano Ejido,

Municipality of Guasave, Sinaloa, Mexico.

Cepa Origen Quitinasa Sider6foros Fosfatos

Control positivo .
(B25) Bacill)lus cereus Maiz * * *
Methylobacterium radiotolerans In vitro - + +

Campo

Shinella sp. Foliar + - -
Burkholderia cepacia Raiz +* + +
Sphingobium herbicidovorans Raiz + - -
Pseudomonas sp. Raiz + + +
Achromobacter xylosoxidans Foliar + + -
Rhizobium radiobacter Raiz + + +

* *Visualmente produce mas que control positivo (B25) B. cereus aislado de maiz / *Visually produces
more than positive control (B25) B. cereus maize isolation.

de las raices y heridas de tejidos que ocurren como
resultado del crecimiento de la planta.

Por otra parte, se ha reportado que existe una
mayor diversidad de filotipos en la rizosfera de
plantas de tomate de cascara (Physalis ixocarpa),
que la diversidad de endofitos bacterianos (Mar-
quez-Santacruz et al., 2010). La morfologia colo-
nial de los aislados presento6 pocas diferencias entre
si a las 48 h de crecimiento, caracterizadas por te-
ner color blanco o crema, solo una mostrd pigmen-
tos de color rojo brillante, forma circular, borde
ondulado, con superficie brillosa. La comparacioén
de las secuencias obtenidas del gen 16S ADNr de
los siete aislados endoéfitos contra la base de da-
tos del NCBI, indico estrechas relaciones con las
especies bacterianas identificadas en el GenBank,
con identidades mayores al 97% representando a:
Methylobacterium radiotolerans (NR074244.1),
Shinella sp. (KF261566.1), Burkholderia cepa-
cia (AB162427.1), Sphingobium herbicidovorans
(NR113843.1), Pseudomonas sp. (KR067597.1),
Achromobacter xylosoxidans (KR136349.1) y Rhi-
zobium radiobacter (KF975413.1).
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On the other hand, there are reports of a larger
diversity of phylotypes in the rhizosphere of husk
tomato plants (Physalis ixocarpa), than the diversity
of bacterial endophytes (Marquez-Santacruz ef al.,
2010). The culture morphology of the isolations
displayed few differences amongst each other after
48 h of growth, characteristically white or cream-
colored; only one displayed bright red pigmentation,
a circular shape, ruffled edges and a shiny surface.
The comparison of the sequences obtained from the
gene 16S rDNA of the seven endophytic isolations
against the NCBI database indicated broad
relations with the bacterial species identified in the
gene bank, with identities above 97% representing
Methylobacterium radiotolerans (NR074244.1),
Shinella sp. (KF261566.1), Burkholderia cepacia
(AB162427.1), Sphingobium  herbicidovorans
(NR113843.1), Pseudomonas sp. (KR067597.1),
Achromobacter xylosoxidans (KR136349.1) and
Rhizobium radiobacter (KF975413.1).

The data generated by the database helped
tentatively identify the organisms, yet a more
thorough molecular characterization is necessary
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Los datos generados por la base de datos per-
mitieron dar a conocer de manera tentativa a los
organismos; sin embargo, es necesaria una carac-
terizacion molecular mas exhaustiva para asignar
a que especie pertenecen. La Figura 1 ilustra las
relaciones filogenéticas de los aislados presentando
siete clusters (I a VII); en donde la inclusion de se-
cuencias de referencia permitié corroborar la iden-
tidad de estas mostrando un agrupamiento con las
caracterizadas y publicadas en otros trabajos. Tur-
ner et al. (2013) proponen que la interaccidon planta-
microorganismo es diversa; sin embargo, aquellas
relacionadas con la promocion del crecimiento ve-
getal son importantes para el uso agro-biotecnolo-
gico (entre otras muchas aplicaciones).

En este trabajo, se destacan los géneros Pseu-
domonas y Burkholderia; dichos géneros han sido
ampliamente estudiados por la produccion y emi-
sion de su diversa gama de productos metabdlicos
secundarios incluyendo antibioticos y compuestos
organicos volatiles antifungicos (Hernandez-Leon
et al., 2015). Otros reportes, muestran que los gé-
neros Pseudomonas 'y Burkholderia, son miembros
dominantes en la microbiota rizosférica con habi-
lidad para la utilizacién de sustratos carbonados,
lo que apoya la teoria de que estas bacterias son
estimuladas por la presencia y composicion de dis-
tintos exudados radiculares (Marrero et al., 2015;
Kumar et al., 2016). En este estudio las cepas de
Pseudomonas y Burkholderia, se aislaron en raices
de plantas de jitomate recolectadas en campo, lo
cual es consistente en otros estudios. Madhaiyan
et al. (2007), demostraron que la bacteria Burkhol-
deria sp. reduce la acumulacion de cadmio y plo-
mo en raices y brotes en plantulas de tomate como
también del metal que esta disponible en el suelo
debido a la absorcion y bioacumulacion por parte
de la bacteria. Un paso importante es el uso de tres
formulaciones comerciales de Pseudomonas regis-
tradas en la Agencia de Proteccion Ambiental de
EE. U.U, para la supresion de enfermedades de las
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to define what species they belong to. Figure 1
illustrates the phylogenetic relations of the isolations
presenting seven clusters (I to VII), where the
inclusion of reference sequences helped verify
their identity by showing a group with those
characterized and published in other papers. Turner
et al. (2013) propose that plant-microorganism
interactions are diverse, although those related to
plant growth promotion are important for agro-
biotechnological use (among many other uses).

This experiment highlights the genera
Pseudomonas and Burkholderia. These have been
widely studied for the production and emission
of their diverse range of secondary metabolical
products, including antibiotics
organic antifungal compounds (Hernandez-Leon
et al., 2015). Other reports show that the genera
Pseudomonas and Burkholderia are dominant
members in the rhizoshperic microbiot with the
ability to use carbon substrates, which supports
the theory that these bacteria are stimulated by
the presence and composition of different root
exudates (Marrero et al., 2015; Kumar et al., 2016).
In this study, the Pseudomonas and Burkholderia
strains were isolated in tomato plant roots gathered
in the field, which is consistent with other studies.
Madhaiyan et al. (2007) proves that the bacteria
Burkholderia sp. reduces the accumulation of
cadmium and lead in tomato plant roots and shoots,
as well as the metal available in the soil due to the
absorption and bioaccumulation by the bacteria.
An important step is the use of three commercial
formulations of Pseudomonas registered in the
Environmental Protection Agency of the United
States for the suppression of plant diseases,
respectively. These products are applied in balers to
prevent fungal diseases during the storage of citrus
fruits, stone fruits and potatoes (Stockwell et al.,
2006).

The group of bacteria called plant growth
promoting rhizobacteria (PGPR) includes the

and volatile
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Figura 1. Relaciones filogenéticas de siete bacterias endoéfitas (marcadas linea roja) aisladas de tejido (raiz, tallo follaje) de
jitomate colectadas en campo y bajo condiciones in vitro (Semilla). Aislamientos comparados con secuencias Gen-
Bank.

Figure 1. Phylogenetic relations between seven endophytic bacteria (red lines) isolated from tissues (root, foliage stem) from
tomato gathered on the field and under in vitro (Seed) conditions. Isolations compared with GenBank sequences.
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plantas, respectivamente. Estos productos se apli-
can en empacadoras para prevenir enfermedades
fungicas durante el almacenamiento de citricos,
frutas de hueso y papa (Stockwell et al., 20006).

El grupo de bacterias llamadas rizobacterias
promotoras del crecimiento en plantas (PGPR) in-
cluye el género Rhizobium. Las investigaciones se
han orientado su estudio como promotor del creci-
miento de plantas leguminosas y no leguminosas
(Pifiertia et al., 2013). Por otra parte, estudios rea-
lizados por Santillana ef al. (2005), reportaron que
cepas de Rhizobium, estimulan la germinacion de
semillas de jitomate y promueven su crecimiento.
En la actualidad, la agricultura sustentable plantea
mejorar la eficiencia de la fijacion del nitrogeno
mediante el uso de plantas leguminosas y rizo-
bios competitivos, capaces de ser usados en bio-
rremediacion y fitorremediacion y de esta manera
extender las ventajas de la simbiosis a otros culti-
vos (Piferta et al., 2013). En este estudio la cepa
de Methylobacterium fue aislada de tejido vegetal
de plantulas de jitomate establecidas bajo condi-
ciones in vitro sin reguladores de crecimiento, no
hay reportes de dicho género bajo condiciones in
vitro en plantas de jitomate. Diversos estudios han
reportado que presentan la capacidad de producir
fitohormonas que estimulan el crecimiento vegetal,
favoreciendo la fijacion de nitrogeno y protegiendo
a la planta contra patogenos (Pérez-Montafio et al.,
2014). Otro grupo de bacterias importantes aisladas
del tejido de plantas de jitomate lo conforman S.
herbicidovorans y A. xylosoxidans.

Actualmente, existen pocos trabajos reportados
en relacion a S. herbicidovorans, el cual es amplia-
mente utilizado contra las malas hierbas de hoja
ancha en la agricultura, pastos, césped e industrias
(Miiller et al., 2004). Estudios enfocados a la eva-
luacion de la actividad antifingica de 4. xylosoxi-
dans contra aislados de F. oxysporum y F. solani,
reportaron efectos positivos reduciendo hasta en
un 80% el crecimiento del micelio del patdogeno en
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genus Rhizobium. Investigations have pointed its
study as the growth promoter in legume and non-
legume pants (Piferua et al., 2013). On the other
hand, studies by Santillana et al. (2005) reported
that strains of Rhizobium stimulate the germination
of tomato seeds and promote their growth.
Nowadays, agriculture
improving the efficiency of nitrogen fixation using

sustainable suggests
legume plants and competitive rhizobia, which can
be used in bioremediation and phytoremediation,
thus extending the advantages of symbiosis to other
crops (Pifierua et al., 2013). In this study, the strain
of Methylobacterium was isolated from the plant
tissue of tomato seedlings established under in vitro
conditions without growth regulators; there are
no reports of this genus under in vitro conditions
in tomato plants. Diverse studies have reported
that they are able to produce phytohormones
that stimulate plant growth, favoring nitrogen
fixation and protecting the plant against pathogens
(Pérez-Montafio et al., 2014). Another group of
important bacteria isolated from the plant tissue of
tomato is composed of S. herbicidovorans and A.
xylosoxidans.

There are currently few investigations reported
in regard to S. herbicidovorans, which is widely
used against broad-leaf weeds in agriculture,
grasses, lawn and industries (Miiller et al., 2004).
Studies focusing on the evaluation of the antifungal
activity of A. xylosoxidans against isolations of F.
oxysporum and F. solani reported positive effects,
reducing the mycelial growth of the pathogens
by up to 80% in comparison with the control,
suggesting a potential use as a biocontrol agent
(Dhaouadi et al, 2018). The inoculation of A.
xylosoxidans F3B in Arabidopsis thaliana has been
reported to stimulate a significant increase in root
length and fresh weight, considering said bacteria
as endophytic (Ying-Ning ef al., 2009).

In the evaluation of activities related with
the promotion of plant growth, the strains
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comparacion con el control, sugiriendo un uso po-
tencial como agente de biocontrol (Dhaouadi et al.,
2018). Se ha reportado la inoculacion de A. xylos-
oxidans F3B en Arabidopsis thaliana estimulando
un aumento significativo en la longitud de la raiz y
peso fresco, considerando dicha bacteria como en-
défita (Ying-Ning et al., 2009).

En la evaluacion de actividades relacionadas
con la promocion del crecimiento vegetal se ob-
servo que las cepas Pseudomonas, Burkholderia y
Rhizobium presentaron alta capacidad fosfatosolu-
bilizadora, frente al control (B25) Bacillus cereus
(Cuadro 2). En la produccion de sideroforos el
aislado con mayor produccion ante el control fue
Pseudomonas sp. (Cuadro 2). Esta caracteristica
asocia a las rizobacterias, con el aumento del hierro
disponible en el suelo permitiendo su absorcion por
la planta para constituir un mecanismo de promo-
cion de crecimiento (Gouda ef al., 2018). Aunque
no es frecuente encontrar evaluaciones cuantitati-
vas de la sintesis de sideréforos por el género de
Pseudomonas, se ha reportado la produccion de va-
rios siderdforos, con una gran afinidad por el Mo,
V, Cu y Zn (Harrington et al., 2012). Por otra par-
te, las bacterias endofitas pueden ser usadas como
agentes de biocontrol mediante la produccion de
enzimas como hidrolasas y quitinasas consideradas
como enzimas de defensa de las plantas contra la
infeccion de patogenos (Perez ef al., 2013). En este
trabajo la cepa con mayor actividad quitinasa fue
Burkholderia cepacia (Cuadro 2).

Las especies bacterianas endoéfitas asociadas al
cultivo de jitomate fueron: Methylobacterium ra-
diotolerans (in vitro), Shinella sp. y Achromobacter
xylosoxidans (tejido foliar), Burkholderia cepacia,
Pseudomonas sp., Sphingobium herbicidovorans y
Rhizobium radiobacter (raiz). En general, bajo las
condiciones evaluadas en la presente investigacion
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Pseudomonas, Burkholderia and Rhizobium were
observed to display a high phosphate solubilizing
ability, in comparison with the control (B25)
Bacillus cereus (Table 2). In the production of
siderophores, the isolation with the greatest
production in comparison with the control was
Pseudomonas sp. (Table 2). This characteristic
relates rhizobacteria with the increase in iron
available in the soil, allowing its absorption by the
plant to constitute a growth-promoting mechanism
(Gouda et al., 2018). Although finding quantitative
evaluations of the synthesis of siderophores
by the genus Pseudomonas is infrequent, there
have been reports of the production of several
siderophores with a strong affinity for Mo, V,
Cu and Zn (Harrington et al., 2012). On the
other hand, endophytic bacteria can be used as
biocontrol agents with the production of enzymes
such as hydrolases and chitinases, considered as
plant defense enzymes against the infection from
pathogens (Perez et al., 2013). In this investigation,
the strain with the highest chitinase activity was
Burkholderia cepacia (Table 2).

The endophytic bacterial species associated with
tomato crop were Methylobacterium radiotolerans
Shinella sp.
xylosoxidans (foliar tissue), Burkholderia cepacia,

(in  vitro), and Achromobacter
Pseudomonas sp., Sphingobium herbicidovorans
and Rhizobium radiobacter (root). Ingeneral terms,
under the conditions evaluated in this investigation,
approximately 86% of the isolated strains were
observed to have the ability to produce plant-growth
promoting substances, and according to this, these
results show the possible beneficial effect of the
bacterial endophytes in tomato plants. This lays the
foundations for future field studies to determine the
effect of these strains on the production and quality
of tomato fruits.
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se observo que aproximadamente el 86% de las ce-
pas aisladas tienen capacidad de producir sustan-
cias promotoras de desarrollo vegetal, de acuerdo
con lo anterior estos resultados muestran el posible
papel benéfico de los endofitos bacterianos en plan-
tas de jitomate. Lo que sienta las bases para futuros
estudios de campo para determinar el efecto de estas
cepas sobre la produccion y calidad de frutos de to-
mate.
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