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Resumen. Se evaluo la capacidad antifingica de
extractos de Larrea tridentata en la inhibicion de
Fusarium oxysporum radicis-lycopersici bajo con-
diciones experimentales en invernadero. Una vez
que la cepa de Fusarium se caracterizo, se deter-
mino el crecimiento micelial in vitro y su efecto
inhibitorio con los extractos de L. tridentata por el
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Abstract. The antifungal ability of extracts of
Larrea tridentata in the inhibition of Fusarium
oxysporum radicis-lycopersici in vitro and in vivo
was evaluated. Once the Fusarium strain was
characterized, the methodology of poisoned culture
medium was used to determine the inhibition of
mycelial growth at various concentrations (0-2000
ppm) and solvents (dichloromethane, methanol,
ethanoland water). Intheinvivo assay, tentreatments
were evaluated: 2000 and 3000 ppm for DCM and
EtOH, 3000 and 6000 ppm for MeOH and H,O and
two controls; one plant as experimental unit and ten
replicates. Plant height, leaf number, chlorophyll,
severity, as well as incidence and survival were
determined in tomato plants inoculated with the
fungus and different extracts of L. tridentata. The
extracts with a higher percentage of inhibition and
vegetative development are dichloromethane at
3000 ppm and methanol at 4000 ppm, both in vitro
and in vivo. Extracts of Larrea tridentata can be
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método del medio envenenado a diferentes concen-
traciones (0-2000 ppm) y disolventes (diclorometa-
no, metanol, etanol y agua). En el ensayo in vivo se
evaluaron diez tratamientos: 2000 y 3000 ppm para
DCM y EtOH, 3000 y 6000 ppm para MeOH y
H,O y dos testigos, considerando una planta como
unidad experimental y diez repeticiones. Se evalud
la altura de la planta, nimero de hojas, clorofila,
severidad, incidencia y sobrevivencia en plantas de
tomate inoculadas con el hongo y tratadas con los
diferentes extractos de L. tridentata. Los extractos
con mayor porcentaje de inhibicion y desarrollo ve-
getativo fueron: diclorometano a 3000 ppm y me-
tanol a 4000 ppm, tanto in vitro como in vivo. Los
extractos de L. tridentata pueden considerarse den-
tro de un plan de manejo integrado para el control
de la pudricion de la corona en tomate causada por
F. oxysporum radicis-lycopersici.

Palabras clave: biofungicida; agricultura protegi-
da; manejo integrado, gobernadora.

El tomate (Solanum lycopersicum) se cultiva
por excelencia en agricultura protegida en México,
consolidando al pais como el exportador niimero
uno a Estados Unidos y Canadad (Atlas Agroali-
mentario, 2016). Entre los principales problemas
que enfrenta el cultivo, se encuentra la aparicion de
enfermedades de origen fingico, como la pudricién
de la corona del tomate (PCT) cuyo agente causal
es el hongo saprofito Fusarium oxysporum f. sp.
radicis-lycopersici (Forl). La PCT es una de las en-
fermedades mas destructivas, ya que ocasiona pér-
didas en el rendimiento de sistemas de produccion
de invernadero y campo abierto (Szczechura et al.,
2013). Entre los dafios que causan a las plantas
destacan el retraso en el crecimiento, la pudricion
radical y lesiones necroticas extensas en el cuello
y base del tallo y por consiguiente la senescencia
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considered as part of an integrated management
plan for the control of crown rot in tomatoes caused
by Fusarium oxysporum radicis-lycopersici.

Key words: biofungicide, protected agriculture,
integrated management, Creosote bush.

Tomato (Solanum [lycopersicum) 1is grown
par excellence
Mexico, consolidating this country as the main
exporter to the United States and Canada (Atlas
Agroalimentario, 2016). Among the main problems
faced by this crop is the appearance of fungal
diseases, such as Tomato Crown Rot (TCR), the
causal agent of which is the saprophytic fungus

in protected agriculture in

Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici
(Forl). TCR is one of the most destructive diseases,
since it causes losses in the yields of greenhouse
and field production systems (Szczechura et al.,
2013). Some of the most important damages
caused to plants include growth delay, root rotting,
large necrotic wounds in the neck and base of the
stem, and therefore senescence (McGovern, 2015).
The presence of Forl has been reported in the states
of Morelos (Dominguez, 2012) and Sinaloa, where
its presence caused losses of up to 50 % in tomato
harvests (Apodaca et al., 2004). Conventional
control strategies are based on the use of grafts,
solarization, crop rotation, and mainly, on the use
of synthetic chemical products, which produce
well-known damages to human health, negative
impacts on the environment and the considerable
increase of production costs (Cordero-Ramirez
et al., 2013). Given the negative implications
of the improper use of chemical fungicides, the
development of new forms of control is crucial to
reduce the dependence on these products (Villa-
Martinez et al., 2014). Some of the alternatives
to chemical control in integrated pest and disease
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(McGovern, 2015). La presencia de Forl ha sido
reportada en los estados de Morelos (Dominguez,
2012) y Sinaloa, donde su presencia causé hasta un
50 % de reduccion de la cosecha del tomate (Apo-
daca et al., 2004). Las estrategias convencionales
de control estan basadas en el uso de injertos, so-
larizacion, rotacion de cultivos y principalmente
en el uso de productos quimicos sintéticos, de los
cuales son conocidos los riesgos a la salud huma-
na, el impacto negativo en el medio ambiente y el
aumento considerable de los costos de produccion
(Cordero-Ramirez et al., 2013). Dadas las implica-
ciones negativas del uso inadecuado de fungicidas
quimicos, es primordial el desarrollo de nuevas for-
mas de control para reducir la dependencia a dichos
productos (Villa-Martinez et al., 2014). Dentro de
las alternativas al control quimico en un manejo
integrado de plagas y enfermedades, se encuen-
tra el uso de extractos vegetales con propiedades
fungicidas, como Larrea tridentata. Cominmente
conocida como “gobernadora” es el arbusto domi-
nante del desierto Sonorense y una fuente notable
de compuestos naturales con aproximadamente el
50% de las hojas (en peso seco) como materia ex-
traible (Arteaga et al., 2005). Entre los compuestos
fenolicos bioactivos mas estudiados destaca el aci-
do nordihidroguaiarético (ANDG) (Martins et al.,
2013) antioxidante que se encuentra en la resina de
las células cercanas a las capas epidérmicas de las
hojas y tallos. Dicho biocompuesto se encuentra
presente en todas las especies del género, ademas,
estudios interpoblacionales de L. tridentata reali-
zados en el desierto Sonorense revelaron que las
concentraciones de ANDG encontradas en la resina
de sus hojas variaron en funcion de la latitud y de la
época del afio. Las flores, las hojas, los tallos verdes
y algunos lefiosos (<5 mm de didmetro) contienen
ANDG, la concentracién mas alta se observo en las
hojas con 38.3 mg g y tallos verdes con 32.5 mg
g (Hyder, et al., 2002; Lira-Saldivar, 2003). Por lo
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management, are the use of plant extracts with
fungicidal properties, such as Larrea tridentata.
Commonly known as “gobernadora,” it is the
predominant bush of the Sonoran desert and a
prominent source of natual compounds with about
50 % of its leaves (in dry weight) as extractable
matter (Arteaga et al., 2005). Out of the most widely
studied bioactive phenolic compounds, one worth
highlighting is nordihydroguaiartic acid (NDGA)
(Martins et al., 2013), an antioxidant found in the
resin of cells near the epidemic layers of leaves
and stems. This biocompound is present in all the
species of the genus; also, interpopulational studies
on L. tridentata carried out in the Sonora desert
revealed that the NDGA concentrations found in
the resin of their leaves varied depending on the
latitude and time of year. The flowers, leaves, green
and some woody stems (<5 mm diameter) contain
NDGA,; the highest concentration was observed in
leaves with 38.3 mg g and green stems with 32.5
mg g' (Hyder, et al., 2002; Lira-Saldivar, 2003).
Therefore, knowing the content of NDGA in the
L. tridentata extracts will provide information
on its effect in the control of pathogenic fungi in
plants. The antifungal properties of L. tridentata
have been confirmed in different investigations for
about 40 years using in vitro tests with about 17
important plant pathogenic fungi in the agricultural
area (Lopez et al., 2005; Lira-Saldivar et al., 2006);
however, there are very few studies in vitro against
Forl, and carrying out a test under these conditions
would set the standards to test the standards in
vivo, since, despite the promising results that
have been published, the evidence of tests carried
out in greenhouses or fields is insufficient. The
aim of this study was to quantify the content of
NDGA in de L. tridentata extracts to evaluate its
effectiveness in vitro and in greenhouse conditions
to establish its potential as a biofungicide in the
control of Forl.
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que, conocer el contenido de ANDG en los extrac-
tos de L. tridentata brindara informacion sobre su
efecto en el control de hongos fitopatdégenos. Las
propiedades antifungicas de L. tridentata han sido
corroboradas con trabajos desde hace aproxima-
damente 40 afnos mediante ensayos in vitro con al
menos 17 hongos fitopatdogenos de importancia en
el area agricola (Lopez et al., 2005; Lira-Saldivar
et al., 2006); sin embargo, son escasos los estudios
in vitro contra Forl y realizar un ensayo bajo estas
condiciones, marcaria la pauta para probar los ex-
tractos en condiciones in vivo, ya que a pesar de los
resultados prometedores que se han publicado, la
evidencia que se tiene de ensayos en invernadero
o campo es insuficiente. El objetivo del presente
estudio fue cuantificar el contenido de NDGA en
extractos de L. tridentata para evaluar su efecti-
vidad in vitro y bajo condiciones de invernadero
para establecer su potencial como biofungicida en
el control de Forl.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizd en el ano de
2014 en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal y
el Centro Experimental de Transferencia y Tecno-
logia 910 del Instituto Tecnoldégico de Sonora (IT-
SON) en Ciudad Obregon, Sonora, asi como en el
laboratorio de Ecologia Quimica del Centro de In-
vestigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD)
A.C. en Hermosillo, Sonora.

Obtencion de la cepa de Forl

La cepa de Forl, se aislo previamente de la ri-
zosfera de plantas de tomate cultivadas en un in-
vernadero comercial del Valle del Yaqui, Sonora.
El hongo se caracteriz6 por comparacion de sus
caracteristicas coloniales y morfologicas mediante
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MATERIALS AND METHODS

This investigation was carried out in the year
2014 in the Plant Biotechnology laboratory and
in the Experimental Transfer and Technology
Center 910 of the Sonora Institute of Technology
(ITSON) in Ciudad Obregén, Sonora, as well as
the Ecological Chemistry laboratory in the Food
and Development Research Center (CIAD) A.C.
Hermosillo, Sonora.

Obtaining the Forl strain

The Forl strain was previously isolated from the
rhizosphere of tomato plants grown in a commercial
greenhouse in the Yaqui Valley, Sonora. The fungus
was distinguished by comparing its colonial and
morphological characteristics using specialized
literature (Leslie and Summerell, 2016; Nelson et
al., 1983), which was identified molecularly with
specific primers according to Hirano and Arie
(2006) (data not published). A copy of the isolation
is kept as Forlmx-19 in the microorganism bank of
the Ecological Chemistry Lab in the microorganism
bank of the Ecological Chemistry Lab in the
Research Center for Food and Development, Civil
Association (CIAD A.C.), Hermosillo, Sonora.

Obtaining L. tridentata extracts and content of
nordihydroguaiaretic acid (NDGA).

Preparation of the extracts. Extracts were
produced using four solvents: dichloromethane
(DCM), methanol (MeOH), ethanol (EtOH), and
water (H,O) using young L. fridentata leaf and
stem samples from the Sonora desert (Pefiuelas et
al., 2015). For the DCM and MeOH extracts, 90 g
of dry and crushed L. tridentata leaves were used
to for separate extractions, with each solvent in a
Soxhlet system at 39 and 64.7 °C, respectively, for
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el uso de literatura especializada (Leslie and Sum-
merell, 2016; Nelson et al., 1983) el cual se identi-
fic6 molecularmente con primers especificos segin
Hirano y Arie (2006) (datos no publicados). Una
copia del aislado se encuentra resguardada como
Forlmx-19 en el banco de microorganismos del
laboratorio de Ecologia Quimica del CIAD A.C.
Hermosillo, Sonora.

Obtencion de extractos de L. tridentata y
contenido de acido
nordihidroguayarético (ANDG).

Preparacion de los extractos. Se elaboraron
extractos con cuatro disolventes: diclorometano
(DCM), metanol (MeOH), etanol (EtOH) y agua
(H,0) a partir de muestras de hojas y tallos jovenes
de L. tridentata del desierto Sonorense (Pefiuelas
et al., 2015). Para los extractos de DCM y MeOH,
se parti6é de 90 g de hojas secas y pulverizadas de
L. tridentata, se extrajo por separado, con cada di-
solvente en sistema Soxhlet a 39 y 64.7 °C, res-
pectivamente, durante 15 h de reflujo, seguida de
una evaporacion rotatoria. Para el extracto EtOH y
acuoso, se macer6 1 kg de material fresco en 10 L
de solucion etanol:agua 7:3 (v/v) durante 8 dias a
temperatura ambiente (25 °C) y en la obscuridad.
Transcurrido este tiempo, se filtro con gasa y pos-
teriormente en papel (Whatman #5). El filtrado se
sometio a evaporacion rotatoria, la fase solida se
consider6 como extracto EtOH y el sobrenadante
se congeld a -45 °C y liofilizé para considerarse
como extracto acuoso. Se cuantificé el contenido
de ANDG en los cuatro extractos obtenidos, me-
diante cromatografia liquida de alta resolucion fase
reversa (RP-HPLC), en un sistema HPLC (Hewlett
Packard series 1100, Alemania) acoplado a un de-
tector de arreglo de diodos (DAD) en el Labora-
torio de Ecologia Quimica de CIAD A.C. Hermo-
sillo, Sonora. Se siguié la metodologia propuesta
por Hyder et al. (2002) con el uso de una columna
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15 h of reflux, followed by rotatory evaporation.
For the EtOH and aqueous extracts, 1 kg of fresh
material was softened in 10 L of an ethanol:water
solution 7:3 (v/v) for 8 days at room temperature
(25 °C) and in the dark. After time it was filtered
using gauze and then paper (Whatman #5). The
filtrate underwent rotatory evaporation; the solid
phase is considered as EtOH extract, and the
supernatant was frozen at -45 °C and freeze-dried
to be considered as the aqueous extract. The NDGA
content was quantified in the four extracts obtained
using reverse phase high performance liquid
chromatography (RP-HPLC), in a HPLC system
(Hewlett Packard series 1100, Germany) connected
to a diode arrangement detector (DAD) in the
Ecological Chemistry Laboratory in CIAD A.C.
Hermosillo, Sonora. We used the methodology
proposed by Hyder ef al. (2002) with an ODS C-18
hypersil column and as a mobile phase: A: H,PO, 1
% and B: 85 % acetonitrile-14 % H,O-1 % H,PO,
in a 60/40 proportion, with Isocratic elusion, and a
flow of 1 mL min’'. The detection was carried out
at a wavelength of 283 nm. For the quantification,
a calibration curve was created with the NDGA
standard (purity>90 %, Sigma Aldrich, United
States). The volume of injection of the NDGA
standard and the samples was 25 pL.; the data were
analyzed using the software Chemstation (Hewlett
Packard, Germany).

Determination of the percentage of inhibition of
Forl by L. tridentata extracts.

We wused the poisoned medium method
(Guerrero-Rodriguez et al., 2007), which consists
in pouring the extracts in the agar dextrose potato
(ADP) culture medium in sterile, 5 cm petri dishes;
after the medium has solidified, a sample of the
vigorous growth margin of the 12-day old strain
was planted by poking the center. The period of
incubation lasted 7 days at 28 °C.
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hypersil ODS C-18 y como fase movil: A: H,PO,
1 %y B: 85 % acetonitrilo-14 % H,0-1 % H,PO, en
proporcidon 60/40, con elucion isocratica, flujo de
I mL min!. La deteccioén se realizé a una longitud
de onda de 283 nm. Para la cuantificacion se realizd
una curva de calibracion con el estandar de ANDG
(pureza > 90 %, Sigma Aldrich, Estados Unidos).
El volumen de inyeccion del estandar de ANDG y
las muestras fue de 25 pL., los datos se analizaron
en el software Chemstation (Hewlett Packard, Ale-
mania).

Determinacion del porcentaje de inhibicion de
Forl por efecto de la aplicacion de extractos de
L. tridentata

Se utilizo6 el método de medio envenenado
(Guerrero-Rodriguez et al., 2007) que consiste en
vertir los extractos al medio de cultivo papa dex-
trosa agar (ADP) en cajas petri estériles de 5 cm;
posterior a la solidificacion del medio, se sembro
por picadura central una muestra del margen de
crecimiento vigoroso de la cepa aislada de 12 dias
de edad. El periodo de incubacién fue de 7 dias a
28 °C.

Variables evaluadas. Se registro diariamente el
crecimiento micelial a partir del tercer dia de incu-
bacion, midiendo en mm en dos diametros cruza-
dos, el monitoreo se detuvo al alcanzar el testigo el
100 % de la caja. La inhibicion se determind con
la férmula del porcentaje de inhibicion=(dc-dt/dt)
x100, donde dc es el diametro promedio del creci-
miento micelial del control y dt es el diametro del
crecimiento micelial con los diferentes extractos
(Lira-Saldivar et al. 2003).

Disefio experimental. Se empled un analisis fac-
torial 4x5, donde el factor A fueron los extractos
y B las concentraciones (Cuadro 1). El disefio ex-
perimental fue completamente al azar y se empled
un ANOVA y comparacion de medias por Tukey
(p<0.05) en el software Statgraphics 5.1.
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Variables evaluated

The mycelial growth was recorded every day
starting on day 3 of incubation, measuring in mm
the two crossed diameters; monitoring ceased
when the control reached 100% of the Petri dish.
The inhibition was determined using the formula of
the percentage of inhibition =(dc-dt/dt)x100, where
dc is the average diameter of the mycelial growth
of the control, and dt is the diameter of the mycelial
growth with the different extracts (Lira-Saldivar et
al. 2003).

Experimental design

A 4x5 factorial analysis was used, where A were
the extracts, and B, the concentrations (Tablel).
The experimental design was completely random,
and an ANOVA was used, along with a Tukey
average comparison test (p<0.05) in the software
Statgraphics 5.1.

Biotest in vivo.
This was

carried out under greenhouse
conditions in the Experimental Transfer and

Cuadro 1. Disefio experimental de los bioensayos in vitro
de los extractos de L. tridentata.
Table 1. Experimental design of the in vitro iotests of the
L. tridentata extracts.

Concentraciones (ppm)

Tratamientos DCMY MeOHY EtOH* H,0¥
17 0 0 0 0
2 500 500 500 500
3 750 750 750 750
4 1000 1000 1000 1000
5 2000 2000 2000 2000

vdiclorometano, “metanol, *etanol, Yagua, “control negati-
vo: ADP mezclado con acetona:agua / “dichloromethane
“methanol, *ethanol, Ywater, negative control: ADP mixed with
acetone:water
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Bioensayo in vivo

Se realiz6 en condiciones de invernadero en el
Centro Experimental y Transferencia de Tecnolo-
gia 910 (CETT-910) del Instituto Tecnologico de
Sonora (ITSON) en el Valle del Yaqui, Sonora. Se
emplearon 100 plantulas comerciales de tomate
tipo cocktail var. F1 Prolyco2 con 35 dias de cre-
cimiento. El manejo agrondémico del cultivo (fer-
tilizacion, riegos y manejo cultural) se realizo de
acuerdo a la Agenda Técnica Agricola de Sonora
(SAGARPA, 2015).

Inoculacion de Forl. Se sembro por estria la
cepa aislada de Forl, en botellas Roux con 250 ml
de ADP adicionado con 3.5 ml de acido tartarico al
10 %, previamente esterilizadas y gelificadas segin
la NOM-111-SSA1-1994 y Camacho et al. (2009).
Se incubaron a 28 °C por 7 dias hasta obtener de-
sarrollo del micelio. Se colocaron sobre el agar,
perlas de vidrio y tween 20 al 0.02 %, mediante
movimientos suaves se recuperaron los conidios en
un matraz estéril. Se realiz6 un conteo en la camara
de Neubauer y se ajustd a una concentracion de 107
conidios mL! con agua destilada. En esta solucion
inoculante se sumergieron por 30 min las raices de
las plantulas, previamente heridas con bisturi en las
raices secundarias, posteriormente, se trasplantaron
en macetas de 9 L que contenian suelo tipo franco
arcilloso del Valle del Yaqui, Sonora.

Aplicacion de tratamientos. Para lograr la ad-
hesion de las diferentes concentraciones de los ex-
tractos evaluados, se utilizo el adherente agricola
Gardytec® (Técnica Mineral S.A. de C.V) a razén
de 1 L ha'!. Se reactivaron los extractos en acetona
a razén de 100 ml ml! (extracto DCM y EtOH) y
acetona:agua (extracto MeOH y H,0), se agrego el
adherente agricola y se mezcld hasta obtener una
suspension. Cada 7 dias después del transplante,
descubriendo la parte superior de la raiz se aplico
el extracto correspondiente alrededor de esta.
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Technology Center 910 of the Sonora Institute of
Technology (ITSON) in the Yaqui Valley, Sonora.
One hundred commercial cocktail tomato seedlings
var. F1 Prolyco2 with 35 days of growth were
used. The agronomic management of the crop
(fertilization, irrigation, and cultural handling)
was carried out according to the Sonora Technical
Agricultural Agenda (SAGARPA, 2015).

Inoculation of Forl. The streak plate method was
previously used to culture the Forl strain in Roux
bottles with 250 ml of ADP with 3.5 ml of tartaric
acid at 10 %, previously sterilized and gellified
according to NOM-111-SSA1-1994 and Camacho
et al. (2009). They were incubated at 28 °C for 7
days until the mycelium developed. Glass and 20
al 0.02 % tween beads were placed on the agar;
using soft movements, the conidia were moved
to a sterilized beaker. They were counted in a
Neubauer chamber, and adjusted to a concentration
of 107 conidia mL"! with distilled water. The roots
of the plantlets were submerged for 30 min in this
inoculant solution after having cut an incision into
their secondary roots with a scalpel. They were then
transplanted into 9 L pots containing clay loam soil
from the Yaqui Valley, Sonora.

Application of treatments. To achieve the
adhesion of the different concentrations of the
extracts evaluated, the agricultural adherent®
(Técnica Mineral S.A. de C.V) was used, at 1 L ha™'.
The extracts were reactivated in acetone at 100 ml
ml! (extract DCM and EtOH) and acetone:water
(extract MeOH and H,0),
adherent was added and mixed until a suspension
was obtained. Every 7 days after transplanting,
uncovering the top section of the root, the pertinent
extract was applied to it.

the agricultural

Variables evaluated

The following measurements were taken, 49
days after inoculation (dai): chlorophyll index with
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Variables evaluadas

Se efectuaron las siguientes mediciones a los
49 dias después de la inoculacion (ddi): indice de
clorofila con SPAD 502 de Minolta (entre las 11:00
y 14:00 h) en unidades clorofila (UC), altura de la
planta con un flexometro (desde la base del tallo
hasta el apice) y el nimero de hojas. Posterior a
la aparicion de la 5° hoja verdadera se evalu6 cada
planta en una escala del 1 al 5 (Cuadro 2) segun la
intensidad de la enfermedad (Marlatt et al. 1996).
Una vez clasificadas, se calculo el indice de seve-
ridad con la formula de Towsend y Heuberguer
(1943): Severidad= (>nv/ 5N) x 100, donde n=
plantas por cada categoria; v= valor de cada ca-
tegoria; N= plantas en unidad experimental. Los
datos se normalizaron con logaritmo natural antes
del ANOVA. La incidencia se calcul6 por el por-
centaje de plantas que presentaron algiin sintoma
de infeccion de Forl. Se consideran sobrevivientes
las plantas que al término del experimento perma-
necieron vivas.

Disefio experimental

Se aplico un arreglo completamente al azar con
10 tratamientos y 10 repeticiones (Cuadro 3). Las
concentraciones de los tratamientos se definieron
de acuerdo a los resultados de la CMI previamente
realizado. Se realiz6 un ANOVA y prueba de ran-
gos multiples con el software Statgraphics plus ver-
sion 5.1.

RESULTADOS Y DISCUSION
Determinacion del porcentaje de inhibicion de
Forl por efecto de la aplicacion de extractos de
L. Tridentata

En el Cuadro 4 se muestra la actividad de los

extractos evaluados sobre el crecimiento micelial
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Cuadro 2. Escala para la evaluacién de severidad de Forl
en el cultivo de tomate.
Table 2. Scale to evaluate the severity of Folr in the tomato
crop.

Clase Intensidad de la enfermedad

1 No presenta sintomas
2 Clorosis leve, marchitamiento de la planta

Clorosis moderada y disminucion del crecimiento de

3 la planta
Clorosis severa, marchitez y disminucion del

crecimiento de la planta
5 Muerte de la planta

4

Marlatt et al. (1996)

Minolta SPAD 502 (between 11:00 and 14:00 h) in
chlorophyll units (CU), plant height with measuring
tape (from the base of the stem to the apex) and
number of leaves. After the emergence of the Sth
true leaf, each plant was evaluated on a scale of
1 to 5 (Table 2), depending on the intensity of the
disease (Marlatt et al. 1996). Once classified, the
severity index was calculated using the formula by
Towsend and Heuberguer (1943): Severity= (3 nv/
5N) x 100, where n= plants per each category; v=
value of each category; N= plants in experimental
units. The data were normalized with a natural
logarithm before. The incidence was calculated by
the percentage of plants that showed some symptom
of Forl infection. Plants were considered survivors
if they remained alive after the completion of the
experiment.

Experimental design

A totally random design was applied with
10 treatments and 10 repetitions (Table 3). The
concentrations of the treatments were defined
according to the results of the CMI performed
previously. An ANOVA was carried out, as well as a
multiple range test using the software Statgraphics
plus version 5.1.
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Cuadro 3. Tratamientos aplicados en el bioensayo in vivo.
Table 3. Treatments applied in the in vivo biotest.
Tratamiento Concentracion Tratamiento Concentracion
1 Testigo sin aplicacion 6 EtOH 3000 ppm
2 “Tecto 60 2 L/Ha 7 *MeOH 3000 ppm
3 VDCM 2000 ppm 8 MeOH 6000 ppm
4 DCM 3000 ppm 9 *H,0 3000 ppm
5 YEtOH 2000 ppm 10 H,0 6000 ppm
“fungicida comercial, *diclorometano, “etanol, *metanol, Yagua / “commer-
cial fungicide, *dichloromethane, “ethanol, *methanol, Ywater.
de Forl. El extracto de L. tridentata con DCM RESULTS AND DISCUSSION

presento inhibicion de 98 % a 750 ppm, 94 % el
MeOH a 2000 ppm y 97 % el EtOH a 500 ppm,
lo que significa que los compuestos extraidos con
EtOH tuvieron mayor poder fungicida sobre Forl in
vitro. Estos resultados sirvieron de base para deter-
minar las dosis para los tratamientos in vivo, consi-
derando la concentracion de cada extracto (p<0.05)
que inhibié completamente el crecimiento micelial
del hongo. Se decidié aumentar la concentracion a
3000 y 6000 ppm del extracto H,O, por presentar
poco efecto sobre la inhibicion del crecimiento de
Forl.

La méxima inhibicidon del extracto hidroalco-
holico de L. tridentata se ha reportado en 7000 y
5000 ppm para Aspergillus flavus y Penicillium sp.,
respectivamente (Moreno-Limon et al., 2011). El
efecto antifungico de L. tridentata se atribuye a los
compuestos fenolicos, debido a que extractos po-
lifendlicos inhibieron al maximo con 0.7 ppm en
Pythium sp., Colletotrichum truncatum, C. cocco-
des, Alternaria alternata, F. verticillioides, F. sola-
ni, F. sambucinum y Rhizoctonia solani (Osorio et
al., 2010).

Entre los compuestos fenolicos de L. tridenta-
ta destaca el ANDG, compuesto que se extrae de
la resina en hojas y tallos (Lira ef al., 2003). La
cantidad que se extrajo de éste compuesto esta di-
rectamente relacionado al grado de polaridad del
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Determination of the percentage of Forl
inhibition by the effect of applying L. Tridentata
extracts.

Table 4 shows the activity of the extracts on
the mycelial growth of Forl. The L. tridentata
extract with DCM displayed an inhibition of 98 %
at 750 ppm; 94 % for MeOH at 2000 ppm , and
97 % for EtOH at 500 ppm, which indicates that
the compounds extracted with EtOH had a greater
fungicidal power over Forl in vitro. These results

Cuadro 4. Efecto de los extractos de L. tridentata sobre el
crecimiento micelial de Forl.
Table 4. Effect of the L. tridentata extracts on the mycelial

growth of Forl.

Concentracion Extractos (% inhibicion)
(ppm) ‘DCM  *MeOH  *EtOH YH,0
0 Oc Oc 0b Oc
500 89b 84D 97 a 25b
750 98 a 85 ab 100 a 25b
1000 100 a 85 ab 100 a 29 ab
2000 100 a 9% a 100 a 41 a

vdiclorometano, “metanol, *etanol, Yagua / ‘dichloromethane,
“methanol, *ethanol, Ywater.

Letras diferentes representan diferencias significativas entre
tratamientos (Tukey p<0.05) / Different letters represent sig-
nificant differences between treatments (Tukey p<0.05).
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disolvente (Moreno-Limoén et al., 2011). De éste
modo, en el presente ensayo se cuantificaron 68,
64, 6.07 y 2.8 mg g' de ANDG en los extractos
de DCM, EtOH, MeOH y H,0O, respectivamente,
correlacionando las concentraciones cuantificadas
en los extractos con el efecto sobre el crecimiento
micelial que se presenta en el Cuadro 4.

Es sumamente complejo estandarizar una reco-
mendacién para el uso de extractos en el control
de microorganismos fitopatogenos, ya que ademas
del triangulo basico hospedero-patdégeno-clima, in-
fluyen gran cantidad de factores como: disolvente
y condiciones de extraccion, latitud y altitud de la
zona de muestreo de L. tridentata (Lira-Saldivar et
al., 2003), variabilidad en razas y patogenicidad en-
tre las formas especiales de F. oxysporum Fol y Forl,
mas aun, in vivo debe considerarse el efecto de la
biodiversidad de organismos en el suelo y ambiente.

Bioensayo in vivo

indice de clorofila. El contenido de clorofila en
las hojas se muestra en el Cuadro 5. Todos los ex-
tractos presentaron niveles superiores (p<0.05) en
comparacion con el testigo absoluto y el fungici-
da comercial. Destacan los tratamientos con H,O
6000, DCM 3000 y MeOH 4000 ppm con 49, 48
y 45 unidades de clorofila, respectivamente, los
cuales son valores superiores a los reportados para
plantas de tomate sanas (35 y 37 UC) (Mercado-
Luna et al., 2010). Los demas tratamientos presen-
taron valores dentro de este rango, a excepcion del
testigo y el control positivo donde se observo el
dafio causado por Forl.

Las UC proveen una medida indirecta y cuanti-
tativa de la cantidad de N en la planta, ademas del
efecto de variables climaticas (Rincon-Castillo y
Ligarreto, 2010; Vazquez et al., 2012). Las plantas
tratadas con extractos de L. tridentata mantuvieron
un estado general de bienestar, aun cuando fueron
infectadas con Forl.
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were used as a basis to determine the doses for the
treatments in vivo, considering the concentration of
each extract (p<0.05) the completely inhibited the
mycelial growth of the fungus. The concentration
was increased to 3000 y 6000ppm of the extract
H,0, since it presented little effect on the growth
inhibition of Forl.

The highest inhibition of the hydroalcoholic
extract of L. tridentata has been reported at 7000
ppm for Aspergillus flavus and 5000 ppm for
Penicillium sp. (Moreno-Limén et al., 2011).
The antifungal effect of L. tridentata is attributed
to phenolic compounds, because polyphenolic
extracts inhibited to the maximum with 0.7 ppm
in Pythium sp., Colletotrichum truncatum, C.
coccodes, Alternaria alternata, F. verticillioides,
F solani, F Sambucinum and Rhizoctonia solani
(Osorio et al., 2010).

Among the phenolic compounds of L. tridentata,
NDGA stands out since it is extracted from the resin
in leaves and stems (Lira ef al., 2003). The amount
of this compound extracted is directly related to the
degree of polarity of the solvent (Moreno-Limén
et al., 2011). In this way, this study quantified 68,
64, 6.07, and 2.8 mg g' of NDGA in the extracts
of DCM, EtOH, MeOH, and H,O, respectively,
correlating the concentrations quantified in the
extracts with the effect on the mycelial growth
shown in Table 4.

Giving a standard recommendation for the
use of extracts in the control of phytopathogenic
microorganisms, since there is not only the
influence of the basic triangle host-pathogen-
weather, but also of factors such as solvents and
conditions of extraction, latitude and altitude of the
area of sampling of L. tridentata (Lira-Saldivar et
al., 2003), variability in breeds and pathogenicity
among the special forms of F. oxysporum Fol and
Forl; furthermore, in vivo one must consider the
effect of the biodiversity of organisms in the soil
and the surroundings.
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Cuadro 5. Desarrollo vegetativo de plantas de tomate inoculadas con Forl y tra-
tadas con extractos de L. tridentata a los 49 ddi.
Table 5. Vegetative development of tomato plants inoculated with Forl and treated
with L. tridentata extracts at 49 dai.

Tratamientos Concentraciones Clorofila Altura de Nﬁmgro de
(Uo) planta (cm) hojas

1 Testigo sin aplicacion 295a 18.0a 2.0a
2 “Tecto 60 2 L/Ha 35.5 abe 68.5b 11.2Db
3 YDCM 2000 ppm 40.5 abc 78.6 bed 14.0 be
4 DCM 3000 ppm 43.7¢c 97.0 cd 16.8 ¢
5 VYEtOH 2000 ppm 36.9 be 75.0 be 13.2 bc
6 EtOH 3000 ppm 35.4 abc 90.9 bed 13.5 bc
7 *MeOH 3000 ppm 43.0c 101.5d 17.0c
8 MeOH 6000 ppm 41.0 be 80.8 bed 13.8 be
9 YH,0 3000 ppm 40.9 abc 101.8 cd 16.3 be
10 H,0 6000 ppm 44.0 ab 90.0 bed 15.0 be

“fungicida comercial, *diclorometano, “etanol, *metanol, Yagua. Letras diferentes repre-
sentan diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05) /"commercial fungicide,
vdichloromethane, Yethanol, *methanol, ¥water. Different letters represent significant
differences between treatments (p<0.05).

Altura de planta. En el Cuadro 5, se observan los
valores de la altura de las plantas en cada trata-
miento, todos los extractos fueron estadisticamente
superiores (p<0.05) al testigo absoluto y fungicida
comercial, desde la primera semana hasta el térmi-
no del experimento. Los tratamientos H,O 4000,
MeOH 4000 y DCM 3000 ppm, presentaron plan-
tas con 49, 48, 42 % mayor altura, respecto a las
plantas que recibieron el fungicida comercial. Se re-
portaron incrementos en altura de plantas de tomate
(144 y 148 %) por Diaz-Diaz et al. (2013) con ex-
tractos de L. tridentata en concentraciones de 3000
y 2000 ppm con el uso de MeOH y acetona como
disolventes. En el testigo absoluto (0 ppm) se obser-
vo retraso en el crecimiento general, a consecuencia
de la sintomatologia caracteristica de Forl: invasion
de raiz, pérdida prematura de hojas inferiores y pu-
dricion de la radicula. Los extractos de Neem (Azar-
diachta indica) al igual que L. tridentata favorecen
la altura (hasta en un 35 % comparado con el testigo)
de plantas de tomate cuando han sido infectadas con
F. oxysporum (Hadian et al., 2011).
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Biotest in vivo

Chorophyll index. The content of chlorophyll
in the leaves is shown in Table 5. All the extracts
displayed higher levels (p<0.05) in comparison with
the absolute control and the commercial fungicide.
The treatments worth pointing out are those with
H,0 6000, DCM 3000, and MeOH 4000 ppm with
49, 48, and 45 units of chlorophyll, respectively,
which are values higher than those reported for
healthy tomato plants (35 and 37 UC) (Mercado-
Luna et al., 2010). The remaining treatments
presented values within this range, except for the
control and the positive control, which showed the
damage caused by Forl.

The UCs provide an indirect and quantitative
measure of the amount of N in the plant, as well as
the effect of weather variables (Rincon-Castillo and
Ligarreto, 2010; Vazquez et al., 2012). The plants
treated with L. tridentata extracts maintained an
overall state of well-being, even after having been
infected with Forl.
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Numero de hojas. Todos los tratamientos presen-
taron mayor nimero de hojas (p<0.05) que el testi-
go absoluto, sobresaliendo los tratamientos MeOH
4000, DCM 3000, H,0O 4000 ppm, con 52, 50 y 45
% mas hojas que el fungicida comercial, respec-
tivamente (Cuadro 5). Diaz-Diaz et al. (2013) re-
gistraron un incremento de 25 % en el peso seco
al aplicar extractos de L. tridentata a 3000 y 2000
ppm en plantas de tomate inoculadas con P. capsici
lo que da cuenta de una mayor desarrollo vegetati-
vo al igual que los resultados aqui presentados; se
reporta también el uso de infusion de L. tridentata
como estimulante del desarrollo vegetal en tomate,
en combinacion con lanolina y manteca de cacao,
al aumentar el peso seco (77 %) y fresco (100 %)
(Recinos, 2010). No se observaron signos de toxi-
cidad en las dosis utilizadas, al igual que os extrac-
tos acuosos de L. tridentata al 30 % y después de
5 dias de aplicacion (Rojob, 2008). La infestacion
de Forl, implica marchitez de las hojas inferiores
hacia la parte superior (Fernandez-Herrera et al.,
2013) por lo que los bajos niveles de infestacion
permitio a las plantas generar y conservaron mayor
numero de hojas que el testigo absoluto y fungicida
comercial.

Severidad. Se encontraron diferencias significati-
vas (p<0.05) entre los tratamientos MeOH a 4000
y DCM a 3000 ppm, los cuales presentaron indi-
ces de severidad de 55 y 57 % (respectivamente)
en comparacion con el 94 % del testigo absoluto
y H20 6000 ppm. Diaz-Diaz et al. (2013) reporta-
ron hasta 83 % de disminucion en la severidad al
evaluar plantas de tomate infectadas con P. capsici
y tratadas con extractos de L. tridentata y aceto-
na a concentraciones de 2000 ppm. Los resultados
mostrados (Figura 1-A) sefialan un 45 % de dis-
minucion de la severidad en MeOH 4000ppm y se
establece la relacion entre las variables del desarro-
llo vegetativo y la PCT. Existe un comportamiento
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Plant height. Table 5 shows the values for plant
height in each treatment; all the extracts were
statistically higher (p<0.05) to the absolute control
and commercial fungicide, from the first week to
the end of the experiment. Treatments H,O 4000,
MeOH 4000, and DCM 3000 ppm, presented
plants 49, 48, 42 % taller than plants that received
the commercial fungicide. Increases in plant height
were reported for tomato plants (144 and 148 %) by
Diaz-Diaz et al. (2013) with L. tridentata extracts
in concentrations of 3000 and 2000 ppm with the
use of MeOH and acetone as solvents. The absolute
control (0 ppm) showed general growth delay
caused by the typical symptomatology of Forl:
invasion of the root, premature loss of lower leaves
and rot of the radicle. The Neem (Azardiachta
indica) and L. tridentata extracts favor height (up to
35 % in comparison to the control) in tomato plants
when they have been infected with F. oxysporum
(Hadian et al., 2011).

Leaf number. All the treatments presented a higher
number of leaves (p<0.05) than the absolute control,
particularly the treatments MeOH 4000, DCM
3000, H,0O 4000 ppm, with 52, 50, and 45 % more
leaves than the commercial fungicide, respectively
(Table 5). Diaz-Diaz et al. (2013) recorded a 25 %
increase in dry weight when applying extracts of L.
tridentata by 3000 and 2000 ppm in tomato plants
inoculated with P. capsici, which accounts for a
greater vegetative growth, as in the results presented
in this investigation; the use of L. tridentata as an
infusion is also reported as a stimulant tomato
plant growth in combination with lanoline and
cocoa butter, since it increases dry (77 %) and
fresh weights (100 %) (Recinos, 2010). No signs of
toxicity were observed in the doses used, as was the
case in the aqueous extracts of L. tridentata at 30 %
and after 5 days of application (Rojob, 2008). The
infestation by Forl implies the wilting of the lower
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similar entre los tratamientos DCM 3000, MeOH
4000 y H20 4000 ppm, con los cuales se obtuvieron
menores indices de severidad y valores superiores
de clorofila, altura y nimero de hojas respecto al
fungicida comercial, considerandose el primer re-
porte sobre la severidad que presenta Forl sobre
plantas de tomate que han sido tratadas con extrac-
tos de L. tridentata.

El extracto DCM 3000 ppm, presentd el mini-
mo indice de severidad y un desarrollo vegetativo
superior respecto al fungicida comercial, asi como
una inhibicion del 100% a 1000 ppm en el bioensa-
yo in vitro de Forl y mayor contenido de ANDG. En
relacion con lo anterior, Martins et al. (2012) plan-
tearon que la actividad antifingica de L. tridentata
se atribuye a a tres compuestos: ANDG, kaempfe-
rol y quercetina, los cuales son sumamente compa-
tibles con el disolvente diclorometano encontran-
dose en mayor disponibilidad por la polaridad que
estos poseen. Hanaa ef al. (2011) y Villa-Martinez
(2015) emplearon extractos acuosos de neem y sau-
ce (Salix babylonica) en plantulas de tomate, los
cuales redujeron la incidencia de la enfermedad de
la marchitez por F. oxysporum en plantulas de to-
mate hasta casi un 30%, mediante el aumento de
las actividades de las enzimas defensivas antioxi-
dantes secretadas por la planta de tomate, como la
peroxidasa, la catalasa y la superoxido dismutasa.

Incidencia. Se obtuvieron diferencias estadisti-
camente significativas (p<0.05); el 100 % de las
plantas tratadas con los tratamientos testigo y H,O
6000 ppm registraron sintomas de infeccion de Forl
(Figura 1-B); sin embargo, al aplicar los extractos
DCM 3000 y MeOH 4000 ppm la incidencia alcan-
z6 apenas 40 y 50 %, respectivamente. No encon-
tramos reportes de ensayos in vivo para control de
Forl con extractos de L. Tridentata; sin embargo, en
plantas de zanahoria se reportd 5 % de incidencia
de tizén de la hoja causado por 4. dauci al aplicar
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leaves towards the top (Fernandez-Herrera et al.,
2013), and therefore the lower levels of infestation
helped the plants generate and preserve a higher
number of leaves than the absolute control and the
commercial fungicide.

Severity. Significant differences (p<0.05) were
found between the treatments with MeOH at
4000 and DCM at 3000 ppm, which displayed
severity indices of 55 and 57 % (respectively) in
comparison with the 94% of the absolute control
and H,O 6000 ppm. Diaz-Diaz et al. (2013)
reported reductions of up to 83 % in severity
when evaluating tomato plants infected with P,
capsici and treated with L. tridentata extracts and
acetone at concentrations of 2000 ppm. The results
shown (Figure 1-A) indicate a reduction of 45%
in the severity in MeOH 4000ppm, and a relation
is established between the variables of vegetative
growth and. There is a similar behavior between
treatments DCM 3000, MeOH 4000, and H,O
4000 ppm, which gave lower severity indices and
higher levels of chlorophyll, height, and number
of leaves than the commercial fungicide, taking
into account the first report on the severity of Forl
on tomato plants that have been treated with L.
tridentata extracts.

The extract DCM 3000 ppm presented the
lowest severity index and a higher vegetative
development than the commercial fungicide, as
well as an inhibition of 100% at 1000 ppm in the
Forl in vitro biotest and a higher NDGA content. In
regard to this, Martins et al. (2012) stated that the
antifungal activity of L. tridentata can be attributed
to three compounds: NDGA, kaempferol, and
quercetin, which are highly compatible with the
solvent dichloromethante, which is more available
due to the polarity of the three compounds.
Hanaa et al. (2011) and Villa-Martinez (2015)
used aqueous extracts of neem and willow (Salix
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un extracto hidrosoluble de L. tridentata, mezclado
con quitosano (Hernandez-Castillo et al. 2006).

Sobrevivencia. A los 49 ddi sobrevivid una de
cada diez plantas tratadas con el testigo y H,O a
6000 ppm mientras que con los extractos DCM
3000 y MeOH 4000 ppm favorecieron la sobrevi-
viencia del 60 % de las plantas. Con los tratamien-
tos EtOH 2000 y MeOH 6000 ppm 50 % y con el
fungicida comercial 40 % (Figura 1-C). Estos re-
sultados demuestran una disminucion de la agresi-
vidad de Forl por efecto de los extractos vegetales
de L. tridentata, lo cual puede atribuirse a que las
sustancias fendlicas presentes en los extractos re-
accionan quimicamente con los sistemas sensitivos
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Figura 1. Porcentaje de severidad (A), incidencia (B) y so-
brevivencia (C) de plantas inoculadas con Forl.

Figure 1. Percentage of severity (A), incidence (B) and sur-
vival (C) of plants inoculated with Forl.

babylonica) in tomato plantlets, which reduced the
incidence of the disease of wilting by F. oxysporum
in tomato plantlets by up to 30%, by the increase of
the defensive antioxidant enzymes secreted by the
tomato plants, such as peroxidase, catalase and the
dismutase superoxidase.

Incidence. Statistically significant differences
(p=0.05) were obtained; 100 % of the plants treated
with the control and H,O 6000 ppm treatments
registered symptoms of Forl infection (Figure
1-B); however, when applying the extracts DCM
3000 and MeOH 4000 ppm, the incidence reached
only 40 and 50 %, respectively. No reports were
found on in vivo tests for the control of Forl with L.
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de las enzimas volviéndolas cataliticamente inacti-
vas ante este patogeno, favoreciendo por lo tanto la
sobrevivencia de las plantas (Tappel y Marr, 1954).

CONCLUSIONES

Los resultados que se obtuvieron permiten con-
cluir que los extractos de L. tridentata pueden ser
utilizados como parte de un manejo integrado de
la pudricion de la corona del tomate causada por
F. oxysporum radicis-lycopersici en condiciones
in vivo. Destaca la consistencia de los extractos
de DCM a 3000 ppm y MeOH a 4000 ppm en la
incidencia y severidad de Forl y la sobrevivencia
en plantas de tomate. Es importante hacer mencion
que es el primer reporte in vivo donde se evalte la
capacidad antifungica de los extractos de L. triden-
tata sobre Forl en plantas de tomate en el Valle del
Yaqui, aunque es recomendable llevar la investiga-
cion a nivel de invernadero comercial enfocandose
en disolventes mas amigables con el medioambiente.
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Tridentata extracts; however, in carrot plants, there
were reports of a 5 % incidence of blight caused
by A. dauci when applying a hydrosoluble extract
of L. tridentata mixed with chitosan (Hernandez-
Castillo et al. 2006).

Survival. At 49 dai, one out of every 10 plants
treated with the control and H,O at 6000 ppm
survived, whereas with extracts DCM 3000 and
MeOH 4000 ppm favored the survival of 60 % of
the plants. With treatments EtOH 2000 and MeOH
6000 ppm, 50 % and the commercial fungicide, 40
% (Figura 1-C). These reports show a reduction
in the aggressiveness of Forl due to the effect of
the L. tridentata plant extracts, which may be due
to the phenolic substances present in the extracts
react chemically with the sensitive systems of the
enzymes, making them catalytically inactive with
this pathogen, therefore favoring the survival of the
plants (Tappel and Marr, 1954).

CONCLUSIONS

The results obtained lead to conclude that the
L. tridentata extracts can be used as a part of an
integrated management of the rotting of the tomato
crown caused by F. oxysporum radicis-lycopersici
under in vivo conditions. The consistency of the
extracts of DCM at 3000 ppm and MeOH at 4000
ppm on the incidence and severity of Forl and the
survival in tomato plants, stand out. It is important
to mention that this is the first report in vivo which
evaluates the antifungal capability of L. tridentata
extracts on Forl in tomato plants in the Yaqui
Valley, although it is recommendable to take the
investigation to a commercial greenhouse level
with more environmentally friendly solvents.
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Resumen. El monitoreo de plagas y enferme-
dades reglamentadas que afectan a los cultivos en
Meéxico es importante para determinar su presencia
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Abstract. regulated pests and
diseases that affect crops in Mexico is important

Monitoring

to determine its presence and impact. With the
purpose of supporting the National Phytosanitary
Epidemiological Surveillance System activities,
alfalfa plants from Atoyac, Jalisco showing
stunting, shortened internodes, buds and leaves
deformed as well as change leaf coloration,
foliar

suspicious produced by

nematodes were analyzed. Roots, leaves + buds

symptoms

and stems tissues were analyzed separately.
Classical taxonomy, molecular and phylogenetic
analysis of two ribosomal DNA markers were
performed on specimens detected. Ditylenchus
genus specimens were detected and isolated only
in leaves + buds and stems. The species identity
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e impacto. Con la finalidad de colaborar con las
actividades del Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiologica Fitosanitaria, se analizaron plan-
tas de alfalfa de Atoyac, Jalisco con acortamien-
to de entrenudos, deformacion de brotes, hojas y
decoloracion de foliolos, sintomas sospechosos a
infestaciones por nematodos foliares. Se analiza-
ron por separado raices, hojas + brotes y tallos. Se
realizo la taxonomia tradicional, analisis molecu-
lar y filogenético de dos marcadores del ADN ri-
bosomal de los nematodos detectados. Se aislaron
especimenes del género Ditylenchus solo en hojas
+ brotes y tallos. La identidad de la especie segun
la morfotaxonomia de hembras y machos corres-
pondio al nematodo del tallo D. dipsaci. El analisis
PCR-RFLP de la region ITS1-5.8S-ITS2 mostro
un patréon de restriccion de 335, 280, 200 y 132 pb
con la enzima Rsal y de 400 y 300 pb con Hinfl.
La alineaciéon BLAST indic6 un 99% de homolo-
gia con D. dipsaci (E=0.0). La filogenia segln el
criterio de probabilidades posteriores bayesiano de
ambos marcadores ubico a la poblacién mexicana
de alfalfa en el grupo que incluye las poblaciones
de D. dipsaci sensu stricto. A nuestro saber, este es
el primer reporte de D. dipsaci afectando alfalfa en
el occidente de México.

Palabras clave: Vigilancia fitosanitaria, taxono-
mia, filogenia, molecular, DNA ribosomal.

La alfalfa Medicago sativa L. es una planta fo-
rrajera con alto valor nutritivo en el sector bovino.
En México, este cultivo es afectado por factores
biodticos entre las que destacan el pulgon verde
Acyrthosiphon pisum Harris, pulgébn manchado
Therioaphis maculata Buckton, trips Frankliniella
spp., gusano soldado Spodoptera exigua Hiibner,
pudriciones de la base del tallo Rhizoctonia solani
Kiihn, antracnosis Colletotrichum trifolii Bain &
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based on females and males morphotaxonomy
belonged to the stem nematode D. dipsaci. The
PCR-RFLP restriction pattern of ITS1-5.8S-1TS2
displayed by Rsal enzyme was 335, 280, 200, and
132 bp, while for the enzyme Hinfl the pattern
was 400 and 300 bp. The BLASTING aligment
showed 99% homology with D. dipsaci (E=0.0).
The phylogenetic reconstruction of both markers
according the bayesian posterior probabilities
criteria placed the alfalfa mexican population
within the clade that includes several D. dipsaci
sensu stricto populations. To our knowledge, this
is the first report of D. dipsaci affecting alfalfa in
western Mexico.

Key words: Phytosanitary surveillance, taxonomy,
phylogeny, molecular, ribosomal DNA

Alfalfa Medicago sativa L. is a forage plant
with a high nutritional value in the bovine sector.
In Mexico, this crop is affected by biotic factors,
among which highlight the pea aphid Acyrthosiphon
pisum Harris, the spotted alfalfa aphid Therioaphis
maculata Buckton, trips Frankliniella spp., the
beet armyworm Spodoptera exigua Hiibner,
rotting on the base of the stem Rhizoctonia solani
Kiihn, anthracnosis Colletotrichum trifolii Bain &
Essary, Texas root rot Phymatotrichopsis omnivora
(Duggar) Hennebert, crown rot (Fusarium spp.),
all of which cause production losses (Chew, 2000;
Lara and Jurado, 2014). Little is known about
the problems caused by nematodes, although
in other latitudes they are considered important
problems, particularly the root-knot nematodes
of the genus Meloidogyne (Griffin and Thyr,
1988; Westerdahl, et al., 2006), lesion nematodes
Pratylenchus penetrans (Cobb) Filipjev &
Schuurmans Stekhoven (Thies et al., 1992) and the
stem nematode Ditylenchus dipsaci (Kiithn, 1857)
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Essary, pudricion texana Phymatotrichopsis omni-
vora (Duggar) Hennebert, pudricién de la corona
(Fusarium spp.), entre otros, los cuales causan pér-
didas de produccién (Chew, 2000; Lara y Jurado,
2014). Poco se conoce de los problemas ocasiona-
dos por nematodos sin embargo, en otras latitudes
son considerados como problemas importantes
donde destacan los nematodos agalladores del gé-
nero Meloidogyne (Griffin y Thyr, 1988; Wester-
dahl, et al., 2006), lesionadores Pratylenchus pe-
netrans (Cobb) Filipjev & Schuurmans Stekhoven
(Thies et al., 1992) y el nematodo del tallo Ditylen-
chus dipsaci (Kihn, 1857) Filipjev 1936 (Wood y
Close, 1974; Boelter et al., 1985; Milano de Toma-
sel y Mclntyre, 2001; Perera et al., 2009).

El nematodo del tallo D. dipsaci es considera-
do como uno de los problemas nematologicos mas
importantes en la agricultura de climas templados
donde destacan los cultivos de papa (Solanum tube-
rosum L.), ajo (Allium sativum L.), cebolla (4. cepa
L.), zanahoria (Daucus carota L.), tulipan (Tulipa
spp.), trebol (Trifolium spp.), remolacha (Beta vul-
garis L.) y alfalfa (Medicago sativa L.) (EPPO,
2008; Tenuta et al., 2014). Es una especie con en-
doparasitismo obligado, polifago de partes aéreas y
subterraneas de alrededor de 500 especies de plan-
tas entre las que destacan hortalizas, cereales, legu-
minosas y ornamentales (Caubel y Pedron, 1976;
Subbotin y Riley, 2012). Posee alrededor de 30
razas fisioldgicas, muchas de ellas probablemente
representando un complejo de especies dificiles de
diferenciar debido a su gran similitud morfologica,
cariotipica y molecular (Sturhan y Brzesky, 1991;
Duncan y Moens, 2006).

El analisis del ADN ribosomal ha logrado diluci-
dar la situacion taxondmica de D. dipsaci'y se tiene
evidencia de que esta compuesta por al menos siete
especies: 1. D. dipsaci sensu stricto (s. s.) que es
la de mayor importancia por el nimero de cultivos
que afecta; 2. D. gigas, conocido como nematodo
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Filipjev 1936 (Wood and Close, 1974; Boelter et
al., 1985; Milano de Tomasel and Mclntyre, 2001;
Perera et al., 2009).

The stem nematode D. dipsaci is considered
one of the most important nematological problems
in agriculture on temperate climates, standing out
crops such as potato (Solanum tuberosum L.),
garlic (Allium sativum L.), onion (4. cepa L.),
carrot (Daucus carota L.), tulip (Tulipa spp.),
clover (Trifolium spp.), beetroot (Beta vulgaris
L.), and alfalfa (Medicago sativa L.) (EPPO,
2008; Tenuta et al., 2014). It is a species with
obligated endoparasitism, polyphagous of aerial
and underground parts of around 500 species of
plants, including vegetables, cereals, legumes,
and ornamental plants (Caubel and Pedron,
1976; Subbotin and Riley, 2012). It has around
30 physiological races, most of which probably
represent species complex that are difficult to
differentiate due to their huge morphological,
karyoptyic and molecular similarity (Sturhan and
Brzesky, 1991; Duncan and Moens, 2006).

The ribosomal DNA analysis has allowed to
elucidate the taxonomic situation of D. dipsaci
and there is evidence of it being composed by at
least seven species: 1. D. dipsaci sensu stricto (s.
s.), which is the mos important due to the wide
number of crops it affects; 2. D. gigas, known as
a “giant” nematode, due to its large size, and it
affects Vicia faba; 3. D. weischeri, which affects
Cirsium arvense; 4. Ditylenchus sp. D., which
affects Pilosella spp.; 5. Ditylenchus sp. E., which
affects Crepis praemorsa; 6. Ditylenchus sp. F.,
which affects Leontodon autumnalis and Pilosella
officinarum; and 7. Ditylenchus spp G., which
affects Plantago maritima (Subbotin et al., 2005;
Kerkoud et al., 2007; Marek et al., 2010; Vovlas et
al., 2011; Jeszke et al., 2014).

The physiological race is an intraspecific
division that is set apart from other members of
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“gigante” debido a su gran tamaifio y afecta Vicia
faba; 3. D. weischeri, que afecta Cirsium arvense;
4. Ditylenchus sp. D. que afecta Pilosella spp.; 5.
Ditylenchus sp. E. afectando Crepis praemorsa;
6. Ditylenchus sp. F. afectando Leontodon autum-
nalis y Pilosella officinarum; y 7. Ditylenchus sp
G. afectando Plantago maritima (Subbotin et al.,
2005; Kerkoud et al., 2007; Marek et al., 2010; Vo-
vlas et al., 2011; Jeszke et al., 2014).

La raza fisiologica es una division infraespeci-
fica que se distingue de otros miembros de la mis-
ma especie por la patogenicidad que ocasiona en
diferentes hospederos. Las razas de D. dipsaci s.
s. coadyuvan en la amplia adaptabilidad de la es-
pecie a diversos climas y hospederos por lo que es
considerado de importancia cuarentenaria por las
agencias regulatorias fitosanitarias internacionales
(Tenuta et al., 2014).

La alfalfa es un hospedero que también es afec-
tado por D. dipsaci donde es conocido como el ne-
matodo de la Alfalfa ya que parasitan los brotes, ta-
llos, hojas y pueden ocasionar defoliacion y muerte
de plantulas (Milano de Tomasel y McIntyre, 2001;
Westerdahl, et al., 2006). Al afectar la semilla bo-
tanica y vegetativa, representa un riesgo en la dise-
minacion a zonas donde no se encuentra presente
(Wood y Close 1974; Gray et al., 1994; Milano de
Tomasel y Mclntyre, 2001).

Durante 2014, el Programa Nacional de Vigi-
lancia Epidemioldgica Fitosanitaria (ProVEF) del
SENASICA-SAGARPA en Jalisco, México, reali-
z6 un muestreo en el cultivo de alfalfa seleccionan-
do plantas que presentaban crecimiento reducido,
acortamiento de entrenudos, deformacion y deco-
loracion de brotes y hojas. Estos sintomas son pa-
recidos a los producidos por nematodos foliares en
alfalfa (Evans et al., 2008) pero en México no se te-
nia evidencia de su presencia por lo que se planted
el objetivo de determinar la identidad taxonémica
y molecular de los nematodos detectados, asi como
sus afinidades filogenéticas.
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the same species by the pathogenicity it causes in
different hosts. Races of D. dipsaci s. s. contribute
in the wide adaptability of the species to diverse
climates and hosts, and is therefore considered of
quarantine importance by international plant health
regulation agencies (Tenuta et al., 2014).

Alfalfa is a host also affected by D. dipsaci,
where it is known as the alfalfa nematode, since
sprouts, stems and leaves are infected and can
cause defoliation and death of plantlets (Milano de
Tomasel and Mclntyre, 2001; Westerdahl, et al.,
2006). By affecting the botanical and vegetative
seed, it is a risk for the dissemination to areas where
it is not found (Wood and Close 1974; Gray et al.,
1994; Milano de Tomasel and Mclntyre, 2001).

In 2014, the
Epidemiological Surveillance Program (Programa
Nacional de Vigilancia Epidemiologica
Fitosanitaria - ProVEF) of the SENASICA-
SAGARPA in Jalisco, Mexico, carried out an alfalfa
crop sampling by selecting plants with reduced
growth, shortening of internodes, distortion and
sprouts and leaves discolored. These symptoms
are similar to those produced by foliar nematodes
in alfalfa (Evans et al., 2008), but in Mexico
there was no evidence of its presence, hence the
aim of determining the taxonomic and molecular
identities of the nematodes found, as well as their
phylogenetic affinities.

National  Phytosanitary

MATERIALS AND METHODS
Sampling of biological material

Sampling was carried out in the alfalfa crop
var. Atoyac with a spraying irrigation system in
Cuyacapan, Atoyac, Jalisco between coordinates
19.974489 °N - 103.5276407 °W. Seven samples
of complete plants with roots, stems, sprouts, and
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MATERIALES Y METODOS
Muestreo del material biolégico

El muestreo se realizd en el cultivo de alfalfa
var. Atoyac con sistema de riego por aspersion de
la localidad Cuyacapan, Atoyac, Jalisco entre las
coordenadas 19.974489° N - 103.5276407° W. Se
colectaron siete muestras al azar de plantas com-
pletas con raices, tallos, brotes y hojas con sinto-
mas asociados a nematodos foliares.

Extraccion de nematodos

Raices y follaje de las muestras fueron disec-
tadas de 1-2 cm separando raices, hojas+brotes y
tallos e incubadas por separado por 4 h en agua
destilada estéril a 20+2 °C. Se realizo la inspeccion
de los nematodos extraidos de los tejidos con un
microscopio estereoscopico American Optical con
aumentos 1-15X.

Identificacion taxonémica

La determinacion de la identidad de la especie
asociada con el sindrome se llevo a cabo mediante
taxonomia tradicional. Se realizaron las medicio-
nes de los caracteres de diagnostico, el calculo de
los Indices De Man y comparados con los valores
de referencia de especies del género Ditylenchus
mencionados por Hooper, 1972; Decker, 1969 y
Sturhan & Brzeski 1991. Hembras y machos fue-
ron anestesiados con calor de mechero de alcohol y
posteriormente montados en agua-agar al 2% (Es-
ser, 1986). Se tomaron fotografias con una camara
digital AxioCam ICcl (Carl Zeiss) adaptada a un
microscopio compuesto Axiostar Plus (Carl Zeiss).
Las mediciones fueron realizadas con el programa
AxioVision Rel 4.8 (Carl Zeiss).
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leaves with symptoms related to foliar nematodes
were collected randomly.

Extraction of nematodes

Roots and foliage of the samples were dissected
1-2 cm long, and separated on roots, leaves+sprouts
and stems. Samples were incubated separately
for 4 h in sterile distilled water at 20+2 °C.
The nematodes extracted from the tissues were
inspected using a sterescopic American Optical
microscope with magnifications 1-15X.

Taxonomic identification

The identity of the species related to the symptom
was determined using tradicional taxonomy.
Measurements were taken of the diagnosis
characteristics, as well as of the calculation of
the De Man ratio Indices, and compared with the
species reference values for the genus Ditylenchus
mentioned by Hooper, 1972; Decker, 1969 and
Sturhan & Brzeski 1991. Females and males were
anesthesized with the heat from an alcohol burner
and then placed on 2% water-agar (Esser, 1986).
Photographs were taken using an digital AxioCam
ICc1 (Carl Zeiss) digital camera adapted to an
Axiostar Plus (Carl Zeiss) compound microscope.
The measurements were performed using the
program AxioVision Rel 4.8 (Carl Zeiss).

DNA extraction

DNA was extracted using the method proposed
by Williams et al., 1992 and Thomas et al., 1997
using the specimens previously analyzed using
traditional taxonomy. Nematodes were recovered
individually from the mounting medium and placed
in 10 pl of lysis buffer solution (10 mM Tris-HCI,

381



REvisTA MEXIcANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLry BiLINGuAL

Extraccion del ADN

La extraccion de ADN se realiz6 a través del
método propuesto por Williams et al., 1992 y Tho-
mas et al., 1997 utilizando los especimenes previa-
mente analizados por taxonomia tradicional. Los
nematodos fueron recuperados individualmente del
medio de montaje y colocados en 10 ul de solu-
cion amortiguadora de lisis (10 mM Tris-HCI, pH
8.0, 2.5 mM MgCl,, 50 mM KCl, 0.45% Tween 20;
0.05% gelatina) sobre un cubreobjetos limpio. Se
macer6 el espécimen con la punta de una micropi-
peta bajo el microscopio estereoscopico. Se transfi-
ri6 la soluciéon a un tubo de centrifuga de 200 ul y
se congelo a -40 °C por 30 min. Se incubo a 65 °C
por 1 h dando vortex al menos una vez 'y 0.1 ul de
Proteinasa K (20 pg/ml) fue agregado faltando 10-
15 min. Finalmente se incubd a 95°C por 15 min
para inactivar la Proteinasa K y se conservo a - 20 °C.
Se utilizaron 5 pl del extracto crudo de ADN por
cada reaccion de PCR.

Amplificaciéon por PCR del ADN ribosomal

Se utilizaron dos marcadores moleculares del
ADN ribosomal: 1. La region ITS1-5.8S-ITS2 em-
pleando los iniciadores AB28 (5'- GTT TCC GTA
GGT GAA CCT GC-3) (Joyce et al., 1994) y
TWS8I1 (5'-ATA TGC TTA AGT TCA GCG GGT-
37) (Howlett et al., 1992). 2. Los segmentos de ex-
pansion D2-D3 del gen 28S utilizando los inicia-
dores D2A (5°-ACA AGT ACC GTG AGG GAA
AGT TG-3") y D3B (5'-TCG GAA GGA ACC
AGC TAC TA-3") (Ellis et al., 1986; Courtright et
al., 2000). En ambos marcadores se utilizo ADN
de D. dipsaci afectando ajo como control positivo.

Para la amplificacion del ITS1-5.8S-ITS2, la re-
accion estuvo compuesta por solucion amortigua-
dora de PCR 1X (Invitrogen), MgCl, 3 mM, Mix
dNTP’s 200 uM, iniciadores TW81 y AB28 a 0.4 uM,
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pH 8.0, 2.5 mM MgCl,, 50 mM KCl, 0.45% Tween
20; 0.05% gelatin) on a clean slide cover. The
specimen was smashed using a micropipette tip
under the stereoscopic microscope. The solution
was transferred into a 200 pl centrifuge tube and
frozen at -40°C for 30 min. It was incubated at
65°C for 1 h, vortexed at least once, and 0.1 pl of
proteinase K (20 pg/ml) was added with 10-15 min
remaining. Finally, it was incubated at 95 °C for
15 min to inactivate the Proteinase K and stored
at -20 °C. For each PCR reaction, 5 pul of the crude
DNA extract were used.

Amplification by PCR of ribosomal DNA

Two molecular markers of the ribosomal DNA
wereused: 1. ITS1-5.8S-1TS2 region, using primers
AB28 (5'- GTT TCC GTA GGT GAA CCT GC-3")
(Joyce et al., 1994) and TW81 (5'-ATA TGC TTA
AGT TCA GCG GGT-3") (Howlett et al., 1992).
2. D2-D3 expansion segments of 28S gene, using
primers D2A (5 -ACAAGT ACC GTG AGG GAA
AGT TG-3") and D3B (5'-TCG GAA GGA ACC
AGC TAC TA-3") (Ellis et al., 1986; Courtright et
al., 2000). For both markers, DNA from D. dipsaci
affecting garlic was used as a positive control.

For the amplification of ITS1-5.8S-ITS2, the
reaction was composed by PCR 1X (Invitrogen)
buffer solution, MgCl, 3 mM, Mix dNTP’s 200 uM,
primers TW81 and AB28 at 0.4 uM, Tag Polymerase
2.5 U/ul and 5.0 ul DNA (crude extract). The PCR
reactions took place in a total volume of 50 pl in an
i-Cycler (BioRad) thermocycler with the following
thermocycling program: initial denaturalization at
95 °C for 3 min, 34 denaturalization cycles at 95 °C
for 45 s, annealing at 57 °C for 30 s, extension at
72 °C for 1.5 min, and finally, a final extension at
72 °C for 5 min (Skantar et al., 2007).

The amplification components of the expansion
segments D2-D3 of gene 28S were: PCR 1X
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Taq Polimerasa 2.5 U/ul y 5.0 pl DNA (extracto
crudo). Las reacciones de la PCR se realizaron en
un volumen total de 50 ul en un termociclador i-
Cycler (BioRad) con el siguiente programa de ter-
mociclaje: desnaturalizacion inicial a 95 °C por
3 min, 34 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por
45 s, anillamiento a 57 °C por 30 s, extension a 72 °C
por 1.5 min, y finalmente una extension final a
72 °C por 5 min (Skantar et al., 2007).

Los componentes de amplificacion de los seg-
mentos de expansion D2-D3 del gen 28S fueron:
solucion amortiguadora de PCR 1X (Invitrogen),
MgCl, 3 mM, Mix dNTP’s 200 uM, iniciadores
D2A y D3B a 0.4 uM, Tag Polimerasa 2.5 U/ul y
5.0 ul ADN considerando un volumen final de 50 pl.
Las condiciones de termociclaje fueron: desnatura-
lizacion inicial 95 °C por 3 min, 34 ciclos de desna-
turalizacion 95 °C por 45 s, anillamiento 55 °C por
45 s, extension a 72 °C por 1 min, y una extension
final 72 °C por 5 min (Marek et al., 2010).

Los productos de PCR de ambos marcadores
fueron corridos por electroforesis horizontal en gel
de agarosa al 1.4% tefiido con GelRed (Biotium) y
visualizados en un fotodocumentador Gel Doc EZ
(BioRad).

PCR-RFLP’s de la region I'TS1-5.8S-1TS2

Los productos amplificados fueron digeridos
con las enzimas de restriccion Rsal y Hinfl. El
volumen final de reaccion fue de 20 pl con los si-
guientes componentes: 2 pl de solucion amortigua-
dora de digestion, 1 pl de la enzima, 10 pl de pro-
ducto de PCR y 7 ul de agua destilada estéril grado
biologia molecular. Se incubaron las muestras a
37 °C por 3 h y se analizaron mediante electrofo-
resis horizontal en gel de agarosa ultrapura-1000 al
2.5% teniidos con GelRed (Biotium) y visualizados
en el fotodocumentador Gel Doc EZ (BioRad).
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(Invitrogen)buffersolution,MgCl,3mM, MixdNTP’s
200 uM, primers D2A and D3B at 0.4 uM, Taq
Polymerase 2.5 U/ul and 5.0 ul DNA, considering
a final volume of 50 pl. The thermocycling
conditions were: initial denaturalization 95 °C for
3 min, 34 denaturalization cycles 95 °C for 45 s,
annealing 55 °C for 45 s, extension at 72 °C for
1 min, and a final extension 72 °C for 5 min (Marek
et al., 2010).

The products of PCR from both markers were
run by horizontal electrophoresis in 1.4% agarose
gel stained with GelRed (Biotium) and visualized
in a Gel Doc EZ (BioRad) photodocumenter.

PCR-RFLP’s of the ITS1-5.8S-ITS2 region

The amplified products were digested with
restriction enzymes Rsal and Hinfl. The final
reaction volume was 20 pl with the following
components: 2 pl of digestion buffer solution, 1
ul of the enzyme, 10 pl of PCR product and 7 pl
of sterile molecular biology grade water.Samples
were incubated at 37 °C for 3 h and analyzed
by horizontal electrophoresis in 2.5% ultrapure
agarose gel-1000 stained with GelRed (Biotium)
and visualized in the Gel Doc EZ (BioRad)
photodocumenter.

Sequencing, bioinformatics, and phylogenetic
analysis

The PCR products amplified were sequenced
using the Sanger method at National Phytosanitary
Reference SENASICA-SAGARPA.
The “forward” and “reverse” sequences were
assembled and edited, and primer sequences were
eliminated using the program CodonCode Aligner
4.2.7 (CodonCode Co.).

Both ribosomal markers underwent a BLAST

Center,

to determine homology with NCBI sequences.
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Secuenciacion, bioinformatica y analisis filoge-
nético

Los productos amplificados por PCR fueron se-
cuenciados por el método de Sanger en el Centro
Nacional de Referencia Fitosanitaria, SENASICA-
SAGARPA. Las secuencias “forward” y “reverse”
fueron ensambladas, editadas y las secuencias de
iniciadores eliminadas mediante el programa Co-
donCode Aligner 4.2.7 (CodonCode Co.).

A los dos marcadores ribosomales se realizé un
BLAST para determinar homologia con secuencias
del NCBI. El anélisis filogenético se realiz6 con una
alineacion multiple de 36 secuencias de ITS1-5.8S-
ITS2, mientras que para los segmentos de expan-
sion D2-D3 del gen 28S el alineamiento multiple
incluyé 28 secuencias de especies cercanamente
relacionadas con CLUSTAL W 2.3 (Thompson et
al., 1997). Para ambas reconstrucciones se utilizo
D. destructor como grupo externo. La busqueda del
mejor modelo de substitucion nucleotidica se reali-
76 en Mr Modeltest 2.3 (Nylander, 2004) y PAUP
4 (Swofford, 1998). Para la inferencia bayesiana,
se utilizo el programa MrBayes v.3.2 (Huelsenbeck
y Ronquist 2001) mediante cuatro cadenas para
1,000,000 generaciones. En las cadenas de Marcov
se tomaron muestras a intervalos de 100 genera-
ciones. Por cada analisis se ejecutaron dos corridas
utilizando el modelo HKY+G para ambos marca-
dores. El primer 20% de los arboles muestreados
fueron eliminados de todos los analisis y los arbo-
les restantes fueron utilizados para calcular el arbol
consenso por la regla de la mayoria del 50% y las
probabilidades posteriores fueron calculadas para
cada clado. Los arboles fueron visualizados con
software FigTree v1.3.1 (Rambaut, 2009).

RESULTADOS Y DISCUSION

Todas las plantas presentaron sintomas de reduc-
cion del crecimiento, acortamiento de entrenudos,
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Phylogenetic analysis was carried out with a
multiple alignment of 36 sequences of ITSI-
5.8S-ITS2, whereas D2-D3 expansion segments
of the gene 28S, multiple alignment included 28
sequences of species closely with the software
CLUSTAL W 2.3 (Thompson et al., 1997). For both
phylogenetic reconstructions, D. destructor was
used as an external group. The search for the best
model of nucleotidic substitution was carried out
on Mr Modeltest 2.3 (Nylander, 2004) and PAUP 4
(Swofford, 1998). For the Bayesian inference, the
program used was MrBayes v.3.2 (Huelsenbeck
and Ronquist 2001) with four chains for 1,000,000
generations. In the Marcov chains, samples were
taken at intervals of 100 generations. For each
analysis, two runs were performed using the model
HKY+G for both markers. The first 20% of the
trees sampled were eliminated from all the analyses
and the remaining trees were used to calculate the
consensus tree by the rule of the majority of 50%
and posterior probabilities were calculated for each
clade. The trees were visualized using the software
FigTree v1.3.1 (Rambaut, 2009).

RESULTS AND DISCUSSION

All plants showed symptoms of growth
reduction, shortening of internodes, and
deformation of sprouts and leaves (Figure 1A)
as well as decoloring of leaflets (albino leaves or
“white flagging”) (Figure 1B). These symptoms,
and particularly albino leaves, are similar to those
caused by the stem nematode D. dipsaci, also been
reported in the provinces of Alberta and British
Columbia, Canada (Vrain and Lalik, 1983), and the
states of Washington, Nevada, Utah, Alabama, and
Wyoming, in the United States (Gray et al., 1994).

In the incubation of roots, only free living
nematodes were
sprout and stem tissues, active specimens of the

isolated, whereas in leaf,
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deformacion de brotes y hojas (Figura 1A) asi
como decoloracion de foliolos (hojas albinas o
“white flagging”) (Figura 1B). Estos sintomas y
en particular las hojas albinas son similares a los
ocasionados por el nematodo del tallo D. dipsaci
los cuales también han sido reportados en las pro-
vincias de Alberta y Columbia Britanica, Canada
(Vrain y Lalik, 1983), Washington, Nevada, Utah,
Alabama y Wyoming, Estados Unidos de Nortea-
mérica (Gray et al., 1994).

En la incubacion de raices so6lo se aislaron ne-
matodos de vida libre mientras que en los tejidos
de hojas, brotes y tallos se obtuvieron especimenes
activos del género Ditylenchus. Si bien se detec-
taron nematodos vivos (~90-100/g de muestra),
también se detectaron especimenes en anhidrobio-
sis (~15-20). Tomando en consideracion que esta
especie puede sobrevivir de esta forma en residuos
de cosecha, semilla botanica y particulas de suelo,
los especimenes pueden reactivarse y servir como
fuente de inoculo para infecciones futuras o intro-
ducirse en zonas donde no se encuentre presente
(Wharton y Barrett, 1985).

genus Ditylenchus were obtained. Although live
nematodes were found (~90-100/g of sample),
specimens were also found in anhydrobiosis stage
(~15-20). Considering that this species can survive
in this way on harvest residues, botanical seeds,
and soil particles, the specimens may reactivate and
serve as a source of inoculum for future infections
or introduce itself into areas in which it was not
previously present (Wharton and Barrett, 1985).

Taxonomic identification: The specimens
found displayed the following characteristics:
Females: thin body (Figure 2 A), cephalic area
slightly flattened, glandular area with a slight or
no overlap, muscular middle bulb with a well-
defined valve. Small and weak stylet with well-
developed nodules (Figure 2 B), post-uterine sac
with a length 2 of that between the vulva and the
anus (Figure 2 D). Males: thin body (Figure 2 F),
relatively smaller than females; simple spicules,
moderate gubernaculum, and leptoderan bursa type
that covers approximately 75% tail length (Figure
2 E). Both in females and males, a lateral field

Figura 1. Sintomas producidos por el nematodo del tallo D. dipsaci en alfalfa. A) Deformacién de hojas brotes y acortamien-
to entrenudos. B) Decoloracion de foliolos (“hojas albinas”).

Figure 1. Symptoms produced by the stem nematode D. dipsaci in alfalfa. A) Deformation of leaves, sprouts and shortening
of internodes. B) Decoloring of leaflets (“albino leaves”).
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Identificacién taxonémica: Los especimenes de-
tectados presentaron las siguientes caracteristicas:
Hembras: cuerpo delgado (Figura 2A), region
cefalica baja ligeramente aplanada, region glandu-
lar sin sobreposicion marcada o muy ligera, bulbo
medio muscular con valvula bien definida. Estile-
te pequefio y débil con nddulos bien desarrollados
(Figura 2 B), saco post-uterino con una longitud de
% de la distancia entre la vulva y el ano (Figura 2
D). Machos: cuerpo delgado (Figura 2 F), relativa-
mente mas pequefios que las hembras; espiculas y
gubernaculum simple de tamafio moderados y con
bursa tipo leptoderan que cubre aproximadamente
el 75% de la cola (Figura 2 E). Tanto en hembras
como en machos se observd un campo lateral con
cuatro incisuras (Figura 2 C) y cola conica aguda
con terminacion en punta de lapiz (Figuras 2 A,
E y F). Estas caracteristicas morfologicas corres-
ponden al género Ditylenchus. La morfometria y
los Indices De Man obtenidos concuerdan con los
valores de referencia reportados por Decker, 1969;
Hooper, 1972 y Sturhan & Brzeski 1991 para el ne-
matodo de la alfalfa D. dipsaci (Cuadro 1).

Identificacién molecular: La amplificacion de la
region ITS1-5.8S-ITS2 y segmentos de expansion
D2-D3 del gen 28S del DNA ribosomal produje-
ron un fragmento de aproximadamente 750 pb
(Figura 3) y 800 pb, respectivamente (Figura 4),
el cual coincide con el reportado por Subbotin et
al.,2005. Estas secuencias fueron depositadas en la
base de datos del NCBI con los niimeros de acceso
KY348762, KY348763 y KY348764 para ITSI-
5.8S-ITS2 y KY348765 para D2-D3 del gen 28S.

Digestion enzimatica PCR-RFLPs: La digestion
del producto de PCR de la region ITS1-5.8S-ITS2
con la enzima Rsal se produjeron 4 fragmentos: 335,
280, 200 y 132 pb (Figura 5) y con Hinfl se obtu-
vieron dos fragmentos: 400 y 300 pb (Figura 6). El
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was observed with four incisures (Fig. 2 C) and a
sharp conical tail ending in the shape of a pencil
tip (Figuras 2 A, E, and F). These morphological
characteristics correspond to the genus Ditylenchus.
The morphometry and De Man ratio obtained agree
with the reference values reported by Decker, 1969;
Hooper, 1972 and Sturhan & Brzeski 1991 for the
alfalfa nematode D. dipsaci (Table 1).

Molecular identification: The amplification of
ITS1-5.8S-ITS2 region and D2-D3 expansion
segments of 28S gene of the ribosomal DNA
produced a fragment of approximately 750 bp
(Figure 3) and 800 bp, respectively (Figure 4),
which coincides with that reported by Subbotin et
al., 2005. These sequences were deposited in the
NCBI database with access numbers KY348762,
KY348763, and KY348764 for ITS1-5.8S-ITS2
and KY348765 for D2-D3 of the gene 28S.

PCR-RFLPs enzymatic digestion: The digestion
of the PCR product of ITS1-5.8S-ITS2 region with
the enzyme Rsal produced four fragments: 335,
280, 200 and 132 bp (Figure 5) and with Hinfl, two
fragments were produced: 400 and 300 bp (Figure
6). The digestion pattern agreed with the one
presented by the bulb nematode D. dipsaci in garlic
for both enzymes (Subbotin et al., 2003; Vovlas
et al., 2011). However, the digestion pattern for
the nematode D. dipsaci found in alfalfa with the
enzyme Rsal showed an additional fragment of
200 bp (Figure 5). This 200 bp fragment indicated
the differentiation of the population of the nematode
found in alfalfa in regard to the population that
affects garlic.

Phylogenetic analysis. The search for homology
by BLAST of the Mexican sequences of D. dipsaci
found in alfalfa with sequences of the NBCI from
both markers of the rDNA previously deposited in
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Figura 2. Micrografias de caracteres de diagnéstico para nematodos detectados en alfalfa. A) hembra, B) region anterior y
estilete, C) Cuatro campos laterales, D) saco post-uterino, E) cola aguda y bursa leptoderan., y F) macho.

Figure 2. Micrographs of diagnosis characteristics for nematodes found in alfalfa. A) female, B) anterior end and stylet, C)
Four lateral fields, D) post-uterine sac, E) sharp conical tail ending and leptoderan bursa type, F) male.
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Cuadro 1. Morfometria de especimenes de Ditylenchus detectados en plantas de alfalfa. Todos los valores estan dados en
mm excepto V y T, los cuales estin dados en porcentaje. Promedio + Desviacién estandar, y valores minimos-

maximos.

Table 1. Morphometry of Ditylenchus found in alfalfa plants. All values are expressed in mm except V and T, which are
expressed as percentages. Average + Standard deviation and minimum-maximum values.

*Caracter morfométrico/

YValores de especimenes
detectados en Alfalfa

YValores de referencia para D. dipsaci
(Hopper, 1972; Decker, 1969);

Indices De Man Sturhan & Brzeski 1991)
Q n=10 & n=15 Q 3
1190.4+£123.6 1109.4£101.5
L (1056.7-1418.0) (957.3-1260.0) 1000 - 1700 1000 - 1500
Ancho maximo cuerpo 30.8+2.2 27.042.3 * *
(28.0-34.6) (23.6-30.0)
. . 10.1£0.5 9.9+0.2 10-13 9-12
Longitud estilete (9.5-10.8) (9.5-10.1)
Lone esofago 172.3+17.8 178.4+20.4 « %
£ esolag (134.3-219.4) (153.4-215.0)
. 90.1+12.4 85.7+4.3 %
Longitud cola (77.3-111.1) (80.1-93.1) 95-103
. . 63.9+11.5 1/2 la distancia
Longitud saco post-uterino (PUS) (46.9-82.5) - vulva-ano -
Distancia vulva-ano 143.6+23.4 i 1 3/4-2 1/4 la longitud i
(94.2-176.4) de la cola
-, - 952.6+90.5 %
Long. regién cefalica-vulva (844.2-1154.8) - -
Relacion entre long. de vulva-ano/long. 2.3+0.5 ) 20 )
PUS (1.7-3.2) ’
. , 21.4£1.9
Longitud espicula - (19.1-24.0) - 20-28
. . 7.5+1.0
Longitud gubernaculo - (6.4-9.0) - 8-11
Long. de cloaca a parte mas alejada del ) 672.1+116.2 ) "
testiculo. (491.9-801.4)
38.7+3.2 41.242.3 30.2-64
a (33.4-46.4) (38.0-43.7) 35.4-33.5
7.0+0.7 6.3+0.7 6.0-8.8
b (6.0-8.4) (5.5-7.4) 3.5-78
13.3£1.0 12.9+1.0 13.3-19.5
¢ (11.1-15.3) (11.9-14.7) 12-17.3
v 80.0+1.2 i 79-86 i
(78.9-82.2)
61.0+11.2
T - (39.0-69 - 65-72

*L=longitud del cuerpo; a=L/ancho maximo del cuerpo; b=L/longitud esofago; c=L/longitud cola; V = distancia de la region anterior
a la vulva/L x 100; T=Distancia desde la cloaca a la parte mas alejada del testiculo/L x100. / L=Total body length; a=L/Greatest
body width; =L/ Oesophagus length; c=L/tail length; V = Anterior end-vulva length/L x 100; T=Distance from cloaca to anterior-
most part of testis/L x100.

Q = Hembras, & = Machos / @ = Females, & = Males

Y- =No aplica, * = Valor no disponible en literatura. / Y- = Not applicable, * = Value not available in literature.
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Figura 3. Amplificacién de la region ITS1-5.8S-ITS2 del rDNA de D. dipsaci detectado en alfalfa. M: marcador molecular de
100 pb; 1-6: amplificado a partir de extraccion individual de DNA de D. dipsaci; 7'y 8: controles negativos (agua
estéril grado biologia molecular); 9 y 10: controles positivos de D. dipsaci (ajo) amplificando en un fragmento de
750 pb.

Figure 3. Amplification of rDNA ITS1-5.8S-ITS2 region of D. dipsaci found in alfalfa. M: 100 bp molecular marker; 1-6:
amplified from the individual DNA extraction of D. dipsaci; 7 and 8: negative controls (molecular biology grade
sterile water); 9 and 10: positive controls for D. dipsaci (garlic) amplifying a fragment of 750 bp.

Figura 4. Amplificacion de segmentos de expansion D2 y D3 del gen 28S del rDNA. M: marcador molecular de 100 pb; 1-6:
amplificado a partir de extraccion individual de DNA de D. dipsaci; 7 y 8: controles negativos (agua estéril grado
biologia molecular); 9 y 10: controles positivos de D. dipsaci (ajo) amplificando en un fragmento de 800 pb.

Figure 4. Amplification of D2-D3 expansion segments of 28S gene. M: 100 bp molecular marker; 1-6: amplified from the
invidivual DNA extraction of D. dipsaci; 7 and 8: negative controls (molecular biology grade sterile water); 9 and
10: positive controls for D. dipsaci (garlic) amplifying a fragment of 800 bp.

patron de digestion coincide con el presentado por the GenBank displayed a 99% homology (£=0.0)

el nematodo de los bulbos D. dipsaci en ajo para with D. dipsaci sequences from different hosts and
ambas enzimas (Subbotin et al., 2003; Vovlas et areas.
al., 2011) sin embargo, el patron de digestion del The topology of the phylogenetic tree obtained
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Figura 5. Digestion enzimatica de la regién ITS1-5.8S-1TS2 del rDNA con la enzima Rsal. M: marcador molecular de 50 pb;
1y 12: Producto de PCR sin digerir; 2-4, 6-8: Patron de restriccion 335, 280, 200 y 132 pb, de D. dipsaci en alfalfa.
5,10y 11: Control positivo de D. dipsaci (ajo) patréon de restriccion 335, 280 y 132 pb: 9: marcador molecular 100 pb.

Figure 5. Enzymatic digestion of ITS1-5.8S-ITS2 region of the rDNA with the enzyme Rsal. M: 50 bp molecular marker;
1 and 12: Undigested PCR product; 2-4, 6-8: Restriction pattern 335, 280, 200 and 132 bp of D. dipsaci in alfalfa.

5, 10 and 11: Positive control of D. dipsaci (garlic) restriction pattern 335, 280 and 132 bp: 9: 100 bp molecular
marker.

Figura 6. Digestion enzimatica de la region ITS1-5.8S-ITS2 del rDNA con la enzima Hinfl. M: marcador molecular de 50
pb; 1y 12: Producto PCR sin digerir; 2-8: Patron de restriccion 400 y 300 pb, 9: marcador molecular 100 pb. 10
y 11: Patron de restriccion de D. dipsaci s.s.(ajo) de 400 y 300 pb.

Figure 6. Enzymatic digestion of ITS1-5.8S-ITS2 region of rDNA with the enzyme Hinfl. M: 50 bp molecular marker; 1
and 12: Undigested PCR product; 2-8: Restriction pattern 400 and 300 bp, 9: 100 bp molecular marker. 10 and
11: Restriction pattern for D. dipsaci s.s.(garlic) of 400 and 300 bp.

nematodo D. dipsaci detectado en alfalfa con la en- with marker ITS1-5.8S-ITS2 positioned D.
zima Rsal mostré un fragmento adicional de 200 dipsaci in two large groups, based on karyotypic
pb (Figura 5). Este fragmento de 200 pb indicé la differences: the diploid and the polyploid. The

. 390
PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2017



FuLry BILINGUAL

REvisTA MExicaNA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

diferenciacion de la poblacion del nematodo detec-
tado en alfalfa respecto a la poblacion que afecta
ajo.

Analisis filogenético. La busqueda de homologia
por BLAST de las secuencias mexicanas de D. dip-
saci detectadas en alfalfa con secuencias del NBCI
de ambos marcadores del rDNA previamente de-
positadas en el GenBank mostraron un 99% de ho-
mologia (E=0.0) con secuencias de D. dipsaci de
diferentes hospederos y regiones.

La topologia del arbol filogenético obtenido con
el marcador ITS1-5.8S-ITS2, posicion6 a D. dip-
saci en dos grandes grupos basados en diferencias
cariotipicas: el diploide y el poliploide. La pobla-
cion mexicana de D. dipsaci en alfalfa, se agrupo
en el clado sensu stricto diploide de D. dipsaci (Fi-
gura 7) donde se observa una baja diversidad ha-
plotipica y poca variacion intraespecifica. Si bien
las poblaciones mexicanas se agrupan en un clado
bien definido, es evidente la presencia de haploti-
pos diferentes de D. dipsaci en alfalfa. En este cla-
do se ubican casi todas las razas fisiologicas de D.
dipsaci basadas en los hospedantes que afecta. Un
agrupamiento parecido fue observado con el mar-
cador D2-D3 del gen 28S en ambos marcadores
(Figura 8). Esta topologia es similar a la reportada
para miembros de la familia Anguinidae utilizando
diferentes marcadores del rDNA (Subbotin et al.,
2003; Subbotin et al., 2005; Castillo et al., 2007;
Jeszke et al., 2014; Qiao et al., 2016).

CONCLUSIONES

En México, D. dipsaci afecta ajo y cebolla en
las principales zonas productoras de estas aliaceas
(Tenente, 1996; SENASICA, 2013). Estudios rea-
lizados con hospederos diferenciales para la deter-
minacion de razas, afirman que tales poblaciones

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2017

Mexican population of D. dipsaci in alfalfa was
grouped in the clade sensu stricto D. dipsaci diploid
(Figure 7), which shows a low haplotype diversity
and little intraspecific variation. Although Mexican
populations are grouped in a well-defined clade,
the presence of different D. dipsaci haplotypes in
alfalfa is evident. This clade get together almost all
the physiological races of D. dipsaci based on the
hosts affected. A similar grouping was observed
with marker D2-D3 of the gene 28S (Figure
8). This topology is similar to that reported for
members of the Anguinidae family using different
rDNA markers (Subbotin et al., 2003; Subbotin et
al., 2005; Castillo et al., 2007; Jeszke et al., 2014,
Qiao et al., 2016).

CONCLUSIONS

In Mexico, D. dipsaci affects garlic and onion
plants in the main geographic areas that produce
these alliacous crops (Tenente, 1996; SENASICA,
2013). Studies carried out on differential hosts
for the determination of races, claim that such
correspond to the “garlic race” (Aguilera, 1994).
The pathogenic variability of D. dipsaci manifested
in several races is well-known based on the host
it affects, and therefore, based on the host and the
PCR-RFLP restriction pattern obtained with the
endonuclease Rsal, it is posible to indicate that the
foliar nematode D. dipsaci found in this host could
be the “alfalfa race,” since this race only affects,
and reproduces in Medicago sativa plants (Webster,
1967; Sturhan and Brzesky, 1991; Riggs, 1991).
It is necessary to carry out studies of differential
hosts in the populations that affect alfalfa and use
genomic tools as high throughput sequencing (Next
Generation Sequencing) to obtain useful molecular
markers for the differentiation of the D. dipsaci
races in Mexico.
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AY574294 D, dipsaci (Zeamays, Alemania)
- AY 574293 D. dipsaci (Avena sativa, Alemania)
|- AF396320 1. dipsred (Medicogo sativa, Estonin)
AYST4291 D. dipsact (Plilax drummoendii, Alemanin)
AYST4298 D, dipsaci (Allium sativim, Tseael)
AYS5T4297 D. dipsaci (Medicogo sativa, Alemania)
AYS74292 D). dipsaei (Digitalis hutear, Alemanin)
AYS574290 D. dipsact (Allium cepa, Tinlin)
(1 0452957 . dipsaci (Cichorinm intinbus, Eslovenin)
AYT03065 D. dipsaci (Alliwm cepa, Turquia)
469496 . dipsaci (Plantago lanceolata, Bulgaria)
Q520932 D. dipsaci (Alliwm satfvum, Espafia)
KC923221 D. dipsaci (Phlox spp., Polonia)
DIQ452958 D. dipsaci (Medicago sativa, Eslovaquia)
KC923218 . dipsaci (Allium cepa, Polomia)
KC923220 . dipsaci (Allium cepa, Polonia)
= GQU69493 D, dipsaci (Beta vulgaris, Alemania)
— KY348764 D. dipsaci (Medicago sativa, Jalisco, México)
AY574299 D. dipsact (Beta vulgaris, Alemania)
Emn dipsaci {Medicago sative, Jalisco, México)
KY348762 I. dipsaci (Medicago sativa, Jalisco, México)
62 _FAY5T4300 D. dipsaci (Trifolinm pratense, Estonia)
AY574301 D, dipsaci (Plantago lanceolata, Bulgaria)
- AF396319 D. dipsaci (Trifolinm pratense, Estonia)
KC923222 D, dipsaci (Phlox spp., Polonia)
— JN3T60T0 L. dipsact (Cichorium envidia, Polonia)
g3 AF396323 Ditylenchus spp. (Vicia faba, Mﬂ:umﬂ}
B

-3
1

Y574286 Diylenchus spp. (Vicia faba, Siria)
AYS74284 Ditvienchns spp. (Vicia faba, Inglaterra)
AF396322 Dhinplenchus weischeri (Cirsium sefosum, Rusia) C

81

AY 574303 Dindenchues spp. (Crepis proemorsa, Estonia) E

AY574302 Ditylenchus spp. (Piloselia officmarum, Estonia) F
AY 574287 Ditylenchus spp. (Plantago maritima, Alemania)

_m{awsmss Ditylenchues spp. (Planiago maritinma, Alemania)

AYSTA305 Dindenchns spp. (Pilosella coespitoss, Ucranin) D >
AY574304 Dinvlemchins spp. (Pilosella offfcinarsu, Ucrania)

Grupo sensn stricio
(Diploide)

Grupo tipo giganic
(Poliploide)

0.06

EF208213 D). destruictor (Rusia)

Figura 7. Reconstruccion filogenética bayesiana de secuencias de la regién ITS1-5.8S-ITS2 de la poblacién mexicana de D.
dipsaci detectado en alfalfa. Arbol consenso de probabilidades superiores al 50% generados a partir del modelo
complejo: HKY + G, con otras secuencias de anguinidos depositadas en el GenBank. Valores de soporte son indi-

cados en cada una de los clados.

Figure 7. Bayesian phylogenetic reconstruction of ITS1-5.8S-ITS2 region sequences from Mexican population of D. dipsaci
found in alfalfa. Superior probability consensus tree 50% generated from the complex model: HKY + G, with
other anguinid sequences deposited in GenBank. Support values are indicated in each one of the clades.

corresponden a la “raza ajo” (Aguilera, 1994). Es
conocida la gran variabilidad patogénica de D. dip-
saci manifestada en varias razas en base al hospe-
dero que afecta por ello, con base al hospedante y
al patron de restriccion PCR-RFLP obtenido con la
endonucleasa Rsal se puede indicar que el nemato-
do foliar D. dipsaci detectado en este hospedante
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~ KY348765 D. dipsaci (Medicago sativa, Julisco, México)

- JF327760 D. dipsaci {Allium sativum, Yemen)

@ TX123259 1. dipsaci (Allium sativam, Fstados Unidos de América)

FIT07362 D. dipsaci (Allium sattviom, Repiblica Checa)

= JF327764 D. dipsaci (Tulipan spp., Holanda)

L— 1219221 D. dipsaci (Alliwm cepa, Rusia)

- JF327761 D. dipsaci (Allivn sativum, Yemen)
Q219223 D. dipsaci (Allium cepa, Espaia)

+ HQ219222 D, dipsaci (Fragaria x ananassa, Rusia)
L. 15327763 D, dipsaci (Tulipan spp., Holanda)

b KC310735 D, dipsaci (Allium sattvim)

= HQ219219 D. dipsaci (Fragaria x ananaxsa, [talia)
| HQ219224 D, dipsaci (Vicia faba, ltalia)

L HQ219218 D, dipsaci (Vicia faba, ltalia)

L HQ219220 D. dipsaci (Piswm siativam, Italia)

L 1Q219226 D. dipsaci (Alliwm cepa, Rusia)

— HQ219225 D. dipsaci (Allinm sativem, Espaila)
— FI707361 D. dipsaci (Tulipan spp., Holanda)

L IF327759 . dipsaci (Allium sativam, Yemen)

L JF327762 D. dipsaci (Tulipan spp., Holanda)

— JF327765 D. dipsaci (Tulipan spp., Holanda)

= JET07360 D, dipsaci (Cichorium intybus, Eslovenia)

 JF707363 D. dipsaci (Medicago sativa, Canada)
KC310734 D. gigas (Vicia faba, Irin)

871 140219217 D. gigas (Vicia fuba, lialin)
HQ219216 D, gigas (Vicia faba, lalia)

HQ219215 D. gigas (Vieia faba, Espafia)

KF334514 D. destructor

0.03

Figura 8. Reconstruccion filogenética bayesiana de secuencias de los segmentos de expansion D2-D3 del gen 28S de la pobla-

Figure 8.

podria tratarse de la “raza alfalfa” debido a que esta

raza Unicamente afecta y se reproduce en plantas
de Medicago sativa (Webster, 1967; Sturhan y Br-
zesky, 1991; Riggs, 1991). Es necesario realizar
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cion mexicana de D. dipsaci detectado en alfalfa. Arbol consenso de probabilidades superiores al 50% generados
a partir del modelo complejo: HKY + G, con otras secuencias de anguinidos depositadas en el GenBank. Valores
de soporte son indicados en cada una de los clados.
Bayesian phylogenetic reconstruction of D2-D3 expansion segments of 28S gene sequences from Mexican popula-
tion of D. dipsaci found in alfalfa. Superior probability consensus tree 50% generated from the complex model:
HKY + G, with other anguinid sequences deposited in GenBank. Support values are indicated in each one of the

estudios de hospedantes diferenciales de la pobla-
cion que afecta alfalfa y hacer uso de herramientas
gendmicas como tecnologias de secuenciacion de
masiva (Next Generation Sequencing) para obtener
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marcadores moleculares que sean de utilidad para
la diferenciacion de las razas de D. dipsaci presen-
tes en nuestro pais.
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Resumen. México es uno de los principales pro-
ductores de papaya a nivel mundial; sin embargo,
la produccién es afectada por enfermedades fun-
gosas, siendo la pudricién blanda de frutos una
causa de pérdidas en precosecha y en poscosecha.
La enfermedad es comun; sin embargo, la informa-
cion acerca de los agentes causales es escasa. El
objetivo de este trabajo fue identificar a los hongos
mucorales causantes de pudricion blanda mediante
caracterizacion morfologica y molecular. Se reco-
lectaron frutos enfermos durante el periodo mayo-
octubre de 2014 en Colima, Veracruz y Oaxaca. Se
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Abstract. México is one of the main papaya
producers worldwide; however, yield is affected
by fungal diseases such as the fruit soft rot,
which causes preharvest and postharvest losses.
Although it is a common disease, information
related to the identification of the causal agents is
scarce. The objective in this study was to identify
by morphological and molecular techniques the
species of mucoralean fungi responsibles of papaya
soft rot. Diseased fruits were collected during May-
October 2014 in production regions in Colima,
Veracruz, and Oaxaca. Mucoralean fungi were
isolated, their pathogenicity was determined by
the Koch’s postulates and fungal structures were
registered. The molecular characterization was
conducted by analyzing the ITS and 28S (LSU)
ribosomal regions. The identification was confirmed
by comparison with sequences deposited in the
Genbank and by phylogenetic analysis. The strains
isolated in this study were placed in monophyletic
clades supporting to Gilbertella persicaria detected
in the three states sampled, Mucor irregularis in
Veracruz, and Rhizopus oryzae in Oaxaca as the
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aislaron hongos mucorales, se determiné la patoge-
nicidad con los postulados de Koch y se registra-
ron datos de estructuras fingicas. La caracteriza-
cion molecular se realizé mediante analisis de las
regiones ITS1-5.8S-ITS2 y 28S (LSU) ribosomal.
La identificacion de las especies se confirmé por
comparacion con secuencias del Genbank y anali-
sis filogenético. Las cepas aisladas en este estudio
se ubicaron en clados monofiléticos soportando a
las especies Gilbertella persicaria que se encontrd
en los tres estados muestreados, Mucor irregularis
en Veracruz y Rhizopus oryzae en Oaxaca, como
los agentes causales de pudricion blanda en papa-
ya. Este es el primer reporte de M. irregularis y
R. oryzae afectando frutos de papaya en México.
Aunque G. persicaria ya se ha reportado causando
enfermedad en Colima, aqui se demuestra su distri-
bucion en Oaxaca y Veracruz.

Palabras clave: Gilbertella persicaria, Mucor
irregularis, Rhizopus oryzae, esporangios.

INTRODUCCION

México produce aproximadamente 764,514 t
de papaya (Carica papaya L.) al ano (FAO, 2014).
Debido a su volumen de produccion y generacion
de recursos, es importante en mercado nacional e
internacional; sin embargo, los frutos de papaya
muestran susceptibilidad a distintos microorganis-
mos entre los que destacan los hongos, los cuales
ocasionan pérdidas entre 10 al 50% debido a da-
fios en la calidad (Morton, 1987; Suarez-Quiroz et
al., 2013). Dentro de los hongos mucorales repor-
tados como fitopatdogenos importantes se encuen-
tran Gilbertella persicaria, Mucor spp.y Rhizopus
spp. (Hyde et al., 2014), incluidos en las familias
Choanephoraceae, Mucoraceae y Rhizopodaceae,
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causal agents of papaya soft rot. This is the first
report of M. irregularis and R. oryzae affecting
papaya fruit in Mexico. Although G. persicaria has
been reported in Colima State, this study shows its
presence in Oaxaca and Veracruz States.

Mucor

Key words: Gilbertella persicaria,

irregularis, Rhizopus oryzae, sporangia.

INTRODUCTION

Every year, Mexico produces approximately
764,514 t of papaya (Carica papaya L.) (FAO,
2014). Due to its production volume and creation
of income, it is important in the national and
international markets; however, papaya fruits are
susceptible to different microorganisms, some
of the most important of which are fungi, which
cause losses of 10 up to 50% due to quality losses
(Morton, 1987; Suarez-Quiroz et al., 2013). Some
of the mucoralean fungi reported as important plant
pathogens include Gilbertella persicaria, Mucor
spp., and Rhizopus spp. (Hyde et al.,2014), included
in the families Choanephoraceae, Mucoraceae,
and Rhizopodaceae, respectively, which cause soft
rot in fruits such as pears, apples, and peaches, and
vegetables such as tomatoes. They spread quickly
and have been widely reported in areas with
tropical and subtropical climates (Michailides and
Spotts, 1990).

Mucorales are mainly saprophytic fungi that
live on the soil and decomposing plants. Mucor
spp. are considered a polyphyletic group, and it is
therefore necessary to carry out studies in several
conserved regions of the genome for its correct
identification (Hyde et al., 2014; Walther et al.,
2013). Gilbertella persicaria is the only species
in its genus (Benny, 1991; Walther et al., 2013;
Hoffmann et al., 2013) and it shows a high degree
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respectivamente, los cuales ocasionan pudricion
blanda de frutas como pera, manzana y durazno,
y hortalizas como el tomate, son de rapida propa-
gacion y se han reportado ampliamente en zonas
con climas tropicales y subtropicales (Michailides
y Spotts, 1990).

Los mucorales son principalmente hongos
saprofiticos que habitan suelo y en plantas en des-
composicion. Mucor spp. se consideran un grupo
polifilético, por lo que es necesario realizar estu-
dios en multiples regiones conservadas del genoma
para su correcta identificacion (Hyde ef al., 2014;
Walther et al., 2013). Gilbertella persicaria es la
unica especie de su género (Benny, 1991; Walther
et al., 2013; Hoffmann et al., 2013) y muestra un
elevado grado de polimorfismo a nivel de morfo-
logia colonial y tasa de desarrollo micelial (Papp
et al., 2001). Dentro de Rhizopus, destacan las es-
pecies R. oryzae (syn. R. arrhizus) y R. stolonifer
debido al gran namero de casos reportados (Hyde
etal., 2014).

En Meéxico, los hongos mucorales ocasionan
pudricién blanda de frutos de papaya en precose-
cha y poscosecha por lo que afectan el rendimien-
to y la calidad de los frutos en porcentajes aun no
estimados. Recientemente, G. persicaria se repor-
to afectando frutos en el estado de Colima (Cruz-
Lachica et al., 2016); sin embargo, los estudios de
identificacion de estas especies son escasos y estan
basados en caracteristicas morfologicas del micro-
organismo y en sintomas de la enfermedad (Sua-
rez-Quiroz et al., 2013), lo cual en estas especies
es altamente susceptible a errores (Ginting et al.,
1996). El objetivo de este estudio fue identificar las
especies de hongos mucorales causantes de pudri-
cion blanda en frutos de papaya mediante una iden-
tificacion que incluyd caracterizacion morfoldgica
y molecular.
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of polymorphism in terms of colonial morphology
and mycelial development rate (Papp et al., 2001).
Within Rhizopus, the species that stand out are R.
oryzae (syn. R. arrhizus) and R. stolonifer due to
the large number of cases reported (Hyde et al.,
2014).

In Mexico, mucoralean fungi cause soft rot
in papaya fruits in preharvest and postharvest,
and therefore affect fruit yield and quality in yet
uncalculated percentages. Recently, G. persicaria
was reported to be affecting fruits in the state of
Colima (Cruz-Lachica et al., 2016); however, the
identification studies of these species are scarce
and are based on the morphological characteristics
of the microorganisms and in symptoms of the
disease (Suarez-Quiroz et al., 2013), which,
in these species, is highly susceptible to errors
(Ginting et al., 1996). The aim of this study was
to identify the species of mucoralean fungi that
cause soft rot in papaya fruits by an identification
process that included morphological and molecular
characterization.

MATERIALS AND METHODS

Sample collection

The collection of fruits with symptoms of
soft rot (Figure 1A) was carried out based on its
incidence on cv. Maradol papaya orchards during
different sample collections in 2014: two in
Tecoman, Colima in May and August in the orchard
El Trébol (18°53°04.9” N, 103°56°33.7” O), one
in October in Oaxaca in the town of San José Rio
Verde Jamiltepec (16° 08’ 12 N, 97° 45° 11 O),
and two more carried out in October in Veracruz,
in the El Diamante orchard in Cotaxtla (18°52°25”
N, 96° 12° 2°* O) and in Tlalixcoyan (21° 50’ 3" N,
96° 10’35 O).
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MATERIALES Y METODOS
Recoleccion de muestras

La recoleccion de frutos con sintomas de pudri-
cion blanda (Figura 1A) se realizd con base en su
incidencia en huertos de papaya cv. Maradol, du-
rante diferentes muestreos en 2014: dos en Teco-
man, Colima durante mayo y agosto, en el huerto
El Trébol (18°53°04.9” N, 103° 56’ 33.7” O); uno
realizado en octubre en Oaxaca en la localidad de
San José Rio Verde Jamiltepec (16° 08* 12 N, 97°

Isolation, purification, and conservation of
mucoralean fungi

For each fruit with symptoms, the area with
lesions was divided into quadrants and a section
was taken from the edge, (approximately 0.5 cm
of tissue from each section) and were washed
with ethyl alcohol at 70% for 1 min, followed
by a later wash with distilled water. They were
then placed in plates with PDA (Potato Dextrose
Agar, Bioxon) and incubated at 27 °C. They were
purified by transferring hyphal tips onto new PDA

Figura 1. Patogenicidad de cepas de mucorales en frutos de papaya Maradol. (A) Fruto con signos y sintomas en campo (B 'y
G) Fruto control asperjado con agua destilada estéril sin sintomas, (C) Fruto con esporangios color café oscuro de
Gilbertella persicaria morfotipo 1, (D) Fruto con esporangios de color gris a negro de Gilbertella persicaria morfoti-
po 2, (E) Fruto con esporangios café claro de Mucor irregularis, (F) Fruto con esporangios gris a negro de Rhizopus
oryzae'y, (H) Corte longitudinal de un fruto con visible pudriciéon blanda interna y desprendimiento de tejidos por

accion enzimatica.

Figure 1. Pathogenicity of mucoralean strains in Maradol papaya fruits. (A) Fruit with signs and symptoms in field, (B and
G) Control fruit sprayed with distilled water without symptoms, (C) Fruit with dark-brown colored morphotype
1 Gilbertella persicaria sporangia, (D) Fruit with gray to black-colored morphotype 2 Gilbertella persicaria sporan-
gia, (E) Fruit with light brown-colored Mucor irregularis sporangia, (F) Fruit with gray to brown colored Rhizopus
oryzae sporangia, and (H) Cross section of a fruit with visible internal soft rot and detachment of tissues due to

enzymatic action.
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45’ 117 O), y dos mas realizados durante octubre
en Veracruz, en el huerto El Diamante en Cotaxtla
(18° 527 25” N, 96° 12’ 2” O) y en Tlalixcoyan
(21°50°3” N, 96° 10’ 35 O).

Aislamiento, purificacion y preservacion de
hongos mucorales

De cada fruto con sintomas, se dividio el area
de las lesiones en cuadrantes y se tomo6 un trozo del
borde de aproximadamente 0.5 cm de tejido por sec-
cion y se lavaron con alcohol etilico al 70% durante
1 min, con un lavado posterior con agua destilada;
después, se sembraron en placas con PDA (Agar
Papa Dextrosa, Bioxon) y se incubaron a 27 °C. La
purificacion se realizé por transferencia de puntas
de hifas a nuevas placas de PDA y posteriormente
se obtuvieron cultivos monosporicos (Chukwuka et
al., 2010; Suarez-Quiroz et al., 2013). Los aislados
se preservaron en tubos de vidrio con agua destila-
da estéril, para lo cual, se colocaron 20 discos de
6 mm de micelio en crecimiento activo en medio
PDA de cultivos de 5 dias de desarrollo, se sello la
tapa con parafilm y se colocaron a 4 °C (Ryan et
al.,2012).

Prueba de patogenicidad

Los postulados de Koch para los aislados selec-
cionados se efectuaron en frutos sanos de papaya
cv. Maradol en estado de madurez comercial; ini-
cialmente, los frutos se desinfestaron con alcohol
etilico al 70% y después se lavaron con agua des-
tilada. Cada aislado se inoculd en 3 frutos, selec-
cionado tres sitios de inoculaciéon por cada uno, en
donde se realizaron heridas con una aguja estéril y
se inocularon por aspersidén con una suspension de
esporangiosporas a una concentracion de 5 x 10°
esporangiosporas/mL; adicionalmente, se inclu-
yeron 3 frutos sanos sin heridas y asperjados con
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plates and monosporic cultures were then obtained
(Chukwuka et al., 2010; Suarez-Quiroz et al.,
2013). The isolates were preserved in glass tubes
with sterile distilled water, and for this 20 discs of
6 mm diameter of mycelium in active growth were
placed in a PDA medium from 5-day old cultures.
The lid was sealed with parafilm, and they were
placed at 4 °C (Ryan et al., 2012).

Pathogenicity test

Koch’s postulates for selected isolates were
carried out on healthy cv. Maradol papaya fruits
in a comercially ripe state; initially, the fruits
were disinfested with ethyl alcohol at 70% and
then washed with distilled water. Each isolate was
inoculated in 3 fruits, selecting three inoculation
sites for each one, where incisions were made using
asterile needle and they were inoculated by spraying
a sporangiospore solution at a concentration of 5
x 10° sporangiospores/mL. In addition, 3 healthy
fruits were included, all free of lesions and sprayed
with the same sporangiospore solution and 3 control
fruits, on which lesions were made and which were
sprayed with sterile distilled water only. All fruits
were placed in polyethylene bags (three fruits per
bag), with paper towels dampened with sterile
distilled water to produce a relative humidity of
about 80%, and they were incubated at 25 °C for
5 days. Finally, the fungus was reisolated from
the lesions and the morpological characteristics
were confirmed with the fungus inoculated at the
beginning of the experiment (Beales, 2012).

Morphological Characterization.
The macroscopic and microscopic cultural
characteristics of the isolates grown in PDA were

recorded. For this purpose, preparations were
made and stained with lactophenol blue-cotton,
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la misma concentracion de esporangiosporas y 3
frutos control, los cuales fueron heridos y se as-
perjaron solo con agua destilada estéril. Todos los
frutos se colocaron dentro de bolsas de polietileno
(tres frutos por bolsa), con toallas absorbentes hu-
medecidas con agua destilada estéril para generar
aproximadamente 80% de humedad relativa y se
incubaron a 25 °C durante 5 dias. Finalmente, el
hongo se reaislo de las lesiones y las caracteristicas
morfologicas se confirmaron con el hongo inocula-
do al inicio del experimento (Beales, 2012).

Caracterizacion morfolégica

Se registraron las caracteristicas culturales ma-
croscOpicas y microscopicas de los aislados cre-
cidos en PDA; para lo cual se realizaron prepara-
ciones tefiidas con azul de lactofenol-algodon y se
observaron en un microscopio 6ptico (Carl Zeiss
Imager A2, Alemania). Los apéndices de esporan-
giosporas y espinas de esporangios se observaron
en un microscopio de contraste de interferencia di-
ferencial (Leica DMI 6000 B, Alemania) acoplado
con una camara (Leica DFC450C). Se registro la
medida de 100 estructuras morfologicas, las cua-
les incluyeron: didmetro y patrén de ramificacion
de esporangioforo, tamafio y forma de esporangios
y esporangiosporas, columela y clamidosporas, ta-
mafio y presencia/ausencia de apéndices, asi como
el tipo de micelio (Campbell et al., 2013).

Tasa de desarrollo micelial

En el centro de cajas petri de 90 mm de diame-
tro con medio PDA, se coloco un disco de 6 mm
proveniente del margen de colonias fungicas de los
aislados crecidos durante 3 dias en PDA, y se in-
cubaron a 4, 10, 15, 25 y 40 °C. El diametro de la
colonia se registrd diariamente hasta que cubrid la
totalidad de la placa, posteriormente, se efectlio la
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and observed under an optic microscope (Carl
Zeiss Imager A2, Germany). The appendages
of sporangiospores and sporangial spines were
observed using a differential interference contrast
microscope (Leica DMI 6000 B, Alemania)
connected to a camera (Leica DFC450C). The
measurement of 100 morphological structures
was recorded, and included the diameter and
branching pattern of sporangiophores, columellae
and chlamydospores, size and presence/absence
of appendages, as well as the type of mycellium
(Campbell et al., 2013).

Mycelial development rate

In the center of petri dishes, 90 mm in diameter
and containing PDA, a 6 mm disc was placed,
taken from the edge of fungal cultures of the
isolates grown for 3 days in PDA, and they were
incubated at 4, 10, 15, 25, and 40°C. The diameter
of the culture was recorded on a daily basis until it
covered the entire plate. Later, a relation was made
between the diameter and the number of days of the
test (Michailides, 1991).

Molecular Characterization

Extraction of DNA, amplification with PCR
and sequencing. Each isolate’s mycelium was
produced in a PDA medium for two days at 27 °C;
later, it was collected with a sterilized slide and the
genomic DNA was extracted according to the CTAB
(cetyltrimethylammonium  bromide)  method,
following the procedure described by Voigt et al.
(1999) with slight modifications: briefly, 30 mg of
mycelia were placed in 1.5 mL microcentrifuge
tubes and 700 pL of CTAB buffer solution were
added [100 mM Tris-Cl (pH 8.0), 1.4 M NaCl,
25 mM of EDTA, 2% CTAB], it was macerated
and placed in a vortex for 10 s. Next, 700 uL of
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relacion del diametro con el numero de dias de la
prueba (Michailides, 1991).

Caracterizacion molecular

Extraccion de ADN, amplificacion por PCR y se-
cuenciacion. El micelio de cada aislado se produjo
en medio PDA durante dos dias a 27 °C; posterior-
mente, se colectd con un portaobjetos estéril y el
ADN gendmico se extrajo de acuerdo al método de
bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) siguiendo
el protocolo descrito por Voigt et al. (1999) con li-
geras modificaciones: brevemente, se colocd 30 mg
de micelio en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL
y se agregd 700 uL de solucion amortiguadora
CTAB [100 mM Tris-Cl (pH 8.0), 1.4 M NaCl,
25 mM de EDTA, 2% CTAB], se macero y se co-
locd en vortex por 10 s; posteriormente, se agrego
700 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1)
(Sigma-Aldrich) por tubo, se someti6 a vortex por
10 s y se centrifugd a 12,300 x g durante 10 min.
Se recuper6 una porcion de 500 pL de la fase su-
perior y se coloco en un nuevo tubo; se agrego una
cantidad igual de isopropanol (Sigma-Aldrich) a
-20 °C, y se mezcld suavemente; posteriormente,
se centrifugo6 de nuevo a 12,300 x g durante 2 min y
se descarto el sobrenadante. La pastilla de ADN se
lavo con 500 pL de etanol al 70%, se centrifugo a
12,300 x g durante 2 min. Se descarto el etanol y se
permitio su evaporacion por completo. Finalmente,
la pastilla se resuspendié en 200 pL de solucion
amortiguadora Tris EDTA [10 mM Tris-Cl (pH
8.0), | mM EDTA (pH 8.0)].

La amplificacion se realizd de acuerdo con
Walther et al. (2013), en el cual el ADN ribosomal,
incluyendo la region completa ITS1-5.8S-ITS2 y la
region D1/D2 de la subunidad 28S (LSU), se am-
plificaron con el par de oligonucleétidos VOG (5°-
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choloform-isoamylic alcohol was added (24:1)
(Sigma-Aldrich) per tube; it was vortexed for 10 s
and centrifuged at 12,300 x g for 10 min. A 500 pL
portion of the top section was recovered and placed
in a new tube; the same amount of isopropanol
(Sigma-Aldrich) was added at -20 °C, and mixed
softly. Later, it was centrifuged again at 12,300 x g
for 2 min and the supernatant was discarded. The
DNA pellet was washed with 500 pL of ethanol
at 70%, centrifuged at 12,300 x g for 2 min. The
ethanol was discarded and allowed to evaporate
completely. Finally, the pellet was resuspended in
200 puL of Tris EDTA buffer solution [10 mM Tris-
Cl (pH 8.0), 1 mM EDTA (pH 8.0)].

Amplification was carried out in accordance
with Walther et al. (2013), where ribosomal DNA,
including the complete region of ITS1-5.8S-ITS2
and the region D1/D2 of the subunit 28S (LSU)
were amplified with the pair of oligonucleotides
VoG  (5’- TTACGTCCCTGCCCTTTGTA-
3’) (de Hoog y van den Ende, 1998), and LR3
(5’-GGTCCGTGTTTCAAGAC- 3°) (Vilgalys
and Hester, 1990). The mixture of the PCR
reaction (25 pl), included 20 ng of ADN, 0.4 uM
of each oligonucleotide, 0.185 mM of each
deoxynucleotide triphosphate (dATP, dTTP, dGTP,
dCTP), 5X reaction buffer, 1.5 mM of MgCl, and
0.8 U of the enzyme Taq ADN polymerase using the
kit GoTaq® PCR Core Systems (Promega, USA).
The amplification reaction was carried out in a
BioRad T100™ (Singapore) thermocycler, with the
following cycles: an initial step of denaturalization
for 5 min at 94 °C, followed by 35 one minute
cycles at 94 °C, 1 min at 53 °C, and 2 min at 72 °C,
with a final extension of 7 min at 72 °C. To observe
the bands of the amplified DNA products, the
products were run in agarose gel at 0.8%, stained
with ethidium bromide. The estimation of the
molecular weights of the amplified products was
carried out by comparison with a 1 Kb molecular
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TTACGTCCCTGCCCTTTGTA- 3°) (de Hoog y
van den Ende, 1998) y LR3 (5’-GGTCCGTGTTT-
CAAGAC- 3”) (Vilgalys y Hester, 1990). La mez-
cla de reaccion de PCR (25 pl), incluy6 20 ng de
ADN, 0.4 uM de cada oligonucleotido, 0.185 mM
de cada deoxinucleotido trifosfato (dATP, dTTP,
dGTP, dCTP), 5X amortiguador de reaccion, 1.5 mM
de MgCl, y 0.8 U de la enzima Taqg ADN polime-
rasa utilizando el kit GoTaq® PCR Core Systems
(Promega, USA). La reaccién de amplificacion se
realizo en un termociclador marca BioRad T100™
(Singapur), con los siguientes ciclos: un paso de
desnaturalizacion inicial de 5 min a 94 °C, seguido
por 35 ciclos de 1 mina 94 °C, l min a 53 °Cy
2 min a 72 °C, con una extension final de 7 min a
72 °C. Para visualizar las bandas de los productos
de ADN amplificados, los productos se corrieron
en gel de agarosa al 0.8%, tefiido con bromuro de
etidio. La estimacion de los pesos moleculares de
los productos amplificados se realizé por compara-
cion con un marcador molecular de 1 Kb (Promega,
USA); posteriormente, la visualizacion de los pro-
ductos amplificados se realizé en un fotodocumen-
tador Molecular Imager® Gel Doc™ XR+ (BioRad,
USA).

La purificacion de los productos de PCR se rea-
lizd con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega, USA) siguiendo las indicacio-
nes del fabricante. La secuenciacion se llevo a cabo
en el Laboratorio Nacional de Genomica para la
Biodiversidad, CINVESTAV unidad Irapuato, uti-
lizando para la region ITS, los oligonucleotidos
ITST (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e
ITS4 (5TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)(Whi-
te et al.,1990), y para la regiéon D1/D2 28S (LSU)
los oligonucledtidos NL1 (5-GCATATCAATA-
AGCGGAGGAAAAG- 3’) (O’Donnell, 1993) y
LR3 (Vilgalys y Hester, 1990), el proceso de se-
cuenciacion se realizo para ambos sentidos del am-
plicon.

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2017

marker (Promega, USA). Afterwards, the amplified
products were viewed using a Molecular Imager®
Gel Doc™ XR+ photodocumenter (BioRad, USA).
PCR products were purified using the Wizard®
SV Gel kit and the PCR Clean-Up System
(Promega, USA) following the manufaturer’s
instructions. Sequencing was carried out in the
National Genomics Laboratory for Biodiversity,
CINVESTAV Irapuato, using oligonucleotides
ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’)
and ITS4 (5S’TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)
(White et al.,1990) for the ITS region, and for
region D1/D2 28S (LSU), oligonucleotides NLI
(5'-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG- 37)
(O’Donnell, 1993) and LR3 (Vilgalys and Hester,
1990); the sequencing process was carried out for
both directions of the amplicon.

Phylogenetic analysis of the sequences.

The sequences were edited using the program
Bioedit Sequence Alignment Editor, version
7.2.5. (Hall, 1999). The alignment was carried out
using the program ClustalW, and the consensus
sequences obtained were compared with the basic
local alignment search tool BLASTN of the NCBI
(National Center for Biotechnology Information).
The perform the evolutionary analyses, the
sequences obtained were saved in the FASTA
format, and the alignment was carried out using the
program ClustalW included in the software MEGA
6.0 (Tamura et al., 2013). The evolutionary history
was inferred using the Maximum Likelihood
Method, based on the Tamura-Nei model (Tamura
and Nei, 1993). The graphic representation of the
dendrogram based on region ITS and 28S (LSU)
was carried out with the Neigborh-Joininig
method, with a bootstrap analysis of 1000
repetitions to determine the trust values for the
clades (Felsenstein, 1985), using reference strains
available from the GenBank of the NCBI.
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Analisis filogenéticos de las secuencias

La edicion de las secuencias se realizd con el
programa Bioedit Sequence Alignment Editor, ver-
sion 7.2.5. (Hall, 1999). El alineamiento se llevd
a cabo con el programa ClustalW y las secuencias
consenso obtenidas se compararon con la herra-
mienta basica de bisqueda de alincamientos loca-
les BLASTN del NCBI (National Center for Bio-
technology Information). Para realizar los analisis
evolutivos, las secuencias obtenidas fueron guarda-
das en formato FASTA y el alineamiento se realizd
con el programa ClustalW incluido en el software
MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013). La historia evolu-
tiva fue inferida usando el método de maxima vero-
similitud (Maximum Likelihood Method), basado
en el modelo Tamura-Nei (Tamura y Nei,1993). La
representacion grafica del dendrograma con base en
la region ITS y 28S (LSU) se realizo por la aplica-
cion del método Neigborh-Joininig, con un analisis
bootstrap de 1000 repeticiones para determinar los
valores de confianza para los clados (Felsenstein,
1985), utilizando cepas de referencia disponibles
en GenBank del NCBI.

RESULTADOS

De los 4 trozos sembrados por fruto enfermo, un
100% correspondi6 al hongo reportado para cada
caso. Se obtuvieron 28 aislados asociados a pudri-
cion blanda en frutos de papaya, 4 de Colima, 23 de
Veracruz y 1 de Oaxaca. Todos los aislados se ca-
racterizaron morfoldégicamente y se depositaron en
el cepario de hongos del laboratorio de Fitopatolo-
gia de CIAD. Los aislados de Colima, el de Oaxaca
y 5 representativos de Veracruz se seleccionaron
para evaluar patogenicidad y caracterizarlos mole-
cularmente (Cuadro 1).
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RESULTS

Out of the 4 pieces plated for every diseased
fruit, 100% corresponded to the fungus reported
for each case. Twenty eight isolates were obtained,
related to soft rot in papaya fruits, 4 from Colima,
23 from Veracruz, and 1 from Oaxaca. All isolates
were characterized morphologically and deposited
in the fungal collection of the CIAD Plant Pathology
Laboratory. The isolates from Colima, Oaxaca,
and 5 representative from Veracruz were selected
for the evaluation of pathogenicity and molecular
characterization (Table 1).

Pathogenicity tests

All Maradol papaya fruits inoculated through
lesions with the mucoralean species presented,
24 h after inoculation, symptoms that included
humid-looking lesions of approximately 1 cm in
diameter; white mycelia developed 48 h later, and
after 72 h, sporangia were produced. Finally, 5 d
after inoculation, the development of abundant
light to dark brown mycelia and sporangia (Figures
1E and 1C), and gray to black (Figures 1D and
1F) was observed. By contrast, the fruits without
lesions did not show symptoms of disease (Figures
1B and 1G). Internal damage in the infected fruit
consisted of a soft rot that caused detachment of
tissues (Figure 1H).

Mucor

Morphological characteristics of

irregularis

Cultures from isolation HP160, identified as
M. irregularis, were circular, uniform, and with
abundant, pale yellow aerial mycelia (Figure 2A),
a color which was also observed on the reverse
side of the plate (Figure 2B). The rate of mycelial
growth was 1.48 cm/day at 25 °C; it did not develop
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Cuadro 1. Especies de hongos mucorales causantes de pudricion blanda en frutos de papaya. Cada cepa (clave de cepario

HP “Hongo Papaya”) corresponde al hongo obtenido de los 4 trozos de tejido sembrados en PDA por fruto enfermo.

Table 1. Species of mucoralean fungi causing soft rot in papaya fruits. Each strain (fungal collection code HP “Papaya
Fungus”) corresponds to the fungus obtained from the 4 pieces of tissue plated in PDA per diseased fruit.

Colonias

Especie Colonias de otros

Localidad Entidad Frutos Aislamiento
Mucorales hongos
El Trébol Colima 1 4/4 G. persicaria HPO9* -
El Trébol Colima 1 4/4 G. persicaria HP15* -
El Trébol Colima 1 4/4 G. persicaria HP19* -
El Trébol Colima 1 4/4 R. oryzae HP25* -
San José Rio Verde Jamiltepec Oaxaca 1 4/4 G. persicaria HP114* -
El Diamante Cotlaxtla Veracruz 1 4/4 M. irregularis HP160* -
El Diamante Cotaxtla Veracruz 1 4/4 G. persicaria HP162 -
El Diamante Cotaxtla Veracruz 1 4/4 G. persicaria HP165 -
El Diamante Cotaxtla Veracruz 1 4/4 G. persicaria HP167* -
El Diamante Cotaxtla Veracruz 1 4/4 G. persicaria HP169 -
El Diamante Cotaxtla Veracruz 1 4/4 G. persicaria HP170 -
El Diamante Cotaxtla Veracruz 1 4/4 G. persicaria HP171 -
El Diamante Cotaxtla Veracruz 1 4/4 G. persicaria HP172 -
El Diamante Cotaxtla Veracruz 1 4/4 G. persicaria HP173 -
Tlalixcoyan Veracruz 1 4/4 G. persicaria HP178* -
Tlalixcoyan Veracruz 1 4/4 G. persicaria HP179 -
Tlalixcoyan Veracruz 1 4/4 G. persicaria HP182 -
Tlalixcoyan Veracruz 1 4/4 G. persicaria HP183* -
Tlalixcoyan Veracruz 1 4/4 G. persicaria HP192 -
Tlalixcoyan Veracruz 1 4/4 G. persicaria HP197 -
Tlalixcoyan Veracruz 1 4/4 G. persicaria HP199 -
Tlalixcoyan Veracruz 1 4/4 G. persicaria HP210 -
Tlalixcoyan Veracruz 1 4/4 G. persicaria HP211* -
Tlalixcoyan Veracruz 1 4/4 G. persicaria HP226 -
Tlalixcoyan Veracruz 1 4/4 G. persicaria HP231 -
Tlalixcoyan Veracruz 1 4/4 G. persicaria HP235 -
Tlalixcoyan Veracruz 1 4/4 G. persicaria HP236 -
Tlalixcoyan Veracruz 1 4/4 G. persicaria HP240 -

*aislados representativos utilizados en la caracterizaciéon molecular / *representative isolates used in molecular characterization.

Pruebas de patogenicidad

Todos los frutos de papaya cv. Maradol inocu-
lados a través de heridas con las especies de mu-
corales presentaron, a las 24 h después de la ino-
culacion, el desarrollo de sintomas que incluian le-
siones de apariencia himeda de aproximadamente
1 cm de diametro; posteriormente, se desarrolld
micelio de color blanco a las 48 h, y a las 72 h
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at 4 °C, but it did between 10 and 40 °C (Table 2). The
sporangiophores, mostly not branched, presented
globular sporangia on their tips, of less than 80
um, and which contained hundreds of elliptical
sporangiospores inside them (Figure 2E and 2C).
The columella with an almost spherical hyaline
appearance presented a collarette, remanent of the
sporangial wall (Figure 2D).
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se produjeron esporangios; finalmente, a los 5 d
después de inoculacion, se observo el desarrollo
de abundante micelio y esporangios de color café
claro a oscuro (Figura 1E y 1C) y de gris a negro
(Figura 1D y 1F). En contraste, los frutos sin he-
ridas y testigo con heridas no mostraron sintomas
de enfermedad (Figura 1B y 1G). El dafio interno
en los frutos infectados consistié en una pudricion
blanda que ocasion6 desprendimiento de tejidos
(Figura 1H).

Caracteristicas Morfologicas de Mucor irregularis.

Las colonias del aislamiento HP160, identifica-
do como M. irregularis, fueron circulares, unifor-
mes y con abundante micelio aéreo de color ama-
rillo palido (Figura 2A); color que de igual manera

Morphological characteristics of Gilbertella
persicaria

G. persicaria displayed two types of cultural
morphology (Figures 3A and 3E). In the first
one, the culture is petaloid with yellow to brown
sporangia (Figure 3C), and with a mycelial growth
of 1.48 cm/day at 25 °C (strains HP09 and HP114),
whereas the second type presents circular cultures,
with a more dense mycelia and gray to black
sporangia (Figures 3G and 3H), with a mycelial
growth rate of 2.46 cm/dia (HP15, HP19, HP167,
HP178, HP183 and HP211). None of the strains
grew at 4 °C, although they did show development
between 10 and 40 °C. Other characteristics in G.
persicaria include the release of sporangiospores
by the breaking of the sporangial wall in two

Figura 2. Caracteristicas morfologicas de Mucor irregularis. (A) Desarrollo micelial circular de color amarillo palido y
abundante micelio aéreo, (B) Placa invertida mostrando una coloracion amarillo claro, (C) Esporangio globoso
con esporangiosporas, (D) Liberaciéon de esporangiosporas y presencia de columella con forma casi esférica y co-
llarete caracteristico y, (E) Esporangiéforos hialinos no ramificados.

Figure 2. Morphological characteristics of Mucor irregularis. (A) Circular, pale yellow mycelial growth and abundant aerial
mycelia, (B) Inverted plate showing a light-yellow color, (C) Globose sporangium with sporangiospores, (D) Re-
lease of sporangiospores and presence of columella with an almost spherical shape and a distinctive collarette, and

(E) Non-branched hyalin sporangiophores.
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se observo al reverso de la placa (Figura 2B). La
tasa de desarrollo micelial fue de 1.48 cm/dia a 25 °C,
no se desarrolld a 4 °C, pero si entre 10 y 40 °C
(Cuadro 2). Los esporangioforos, en su mayoria no
ramificados, presentaron en la punta esporangios
globosos, menores a 80 pm, que contenian en su
interior cientos de esporangiosporas elipticas (Fi-
gura 2E y 2C). La columela de apariencia hialina
casi esférica present6 un collarete remanente de la
pared esporangial (Figura 2D).

Caracteristicas morfologicas de Gilbertella per-
sicaria

G. persicaria mostrd dos tipos de morfologia
colonial (Figura 3A 'y 3E). En el primer tipo, la co-
lonia es petalada con esporangios amarillo a café

halves (Figure 3I), the presence of small hyalin
spines in the walls of the sporangia (Figure 3K),
and the presence of hyaline appendages in the
sporangiospores (Figure 3J). In the microscopic
structures of both types of cultures, no relevant
morphological differences were observed (Table
2). The sporangiophores are scarcely branched
(four to six in every 100 analyzed); the ovoidal
columella with a residual collarette, and cylindrical
chlamydospores (Figure 3D), abundant in PDA in
5-day-old cultures.

Morphological characteristics
oryzae (syn. R. arrhizus)

of Rhizopus

Cultures of strain HP25 identified as Rhizopus
oryzae showed an abundance of initially white aerial

Cuadro 2. Caracteristicas morfologicas de especies de mucorales aislados de frutos de papaya con pudricion blanda. Las
medidas mostradas se realizaron a partir de cultivos en PDA e incubados a 27 °C.
Table 2. Morphological characteristics of mucoralean species isolated from papaya fruits with soft rot. The measurements
shown were carried out from cultures in PDA and incubated at 27 °C.

Gilbertella persicaria

G. persicaria

Caracteristica Morfotipo 1 Morfotipo 2 Mucor irregularis Rhizopus oryzae
Morfologia Colonial Petalada Circular Circular Circular
Tasa de desarrollo 4 ¢ /gia 2.46 cm/dia 1.48 cm/dia 2.46 cm/dia
micelial
Color de . Amarillo-café Gris-negro Caf¢ claro Café-oscuro a negro
esporangios
Esporangio® 84.62 um (64.77-139.7) 88.20 um (49.91-169.49) 49.3 um (24.95-72.02) 112.5um (48.17-198.67)
Columela® 50.964 um (36.86-84.39) x  65.27 pm (18.4-97.96) x  24.7 um (10.53-47.99) x 68.91um (137.02-33.41) x
42.58 um (35.6-78.56) 42.66 um (14.75-79.13)  23.35 um (8.63-44.02)  67.62um (112.72-25.7)
. 35.72 um (15.58-37.55) x ~ 35.37 um (19.13-69.87) x , .
X

Clamidospora 2242 um (11.64-29.84) 19.65 um (11.38-27.8) No se observo No se observo
Esporangiospora® 8.53 um (5.54-10.99) x 7.69 um (6.05-11.007) x  4.77 um (3.12-8.7) x 7.99um (5.52-11.31)

6.72 pum (4.43-9.06)

Diametro de 24.12 pm (12.33-32.47)

esporangidforo®

Temperaturas 10,25 y 40 °C 10,25y 40 °C
cardinales

Patron de Escasamente Escasamente
ramificacion ramificado (4) ramificado (6)

6.43 um (4.59-9.22)
20.03 um (9.18-28.93)

2.77 pm (1.79-4.68)
11.47 pm (4.99-17.09)

X 6.17um (4.52-7.66)
10.13pum (6.38-17.77)

10, 25y 40 °C 15,25y 40 °C
Escasamente .
ramificado (4) No ramificado

XValores promedio y rangos en paréntesis (n=100) / *Average values and ranges in parentheses (n=100).
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Figura 3.

Figure 3.

Caracteristicas morfolégicas de Gilbertella persicaria. (A) Colonia en PDA con desarrollo micelial irregular en
colonias petaladas, (B) Reverso del cultivo, (C) Esporangio globoso multiesporado de color amarillo-café, (D)
Clamidospora cilindrica, (E) Cultivo en PDA con desarrollo micelial circular, (F) Reverso del cultivo, (G) Espo-
rangios negros, (H) Esporangio maduro globoso multiesporado de color oscuro, (I) Apertura de la pared esporan-
gial en dos mitades mostrando la columela ovoide, (J) Esporangiospora con apéndices hialinos polares, (K) Pared
esporangial cubierta de pequeiias espinas hialinas. Figuras (J y K) barra=20 pm.

Morphological characteristics of Gilbertella persicaria. (A) Culture in PDA with irregular mycelial growth in
petaloid colonies, (B) Reverse side of the culture, (C) Yellowish-brown, multispored globose sporangium, (D)
Cylindrical chlamydospore, (E) Culture in PDA with a circular myceliar growth, (F) Reverse side of the culture,
(G) Black sporangia, (H) Dark mature multispored globose sporangium, (I) Opening of the sporangial wall in
two halves, showing the ovoidal columella, (J) Sporangiospore with polar hyalin appendages, (K) Sporangial wall

covered with small hyalin spines. Figures (J and K) bar=20 pm.

(Figura 3C) y con un desarrollo micelial de 1.48 cm/
diaa 25 °C (cepas HP09 y HP114); mientras que, el
segundo tipo presenta colonias circulares, con mi-
celio mas denso y coloracion de esporangios de gris
anegro (Figura 3G y 3H), con una tasa de desarro-
llo micelial de 2.46 cm/dia (HP15, HP19, HP167,
HP178, HP183 y HP211). Ninguna de las cepas se
desarrollaron a 4 °C, pero si mostraron desarrollo
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mycelia that later turned grayish (Figure 4A and
4B), dark brown to black sporangia that contained
sporangiospores with a striated appearance (Figure
4C and 4E). Upon the release of sporangiospores,
the light brown globular columella was observed
(Figure 4D). The sporangiophores emerge from
basal rhizoids (Figure 4F). R. oryzae presented a
mycelial growth of 2.46 cm/day at 25 °C; it did not
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entre 10 a 40 °C. Otras caracteristicas en G. per-
sicaria incluyen la liberacion de esporangiosporas
por medio de la ruptura de la pared esporangial en
dos mitades (Figura 31), la presencia de pequeiias
espinas hialinas en la pared de los esporangios (Fi-
gura 3K) y la presencia de apéndices hialinos en
las esporangiosporas (Figura 3J). En las estructu-
ras microscopicas de los dos tipos de colonias, no
se observaron diferencias morfoldgicas relevantes
(Cuadro 2). Los esporangioforos son escasamente
ramificados (de cuatro a seis por cada 100 analiza-
dos), la columela ovoide con un collarete residual
y, clamidosporas cilindricas (Figura 3D) abundan-
tes en PDA en cultivos de 5 dias.

Caracteristicas morfologicas de Rhizopus oryzae
(syn. R. arrhizus)

Las colonias de la cepa HP25 identificada como
Rhizopus oryzae mostr6 abundante micelio aéreo
de color blanco en un inicio y posteriormente gri-
saceo (Figura 4A y 4B), esporangios de color café
oscuro a negro que contenian esporangiosporas de
apariencia estriada (Figura 4Cy 4E). Al liberarse
las esporangiosporas se observo la columela globo-
sa de color café claro (Figura 4D). Los esporangio-
foros emergen a partir de rizoides basales (Figura
4F). R. oryzae mostro desarrollo micelial de 2.46 cm/
dia a 25 °C, no se desarrollo a 4 °C, pero si entre 15
y 40 °C (Cuadro 2).

Identificacion molecular

La reaccion de amplificacion con los oligonu-
cledtidos VOG y LR3, gener6 un fragmento aproxi-
mado de 1500 pb, que incluyé la region completa
ITS1-5.8S-ITS2 y la region D1/D2 de la subunidad
28S (LSU) ribosomal. Las secuencias consenso ob-
tenidas variaron para la region ITS1-5.8S-1TS2 de
543 a 751 pb y para la region parcial de la subuni-
dad 28S (LSU) ribosomal de 632 a 711 pb.
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grow at 4°C, but it did between 15 and 40°C (Table
2).

Molecular identification

The reaction of amplification with the
oligonucleotides V9G and LR3 generated an
approximate fragment of 1500 pb, which included
the complete region of ITS1-5.8S-ITS2 and the
region D1/D2 of the ribosomal subunit 28S (LSU).
The consensus sequences obtained varied for the
region ITS1-5.8S-ITS2 from 543 to 751 pb and for
the partial region of ribosomal subunit 28S (LSU)
from 632 to 711 pb.

The comparison in the data base showed, for
the sequencing of the strain HP160 (Access N°
KRO076763 and KR076764), a percentage of identity
of 99% and 96% for the region ITS with strains
identified as Mucor sp. (Access N° HM770967
and KP714393, respectively), showing an identity
of 91% with the strain of M. irregularis (Access
N° JX976251) (Figure 5). However, for the partial
ribosomal region 28S (LSU), it showed an identity
of 99% with different strains of M. irregularis,
which show an alignment of 100% (Figure 6).

The comparison of the sequences of the region
ITS1-5.8S-1TS2 of the strains HP09, HP15, HP19,
HP114,HP167,HP178, HP183, and HP211 showed
an identity of 100% with sequences deposited in
the NCBI (Access N° IN206224 y KC683539) of
the species G. persicaria, where we can observe
in the phylogenetic analysis the formation of two
groups that correspond to the two morphotypes
found (Figure 5). The confirmation of this species
was carried out by analyzing the sequences of the
partial ribosomal region 28S (LSU) (Table 1),
which also showed an identity of 100% with the
strains (Access N° JN206517 and JIN939197) of G.
persicaria. Finally, the comparison of the sequence
of'the strain HP25 of the region ITS1-5.8S-I1TS2 and
partial region 28S (LSU) (Access N° KT899481
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Figura 4. Caracteristicas morfologicas de Rhizopus oryzae. (A) Colonia en PDA con abundante micelio algodonoso, (B) Co-
lonia con esporangios negros, (C) Esporangio globoso multiesporado de color negro, (D) Columela de subglobosa
a globosa, (E) Esporangiosporas de apariencia estriada y (F) Rizoide basal.

Figure 4. Morphological characteristics of Rhizopus oryzae. (A) Culture in PDA with abundant cotton-like mycelia, (B) Cul-
ture with black sporangia, (C) Black multispored globoser sporangium, (D) Subglobose to globose columella, (E)
Sporangiospores with a striated appearance, and (F) Basal rhyzoid.

La comparacion en la base de datos mostro
para la secuencia de la cepa HP160 (N° Acce-
sos KR076763 y KR076764), un porcentaje de
identidad de 99% y 96% para la region ITS con
cepas identificadas como Mucor sp. (N° Acceso
HM770967 y KP714393, respectivamente); mos-
trando 91% de identidad con la cepa de M. irre-
gularis (N° Acceso JX976251) (Figura 5); sin em-
bargo, para la region parcial 28S (LSU) ribosomal
mostré un 99% de identidad con diferentes cepas
de M. irregularis, las cuales muestran un alinea-
miento en un 100% (Figura 6).

La comparacion de las secuencias de la region
ITS1-5.8S-ITS2 de las cepas HP09, HP15, HP19,
HP114, HP167, HP178, HP183 y HP211, mostra-
ron 100% de identidad con secuencias depositadas
en el NCBI (N° de Acceso IN206224 y KC683539)
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and KT899482) showed an identity of 100% with
sequences published in the NCBI (Access N°
KJ417552 and AY213624), respectively, of the
species R. oryzae (Figure 5). The coverage of the
consultations of all the consensus sequences in the
NCBI data base varied between 91 and 100%.

DISCUSSION

In Mexico, the identification of plant pathogenic
mucoralean species is scarce. The results of
this study, focused on using morphological and
molecular techniques to identify fungi, showed the
presence of three species of mucorales related to the
soft rot of papaya fruits. The symptoms produced
in papaya fruits were similar to those reported
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Figura 5. Dendrograma basado en el método de maxima verosimilitud a partir de secuencias obtenidas para la regién
ITS1-5.8S-ITS2 de aislados de especies de Mucorales y de cepas de referencia de NCBI, los N° de acceso se en-
cuentran entre paréntesis. Los valores de probabilidad de los nodos para cada clado indican el porcentaje de las
réplicas del analisis de 1000 bootstraps que soportan ese clado. Rhizomucor pusillos se utilizé como outgroup. La

escala representa el nimero de sustituciones por sitio.

Figure 5. Dendrogram based on the method of highest verosimilitude from sequences obtained for the region ITS1-5.8S-
ITS2 of isolations of species of Mucorales and NCBI reference strains; the Access N° are in parentheses. The
probability values of the nodes for each clade indicate the percentage of the replications of the analysis of 1000
bootstraps that support that clade. Rhizomucor pusillus was used as an outgroup. The scale represents the number

of substitutions per site.

de la especie G. persicaria, donde se observa en
el analisis filogénetico la formacioén de dos grupos
que corresponden a los dos morfotipos encontrados
(Figura 5). La confirmacion de esta especie se reali-
70 con el analisis de las secuencias de la region par-
cial 28S (LSU) ribosomal (Cuadro 1), que de igual
manera mostro 100% de identidad con las cepas
(N° Acceso IN206517 y IN939197) de G. persica-
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for peach, pear, and apple fruits (Michailides and
Spotts, 1990), with initially soft lesions with an
aqueous appearance, and that in a brief period of
time become covered with mycelial masses. The
symptom of soft rot observed in fruits is mainly
due to the production of enzymes such as amylases,
lypases, polygalacturonases, and proteases, which
contribute in the degradation of structural and
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Figure 6. Dendrogram based on the method of highest verosimilitude from the region 28S (LSU) for the strain HP160 and
NCBI reference strains; the Access N° are in parentheses. The probability values of the nodes for each clade in-
dicate the percentage of the replications of the analysis of 1000 bootstraps that support that clade. Rhizomucor
pusillus was used as an outgroup. The scale represents the number of substitutions per site.

ria. Finalmente, la comparacion de la secuencia de
la cepa HP25 de laregion ITS1-5.8S-ITS2 y parcial
28S (LSU) (N° de Acceso KT899481 y KT899482)
mostré 100% de identidad con secuencias pu-
blicadas en el NCBI (N° de Acceso KJ417552 y
AY213624), respectivamente, de la especie R. ory-
zae (Figura 5). La cobertura de las consultas de to-
das las secuencias consenso en la base de datos de
NCBI vari6 de 91 a 100%.
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storage polysaccharides (Alves et al., 2002; Krisch
et al., 2010).

The morphological of M.
irregularis  correspond with descriptions by
different authors (Walther et al., 2013; Peng et al.,
2015). It is important to mention that, considering
that the genus Mucor is polyphyletic, the ITS
region was insufficient to discriminate between

widely related species, therefore the species was

characteristics
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DISCUSION

En México, la identificacion de especies de mu-
corales fitopatdgenos es escasa. Los resultados de
este estudio enfocado en utilizar técnicas morfolo-
gicas y moleculares para identificacion de hongos
evidencio la presencia de tres especies de mucora-
les asociados a pudricion blanda de frutos de papa-
ya. Los sintomas causados en frutos de papaya fue-
ron similares a los reportados en frutos de durazno,
pera y manzana (Michailides y Spotts, 1990), con
lesiones iniciales suaves y de apariencia acuosa,
y que en un corto periodo de tiempo se cubren de
masas de micelio. El sintoma de pudricién blanda
observada en frutos se debe principalmente, a la
produccion de enzimas como amilasas, lipasas, po-
ligalacturonasas y proteasas, las cuales contribuyen
en la degradacion de los polisacaridos estructurales
y de almacenamiento (Alves et al., 2002; Krisch et
al., 2010).

Las caracteristicas morfoldgicas de M. irregula-
ris concuerdan con lo descrito por diversos autores
(Walther et al., 2013; Peng et al., 2015). Es nece-
sario mencionar que, considerando que el género
Mucor es polifilético, la region ITS fue insuficiente
para discriminar entre especies estrechamente rela-
cionadas, por lo que la confirmacion de especie se
realizo con el analisis filogénetico de la region 28S
(LSU) (Walther et al., 2013; Hoffmann et al., 2013;
Hyde et al., 2014). M. irregularis recientemente
fue reportado como fitopatdogeno en maiz (Peng et
al., 2015). Este se considera un primer reporte de
M. irregularis afectando papaya.

La morfologia de las estructuras de G. persi-
caria es similar a la reportada por diversos auto-
res (Benny, 1991; Guo et al., 2012; Pinho et al.,
2014); es considerada una especie monotipica en
su género, el cual se ubica en la subfamilia Gilber-
telloideae y tfamilia Choanephoraceae (Hyde et al.,
2014). En este estudio se observo el desarrollo de
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confirmed with the phylogenetic analysis of region
28S (LSU) (Walther et al., 2013; Hoffmann et
al., 2013; Hyde et al., 2014). M. irregularis was
recently reported as pathogenic in maize (Peng et
al., 2015). This is considered a first report of M.
irregularis affecting papaya.

The morphology of G. persicaria structures is
similar to that reported by diverse authors (Benny,
1991; Guo et al., 2012; Pinho et al., 2014). 1t is
considered a monotypic species in its genus, which
is located in the subfamily Gilbertelloideae and
the family Choanephoraceae (Hyde et al., 2014).
This study observed the development of two
morphotypes, which have been defined by Lacap
et al. (2003) as strains of the same species that
display differences in culture morphologies and
rate of mycelial growth, which was confirmed
with the separation in clades in the dendrogram of
both the ITS and 28S regions (Figures 5 and 6).
Morphotype 1 (petaloid colonies, brown sporangia)
was observed in 31% of the isolates, while the rest
of the isolates presented morphotype 2 (69%). G.
persicaria is a common pathogen in tropical and
subtropical regions, causing the soft rot of tomato,
pear, peach, pitahaya, jambolan (Ginting et al.,
1996; Guo et al., 2012; Pinho et al., 2014) and
recently, it was reported to have infected papaya
fruits in the state of Colima, Mexico (Cruz-Lachica
et al., 2016). This study reports the presence of
this species in the states of Oaxaca and Veracruz,
showing that it is present in other papaya producing
regions and its distribution should be considered
important.

The morphological characteristics of R. oryzae
correspond with those reported by diverse authors,
and its identity was confirmed by phylogenetic
analysis. R. oryzae has been reported to cause soft
rot in banana and citron (Kwon et al., 2012; Hakim
et al., 2015), and therefore this work is the first
report affecting papaya in Mexico.
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dos morfotipos, los cuales se han definido por La-
cap et al. (2003) como cepas de una misma especie
que presentan diferencias en morfologia colonial y
tasa de desarrollo micelial, lo cual se corrobor6 con
la separacion en clados dentro de los dendogramas
tanto de la region ITS como 28S (Figuras 5y 6). El
morfotipo 1 (colonias petaladas, esporangios caf¢)
se observo en el 31% de los aislamientos; mientras
que el resto de aislamientos mostrd el morfotipo
2 (69%). G. persicaria es un patdogeno comun en
regiones tropicales y subtropicales causando la pu-
dricion blanda de tomate, pera, durazno, pitahaya,
jambolan (Ginting et al., 1996; Guo et al., 2012;
Pinho et al., 2014) y recientemente, se reporto cau-
sando enfermedad en frutos de papaya en el estado
de Colima, México (Cruz-Lachica et al., 2016); en
este estudio se reporta la presencia de esta especie
en los estados de Oaxaca y Veracruz con lo que se
demuestra que esta presente en otras regiones de
produccion de papaya y deberia considerarse su
distribucidon como un factor de importancia.

Las caracteristicas morfologicas de R. oryzae,
concuerdan con las reportadas por diversos autores
y su identidad se confirmé mediante el analisis filo-
genético. R. oryzae se ha reportado causando pudri-
cion blanda en banana y cidra (Kwon ef al., 2012;
Hakim et al., 2015), por lo que se considera a este
trabajo como el primer reporte afectando papaya en
Meéxico.

De acuerdo con el origen de las muestras ana-
lizadas, M. irregularis fue detectado en el estado
de Veracruz, R. oryzae en el estado de Colima y
G. persicaria en Colima, Oaxaca y Veracruz. En
Meéxico, Mucor hiemalis y M. circinelloides se han
descrito afectando papaya en Veracruz (Suarez-
Quiroz et al., 2013); sin embargo, la identificacion
de especies en ese estudio s6lo involucrd carac-
teristicas morfoldgicas, por lo que se recomienda
realizar analisis moleculares debido a lo siguiente:
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According to the origin of the samples analyzed,
M. irregularis was found in the state of Veracruz,
R. oryzae in the state of Colima, and G. persicaria
in Colima, Oaxaca, and Veracruz. In Mexico,
Mucor hiemalis and M. circinelloides have been
described as affecting papaya in Veracruz (Suarez-
Quiroz et al., 2013). However, the identification of
species in this study only involved morphological
characteristics, therefore performing molecular
analyses is recommendable for the following
reasons: M. hiemalis and M. irregularis are found
in a group of widely related species that require the
use of molecular analyses in at least two regions
of the genome for their identification (Walther
et al., 2013). In the case of M. circinelloides, the
identification based on symptoms in fruit and
characteristics of sporangia corresponds with
results obtained for G. persicaria, therefore
distinctive characteristics of the latter species such
as the opening of the sporangial wall in two halves
and hyalin appendages in sporangiospores can go
unnoticed.

CONCLUSIONS

This study showed that Gilbertella persicaria,
Mucor irregularis, and Rhizopus oryzae are causal
agents of soft rot in papaya fruits. This is the first
report on Mucor irregularis and Rhizopus oryzae
affecting this crop in Mexico, and it shows that
G. persicaria affects fruits in orchards in all three
states. Finally, this study shows that the phenotypic
and genotypic characterization is, in combination,
an adequate strategy to identify species, particularly
those that belong to widely related taxons. The
access numbers for M. irregularis and R. oryzae in
the NCBI genbank were KR076763 and KR076764,
and KT899481 and KT899482, respectively.
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M. hiemalis y M. irregularis se encuentran en un
grupo de especies estrechamente relacionadas que
requieren del uso de analisis moleculares en al me-
nos dos regiones del genoma para su identificacion
(Walther et al., 2013); en el caso de M. circinelloi-
des, la identificacion en base a sintomas en fruto y
caracteristicas de esporangios concuerda con lo ob-
tenido para G. persicaria, por lo que caracteristicas
distintivas de esta tltima especie como apertura de
pared esporangial en dos mitades y apéndices hia-
linos en esporangiosporas pueden pasar desaperci-
bidas.

CONCLUSIONES

En este estudio se demostrd que Gilbertella per-
sicaria, Mucor irregularis y Rhizopus oryzae son
agentes causales de pudricion blanda en frutos de
papaya. Este es el primer reporte de Mucor irregu-
laris y de Rhizopus oryzae afectando este cultivo
en México y ademas demuestra que G. persicaria
se encuentra afectando frutos en huertos de los tres
estados. Finalmente, este estudio evidencia que la
caracterizacion fenotipica y genotipica en conjunto
es una estrategia adecuada para identificar espe-
cies, en particular las que pertenecen a taxones es-
trechamente relacionados. Los niimeros de acceso
de M. irregularis y R. oryzae en el genbank NCBI
fueron KR076763 y KR076764, y KT899481 y
KT899482, respectivamente.
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Resumen. Se analiz6 la diversidad genética del
patogeno del café Hemileia vastatrix, a través de
secuenciacion de los espaciadores internos trans-
cribibles del ADN ribosomal (ITS). El analisis se
realizd en muestras de roya de 12 predios de dos
zonas cafetaleras del Perti, Quillabamba (Cusco) y
Villa Rica (Pasco). Se hallaron los indices de di-
versidad haplotipica y nucleotidica. Ademas, se
determinaron las semejanzas entre las poblaciones
analizadas por medio de una red de haplotipos. Del
analisis, se determind que ambas regiones produc-
toras presentan valores altos de diversidad genéti-
ca; sin embargo, la zona de Quillabamba alberg¢ la
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Abstract. The genetic diversity of the coffee
pathogen Hemileia vastatrix was analyzed by
sequencing the internal transcribed spacer (ITS)
of ribosomal DNA. The analysis was carried out
using samples of rust pustules from 12 properties
of two coffee areas in Peru, Quillabamba (Cusco)
and Villa Rica (Pasco). Haplotype diversity
indexes were found and the similarities among
the populations analyzed were determined using
a haplotype network. From the analysis, it was
determined that both producing regions presented
high values of genetic diversity, but Quillabamaba
harbored the highest haplotype diversity of H.
vastatrix (Hd = 0.977 +/- 0.012). In addition, the
haplotype network showed the structure of H.
vastatrix populations for these two areas, which
behave as a large undifferentiated population with
the presence of ancestral haplotypes from which
new variants of the fungus were generated. We
also analyzed the sequences of the ITS region of
H. vastatrix collected in Peru and those reported in
the GenBank, but we did not find any distribution
of the populations by geographic region; it was
also suggested that the populations of Peruvian
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mayor diversidad haplotipica de H. vastatrix (Hd
=0.977+/- 0.012). Asimismo, la red de haplotipos
permiti6 evidenciar la estructura de las poblaciones
de H. vastatrix para cada zona, las que juntas se
comportan como una gran poblacion indiferencia-
da con presencia de haplotipos ancestrales a partir
de los cuales se fueron generando nuevas variantes
del hongo. También, se analizaron las secuencias
de la region ITS de H. vastatrix peruanas y las al-
macenadas en el GenBank, no encontrandose dis-
tribucion de las poblaciones por region geografica;
ademas, se determind que las poblaciones de H.
vastatrix peruanas presentan haplotipos similares a
los de Colombia y a las razas I y XXII.

Palabras claves adicionales: Roya amarilla, ITS,
Coffea spp, haplotipos

El café (Coffea spp.) es el principal producto de
agro-exportacion del Pert, con un rea cultivada de
361 671 ha y una produccion de 222 047 t produ-
cidas principalmente en las regiones de Cajamarca,
Amazonas, Junin, Cusco y San Martin (MINAGRI,
2015). E1 95% del café peruano proviene de culti-
vares de Coffea arabica (JNC, 2014) que son muy
susceptibles a la roya amarilla, enfermedad cuyo
agente causal es el hongo biotrofico Hemileia vas-
tatrix (Berkeley, 1869).

La roya amarilla del café fue reportada por
primera vez en el Peru el afio 1979, en el departa-
mento de Junin (Scheiber y Zentmyer, 1984). Sin
embargo, tuvo su mayor incidencia en el afio 2013
ocasionando pérdidas que alcanzaron el 27% de
la produccion (INEI, 2014), afectando principal-
mente a los productores organicos. Desde entonces
esta enfermedad se ha extendido a gran parte de las
principales zonas cafetaleras del Perti, entre ellos
a Villa Rica (Region Pasco) y a Quillabamba (Re-
gion Cusco).
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rust presented haplotypes similar to those from
Colombia and races II and XXII.

Key words: Yellow rust, ITS, Coffea spp,
haplotypes

Coffee (Coffea spp.) is the main agricultural
product exported from Peru, where it is sown on
361 671 ha that produce 222 047 tons mainly in the
regions of Cajamarca, Amazonas, Junin, Cusco and
San Martin (MINAGRI, 2015). Ninety five percent
of Peruvian coffee comes from Coffea arabica
cultivars (JNC, 2014) that are very susceptible to
yellow rust, a disease caused by the biotrophic
fungus Hemileia vastatrix (Berkeley, 1869).

Yellow rust of coffee was first reported in Peru
in 1979 in the Department of Junin (Scheiber
and Zentmyer, 1984). However, in 2013 it had
the highest incidence causing 27% production
losses (INEI, 2014) that mainly affected organic
producers. Since then, yellow rust has spread to
most of Peru’s main coffee areas, including Villa
Rica (Pasco Region) and Quillabamba (Cusco
Region).

Yellow rust is considered the most damaging
coffee disease worldwide and may cause up to
40% production losses (Rivillas et al., 2011). Two
approaches have been proposed to prevent losses
caused by this disease. The first is fungicide use,
which is expensive and potentially harmful to the
environment; the second is to develop improved
varieties. However, for the latter it is necessary to
know the sources of resistance and the pathogen’s
diversity.

The mechanisms that promote the emergence of
new virulent strains of H. vastatrix are still unknown,
and it has been suggested that mutations are the
main cause of increased fungal diversity (Varzea
and Marques, 2005). However, there is evidence of
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La roya amarilla es considerada, a nivel mun-
dial como la principal enfermedad del café, puede
ocasionar pérdidas hasta del 40% en la produccion
(Rivillas et al., 2011). En tal sentido se han plan-
teado dos enfoques para evitar las pérdidas ocasio-
nadas por la enfermedad, la primera consiste en el
uso de fungicidas, que es una alternativa muy cos-
tosa y potencialmente perjudicial para el ambiente,
y la segunda a través, del desarrollo de variedades
mejoradas. Sin embargo, esta ultima requiere del
conocimiento de las fuentes de resistencia y de la
diversidad del patogeno.

Los mecanismos que promueven el surgimiento
de nuevas razas virulentas de H. vastatrix aun son
desconocidos, y se ha planteado que la principal
causa para el incremento de la diversidad del hon-
go son las mutaciones (Varzea y Marques, 2005);
aunque, existe evidencia de un nuevo tipo de repro-
duccion sexual oculto dentro de esporas asexuales
(criptosexualidad) que podria explicar el origen de
las nuevas variantes (Carvalho et al., 2011). Ade-
mas, se sabe que la elevada tasa de generacion de
nuevas razas, que ha despertado la atencion de los
programas de mejoramiento genético, tiene un
efecto sobre la forma de generacion de nuevas va-
riedades de café, porque el hongo va adquiriendo
capacidad de infectar plantas que originalmente
fueron resistentes (Alvarado y Moreno, 2005).

Debido a esta capacidad de rapida adaptacion a
nuevos cultivares de café se ha llegado a considerar
a H. vastatrix como un patogeno de alto potencial
evolutivo cuyas evidencias de variacion vienen
siendo estudiadas desde 1930 (Rodrigues et al.,
1975), en los cuales se ha reportado la presencia de
la raza II en casi todos los casos, por lo tanto, se ha
sugerido que este podria ser el posible inoculo ini-
cial a partir del cual se han generado naturalmen-
te todas las nuevas razas del hongo encontradas
(Zambolim et al., 2005). Estos estudios iniciales
fueron realizados por medio de las lecturas de las
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a new type of hidden sexual reproduction within
asexual spores (cryptosexuality) that could explain
the origin of new races (Carvalho et al., 2011). It
is also known that the high rate at which new races
develop —an issue that has attracted the interest of
genetic improvement programs— has affected the
way new coffee varieties are generated, because
the fungus develops the ability to infect plants that
were originally resistant (Alvarado and Moreno,
2005).

Due to the ability of the fungus to quickly
adapt to new coffee cultivars, H. vastatrix has
been considered a pathogen with high evolutionary
potential whose variation has been studied since
1930 (Rodrigues et al., 1975). Studies have reported
the presence of race Il in almost all cases. For this
reason, it has been suggested that race II is likely
the initial inoculum from which all the new races
found today were naturally produced (Zambolim
et al., 2005). These initial studies were conducted
through readings of the phenotypic expressions
of a series of clones of differentiated coffee trees
from the Centro de Invesgacdo das Ferrugens do
Cafeeiro (CIFC) in Portugal; by 2005, 45 races
of H. vastatrix had been identified (VArzea and
Marques, 2005). However, since these sets of
differentiated coffee trees were not enough to
characterize new virulent races of the fungus, new
techniques (such as molecular markers) (Nandris et
al., 1998) and ITS sequencing of ribosomal DNA
(Cristancho et al., 2007) were used to determine
their variability. Although it was not possible to
identify races by using these molecular techniques,
they did allow determining the pathogen’s genetic
diversity. Furthermore, ITS sequences have been
used extensively to perform molecular analyses of
the diversity of phytopathogenic fungi, characterize
new fungal species and separate very closely
related species or races of the same species (Grube
and Kroken, 2000). Applying ITS sequences to H.
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expresiones fenotipicas de una serie de clones de
cafetos diferenciales del Centro de Invesgacao das
Ferrugens do Cafeeiro (CIFC) en Portugal, identifi-
cando hasta antes de 2005 a 45 razas de H. vastatrix
(Varzea y Marques, 2005). Sin embargo, estos con-
juntos de cafetos diferenciales fueron insuficientes
para la caracterizacién de nuevas razas virulentas
del hongo, por lo que, se plantearon nuevas técni-
cas para determinar su variabilidad, como el uso de
marcadores moleculares (Nandris et al., 1998) y la
secuenciacion de los ITS del ADN ribosomal (Cris-
tancho et al., 2007). Si bien es cierto con estas téc-
nicas moleculares no fue posible la identificacion
de razas, sin embargo, permitieron determinar la
diversidad genética del patégeno. Ademas, las se-
cuencias ITS han sido muy utilizadas en el analisis
molecular de la diversidad de hongos fitopatdge-
nos, asi como en la caracterizacion de nuevas espe-
cies de hongos, y en la separacion de especies muy
cercanas o de razas de una misma especie (Grube y
Kroken, 2000). Su aplicacion a H. vastatrix viene
ofreciendo nuevos panoramas sobre su diversidad
que puede ser utilizada en programas de mejora-
miento genético. En el Pert, donde pocos estudios
fueron realizados con esta finalidad, la generacion
de este conocimiento es fundamental para el mane-
jo del cultivo y en los programas de mejoramiento
genético del café peruano. Por ello en el presen-
te trabajo se analiz6 la diversidad genética de H.
vastatrix de dos zonas productoras importantes de
café en el Pert mediante secuenciacion de la region
ITS, las que fueron comparadas con las secuencias
reportadas en el GenBank para Colombia.

MATERIALES Y METODOS
Material biologico

Esporas de Hemileia vastatrix fueron colectados
en 5 predios de la zona cafetalera de Quillabamba,
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vastatrix has provided new opportunities to use
its diversity in genetic improvement programs. In
Peru, where few studies have been conducted for
this purpose, developing this knowledge is essential
for crop management and for Peruvian coffee
genetic improvement programs. For this reason, in
this research, we analyzed the genetic diversity of
H. vastatrix from two major coffee producing areas
in Peru using sequences of the ITS region and then
comparing them with the sequences reported by the
GenBank for Colombia.

MATERIALS AND METHODS
Biological material

Hemileia vastatrix spores were collected in

five plots in the Quillabamba coffee producing
area (Cusco Region) and in seven plots in the
Villa Rica coffee producing area (Pasco Region)
(Table 1). These areas are geographically distant
and considered to be among the highest coffee-
producing regions in Peru (Figure 1).
In each plot, we gathered 25 leaves from coffee
trees of the Typica and Caturra varieties that are
infected with H. vastatrix and extracted spores. To
obtain enough DNA concentration, samples from
one or two plots were grouped to form a compound
sample (Table 1).

Analysis of genetic diversity in Quillabamba
and Villa Rica

DNA extraction

DNA was extracted using the protocol described
by Cristancho et al. (2007) with modifications:
uredospores were placed in 1.5 tubes to which
150 pL of lysis buffer was added (50 mM of tris
HCI pH 7,5; 50 mM of EDTA pH 8,0; 3% of
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(Region Cusco) y en 7 predios de la zona cafetale-
ra de Villa Rica (Region Pasco) (Cuadro 1). Estas
zonas se encuentran distanciadas geograficamente
y estan consideradas dentro de las regiones cafe-
taleras con mayor produccion de café en el Pera
(Figura 1).

En cada predio se colectaron 25 hojas de cafe-
tos de las variedades “Typica” y “Caturra” infec-
tados con H. vastatrix, a las que se les extrajeron
las esporas. Con la finalidad de obtener suficiente
concentracion de ADN, las muestras de uno o dos
predios se agruparon en una muestra compuesta
(Cuadro 1).

Analisis de la diversidad genética de Quillabam-
ba y Villa Rica

Extraccion de ADN

El ADN se extrajo utilizando el protocolo descrito
por Cristancho ef al. (2007) con modificaciones: las

SDS; 1% of b mercaptoethanol); the uredospores
were then ground for 30 to 45 minutes using a
polypropylene pestle. The quality was determined
by electrophoresis in 1% agarose gels stained with
GelRed (Biotium®). Finally, DNA concentration
was determined by spectrophotometry.

PCR and Purification

The ITS region was amplified using PCR and
ITSIL and ITS4R universal primers (White et
al., 1990); as a reference, we used the protocol
described by Cristancho et al. (2007). The
amplification reaction was performed in a 10 pL
volume containing 2 mM of MgCl,, 0.2 mM of
dNTPs, 0.4 uM of each primer, PCR 1X buffer, 1.5
units of Taqg DNA polymerase and 40 ng of DNA.
The amplification procedure consisted of an initial
stage at 95 °C for 5 min, followed by 30 denaturation
cycles at 94 °C for 1.5 min, alignment at 60 °C for
1 min and extension at 72°C for 2 min, plus a final

Cuadro 1. Informacion georreferenciada de los predios en los que se muestrearon las pustulas de un total de 25 hojas de
Hemileia vastatrix de las dos zonas cafetaleras del Peru y se indican las claves de las muestras compuestas gene-

radas.

Table 1. Geographic information of the plots where samples of pustules of 25 leaves of Hemileia vastatrix were collected in
the two Peruvian coffee production areas; it includes keys of the compounded samples formed.

Zona Latitud Longitud Predio Clave de las muestras Altitud
Cafetalera (S)r Wy compuestas (msnm)
12.86021 72.7005 Cocla HVQO1 1033
12.95125 72.66411 Maranura HVQO02 1152
Quillabamba 12.94241 72.64352 Santa Beatriz HVQO03 1766
13.18405 72.6043 Santa Teresa HVQ04 1865
13.21229 72.61512 Centro Bayona HVQO05 2076
10.78518 75.2665 Brack HVV06 1537
10.7396 75.19847 Cruzeiro HVV07 1478
10.71801 75.2713 Aréma de Montafia HVVO08 1633
Villa Rica 10.79966 75.30816 Rosalia HVV09 1391
10.71675 75.2686 Clemencia HVV10 1549
10.75821 75.29628 Aicahuaman HVVII 1750
10.75919 75.295 Marcelo 1776
*S= Sur.
YW= Qeste.
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300 Km

M Distrito de Villa Rica, Regidn Pasco
B Distrito de Quillabamba, Region Cusco

Goaogle Earth

Figura 1. Localizaciéon en el mapa del Pert de los predios donde se colectaron las hojas de café con roya amarilla.
Figure 1. Sites where leaves of coffee infected with yellow rust were collected in Peru.

uredosporas se depositaron en tubos de 1.5 ml, lue-
go se adiciond 150 uL de buffer de lisis (50 mM de
tris HCI pH 7,5; 50 mM de EDTA pH 8,0; 3% de
SDS; 1% de b Mercaptoetanol), posteriormente se
trituraron las uredosporas con ayuda de un pistilo
de polipropileno durante 30 a 45 minutos. La cali-
dad se determind mediante electroforesis en geles
de agarosa al 1% tefiidos con GelRed (Biotium®).
Finalmente se determind la concentracion del ADN
mediante espectrofotometria.

PCR y Purificacion
Se realizo la amplificacion de la region ITS

mediante PCR empleando los iniciadores univer-
sales ITSIL e ITS4R (White et al., 1990), como
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extension at 72°C for 5 min. The amplification
products were separated by electrophoresis in 1%
agarose gels; a QIAquick gel extraction Kit® was
used to purify the DNA fragment of the ITS region.

Cloning and sequencing

The purified amplified products were cloned
in chemocompetent Escherichia coli (JM109)
using the Pgem T-easy vector system II Kit®,
following the protocol recommended by the
manufacturer. Then, for each compound sample,
10 white colonies were selected and each was
sown in 5 ml of LB medium with 60 pg/mL of
ampicillin, and then incubated at 37 °C for 24 h.
The E. coli plasmid containing the DNA fragment
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referencia se utilizé el protocolo descrito por Cris-
tancho et al. (2007). La reaccion de amplificacion
se realiz6 en un volumen de 10 uL conteniendo 2
mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 0.4 uM de cada
iniciador, Buffer de PCR 1X, 1.5 Unidades de Taq
ADN polimerasa y 40 ng de ADN. El programa de
amplificacion consistio de una etapa inicial a 95 °C
por 5 min; seguido de 30 ciclos de desnaturaliza-
cion a 94 °C por 1.5 min, alineamiento a 60 °C por
1 min y extension a 72 °C por 2 min; y un paso
final de extension a 72 °C por 5 min. Los productos
de amplificacion fueron separados mediante elec-
troforesis en geles de agarosa al 1%, la purificacion
del fragmento de ADN de la Region ITS se realizo
utilizando el QIAquick gel extraccion Kit®.

Clonacion y Secuenciacion

Los productos de amplificacion purificados
fueron clonados en Escherichia coli quimio com-
petente (JM109) utilizando el Pgem T-easy vector
system II Kit® segun el protocolo recomendado
por el fabricante. Posteriormente, se seleccionaron
10 colonias blancas por cada muestra compuesta
para ser sembradas cada una en 5 ml de medio LB
con 60 pg/mL de ampicilina, e incubadas a 37 °C
por 24 h. La extraccion del plasmido de E. coli con-
teniendo el fragmento de ADN de interés, se rea-
liz6 empleando el protocolo Wizard®Plus SV Mi-
nipreps DNA purification system de PROMEGA.
La confirmacién de la presencia de la secuencia del
ADN de la region ITS se realiz6 mediante diges-
tion con la enzima EcoRI. Los fragmentos fueron
visualizados en gel de agarosa al 1.5%. La secuen-
ciacion de los fragmentos clonados fue realizada
por la empresa GenBioteck (Argentina).

Analisis de datos

Las secuencias obtenidas fueron alineadas y
editadas con el programa Codon Code Aligner v
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of interest was extracted using the protocol of
the Wizard®Plus SV Minipreps DNA purification
system from PROMEGA. The presence of the
DNA sequence of the ITS region was confirmed
through digestion with the EcoRI enzyme. The
fragments were visualized in 1.5% agarose gel. The
sequencing of the cloned fragments was performed
by the GenBioteck company (Argentina).

Data analysis

The obtained sequences were aligned and edited
using the Codon Code Aligner v 2.0.6 program
(Codon Code Corporation). As a reference, we
used the DNA sequences of the ITS region of H.
vastatrix stored in the GenBank (Cristancho et al.,
2007).

The obtained sequences were aligned using
the MAFFT program implemented in the UGENE
platform (Golosova et al., 2014). Nucleotide and
haplotype diversities (Nei and Li, 1979) were
calculated using the DNAsp program version 5
(Librado and Rozas, 2009), and to detect similarities
among haplotypes a network was created using the
Median Joining algorithm (MJ) implemented in the
PopArt program (Bandelt et al., 1999) from which
gap sites were excluded.

We also analyzed sequences of the ITS regions
of Hemileia vastatrix stored in the GenBank, which
correspond to H. vastatrix from Colombia, and of
races Il and XXII from CIFC (Cristancho et al.,
2007).

RESULTS AND DISCUSSION

Analysis of the genetic diversity in Quillabamba
and Villa Rica

From samples of H. vastatrix collected in plots
in Quillababa (5 plots) and Villa Rica (7 plots), we
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2.0.6 (Codon Code Corporation). Como referencia
se utilizaron las secuencias de ADN de la region
ITS de H. vastatrix almacenadas en el GenBank
(Cristancho et al., 2007).

Las secuencias obtenidas fueron alineadas uti-
lizando el programa MAFFT implementado en la
plataforma UGENE (Golosova, et al., 2014). La
diversidad nucleotidica y la haplotipica (Nei y Li,
1979) se calcularon con el programa DNAsp v 5
(Librado y Rozas, 2009), y para la observacion
de las semejanzas entre los haplotipos se constru-
y6 una red utilizando el algoritmo median Joining
(MJ) implementado en el programa PopArt (Ban-
delt et al., 1999) para el cual se excluyeron los si-
tios gap.

Adicionalmente se analizaron secuencias de las
regiones ITS de Hemileia vastatrix almacenadas
en el GenBank, que corresponden a H. vastatrix de
Colombia, y de las razas II y XXII del CIFC (Cris-
tancho et al., 2007).

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Analisis de la diversidad genética de Quillabam-
ba y Villa Rica

A partir de las muestras de H. vastatrix colec-
tadas en los predios de Quillababa (5 predios) y de
Villa Rica (7 predios) se obtuvieron 106 secuencias
de ADN de la region ITS de Hemileia vastatrix.
Las longitudes de las secuencias se encontraron en-
tre el rango de 910 pb y 918 pb.

Del alineamiento de estas secuencias se obtuvie-
ron 921 sitios alineados, de los cuales 21 resultaron
ser gaps (inserciones o deleciones). Asimismo, se
encontrd 101 sitios polimoérficos, con 11 posiciones
parsimoniosas informativas (Cuadro 2).

Entre las dos zonas cafetaleras se hallé un total
de 68 haplotipos con una diversidad haplotipica (Hd
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obtained 106 DNA sequences of the ITS region of
Hemileia vastatrix. The length of the sequences
ranged between 910 pb and 918 pb.

By aligning these sequences, we obtained 921
aligned sites, of which 21 were gaps (insertions or
deletions). We also found 101 polymorphic sites
with 11 informative parsimonious positions (Table
2).

In the two coffee producing areas, a total of 68
haplotypes was found with haplotype (Hd = 0.953
+/- 0.014) and nucleotide (Pi = de 0.00409 +/-
0.00024) diversity; 62 haplotypes showed unique
sequences and 6 haplotypes consisted of more
than two sequences (Table 3). Haplotypes Hap 4,
Hap 8, Hap 36 and Hap 21 were found more often
and are considered ancestors (Figure 2); they are
also distributed across both coffee-producing areas,
where they must have arrived at different times
and became adapted to each area’s environmental
conditions. Haplotypes Hap 4 and Hap 36 are
found more often in Villa Rica, while Hap 8 and
Hap 21 are found more often in Quillabamba. The
distribution of these ancestors in the two areas is
explained by the coalescence genetic theory also
observed by Santana et al. (2007) in populations of
the fungus in Brazil.

From the analysis of H. vastatrix populations
from Quillabamba and Villa Rica, we concluded
that the highest genetic diversity is present in the
Quillabamba coffee producing area, because of its
higher nucleotide and haplotype diversity values
(Table 2).

The absence of exclusive nodes by geographic
region in the haplotype network in Figure 2 would
indicate a large and undifferentiated population
of H. vastatrix that may have resulted from the
flow of spores between the two areas carried by
people, seed and/or infected plants. These results
are similar to those obtained in Brazil by Cabral et
al. (2016), who did not observe that H. vastatrix
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Cuadro 2. Valores de los parametros obtenidos sobre las medidas descriptivas de la variabilidad de Hemileia vastatrix de las secuencias de la region ITS asocia-
das a muestras de Quillabamba, Villa Rica, Colombia y CIFC.

Table 2. Trameters obtained from descriptive measures of Hemileia vastatrix variability using sequences of the ITS region associated with samples from Quil-
labamba, Villa Rica, Colombia and CIFC.

Nimero de  Namero de Diversidad Numero de Diversidad Prucba de Taiima Sitios Sitios Posiciones
Distritos . » Nucleotidica Haplotipos de haplotipos J . variables informativas
secuencias  nucleo6tidos . (D) variables . . .
(Pi) (H) (Hd) Singleton  parsimoniosas
Quillabamba 49 919 0.00540+/- 0.00038 38 0.977 +/-0.012  -2.35287 P<0.01 66 57 9
Villa Rica 57 921 0.00293 +/- 0.00026 36 0.934 +/-0.024  -6.09578 P<0.01 47 42 5
Quillabamba- 106 921 0.00409 +/- 0.00024 68 0.953 +/-0.014 -2.66315P<0.001 101 90 1
VillaRica
g?;“c'c"'omb‘a‘ 121 921 0.00351+/-0.00022 73 0.951+/-0.013 -2.72541 P<0.001 103 92 11
CIFC: Centro de Invesgacdo das Ferrugens do Cafeeiro.
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=0.953 +/- 0.014) y nucleotidica (Pi = de 0.00409
+/- 0.00024); con 62 haplotipos con secuencias
Unicas y 6 haplotipos conformados por mas de
dos secuencias (Cuadro 3). Los haplotipos Hap 4,
Hap 8, Hap 36 y Hap 21, que se encontraron en
mayor frecuencia, se podrian considerar como los
ancestrales (Figura 2); ademas, €stos se encuentran
distribuidos en ambas zonas cafetaleras, a donde
debieron haber llegado en tiempos diferentes adap-
tandose a las condiciones ambientales de cada zona.
Los haplotipos Hap 4 y Hap 36 son mas frecuen-
tes en Villa Rica; mientras que, Hap 8 y Hap 21
son mas frecuentes en Quillabamba. Esta distribu-
cion de los ancestrales en las dos zonas obedece a
la teoria genética de coalescencia observada tam-
bién por Santana ef al. (2007) en poblaciones de
este hongo en Brasil.

Del analisis de las poblaciones de H. vastatrix
de Quillabamba y Villa Rica, se ha determinado
que la mayor diversidad genética se encuentra en
la zona cafetalera de Quillabamba, porque presenta
los valores de diversidad nucleotidica y haplotipica
mas altos (Cuadro 2).

Al no observarse en la red haplotipica de la Fi-
gura 2, nodos exclusivos por region geografica, se
estaria evidenciando una poblacion de H. vastatrix
grande ¢ indiferenciada, que pudo haberse genera-
do por el flujo de las esporas entre ambas zonas,
favorecido por el movimiento de personas, semi-
llas y/o plantas infectadas. Estos resultados son
similares a los obtenidos por Cabral et al. (2016)
en Brasil, quienes no observan una estructuracion
de la poblacion de H. vastatrix respecto a su ori-
gen, hospedero ni razas fisiologicas; sin embargo,
la diversidad genética fue relativamente menor a la
hallada en el presente trabajo. No obstante, Maia
et al. (2013) también en Brasil, obtuvieron resul-
tados similares al presente trabajo, a través del es-
tudio de 91 aislados del hongo, proponiendo que
H. vastatrix se comporta como una gran poblacion
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populations were structured based on their origin,
host or physiological race. However, the genetic
diversity was relatively lower than the diversity
found in the present study. However, Maia et al.
(2013) (also in Brazil) obtained results similar
to those of the present study using 91 fungal
isolates; they proposed that H. vastatrix acts
as a large indifferentiated population with high
genotypic diversity that is not structured based on
its geographic origin and host. Therefore, the lack
of structure of the two H. vastatrix populations by
region may be explained by the fact that the fungus
is spread over long distances.

Tajima’s neutrality test was used for H. vastatrix
populations from Villa Rica (D = -2.50181; P
< 0.001) and Quillabamba (D = -2.35287; P <
0.001), and for both areas together (D= -2.66315;
P < 0.001). These values are lower than 0, which
indicate that H. vastatrix populations are in process
of expansion. Also, they may have originated
from a few recently introduced genotypes, or may
descend from race 11, which, according to Scheiber
and Zentmyer (1984) exists in Peru since 1979.
These Tajima’s D test negative values may explain
the presence of a high number of unique haplotypes
in the haplotype network that are increasing the
variability due to accelerated population growth.
Therefore, this reflects the status of the H. vastatrix
population and shows that coffee yellow rust
epidemics in Peru, which started in 2013, were
initially caused by a few individuals. However,
it was not possible to establish the effect of the
altitude above sea level on the population, because
the Tajima test negative value indicates that there is
no evidence of the existence of a selection process.
The mechanisms that increase variability and
create new H. vastatrix races are unknown.
Therefore, spontaneous mutations may be the main
mechanism responsible for H. vastatrix variability,
especially in seasons of higher disease incidence.
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Cuadro 3. Distribucion regional de frecuencias de haplotipos de H. vastatrix generados a partir de las secuencias ITS.
Table 3. Cont’d... Regional distribution of the occurrence of H. vastatrix haplotypes obtained from ITS sequences.

. . Distribucion .
Haplotipos*  Frecuencia Secuencias’
Quillabamba Villa Rica Colombia  CIFC

Hap_1 1 1 0 0 0 HVQ_l.1

Hap 2 2 2 HVQ 1.2; HVQ 1.5

Hap 3 1 1 0 0 0 HVQ 13

HVQ_1.4; HVQ 2.4, HVQ 2.10; HVQ_3.3;
HVQ_3.5;HVQ _3.10; HVQ_5.9; HVV_6.3;
HVV_6.9; HVV_8.5; HVV_9.2; HVV_9.4;

o
o
(=]

Hap_4 23 7 13 ! 2 HVV 102, HVV 10.4; HVV 10.9; HVV 10.8;
HVV_11.11; HVV _11.5; HVV_11.6; Race T1-1126;
HVV_11.9; Race XXII-535; CT 2 N

Hap_5 1 1 0 0 0 HVQ L6

Hap 6 1 1 0 0 0 HVQ 17

Hap_7 1 1 0 0 0 HVQ 18
HVQ 1.9; HVQ 1.10; HVQ 2.2; HVQ 2.7;

Hap_8 9 5 4 0 0 HVQ3.1; HVV 66 HVV 83 HVV 88
HVV 8.10

Hap_9 1 1 0 0 0 HVQ 21

Hap_10 1 1 0 0 0 HVQ 25

Hap_11 1 1 0 0 0 HVQ 26

Hap_12 I 1 0 0 0 HVQ 28

Hap_13 1 1 0 0 0 HVQ 29

Hap_14 1 1 0 0 0 HVQ 32

Hap_15 1 1 0 0 0 HVQ 34

Hap 16 1 1 0 0 0 HVQ 3.6

Hap_17 1 1 0 0 0 HVQ 3.7

Hap_18 2 1 0 1 0 HVQ 3.8; VColPal 2

Hap_19 1 1 0 0 0 HVQ 3.9

Hap 20 1 1 0 0 0 HVQ 4.1
HVQ 46; HVQ 56, HVV 9.1, CT 12v;

Hap_21 6 2 ! 3 0 CTIgNal; CT_7_% - o

Hap_22 1 1 0 0 0 HVQ 4.10

Hap_23 1 1 0 0 0 HVQ 42

Hap 24 1 1 0 0 0 HVQ 44

Hap_25 1 1 0 0 0 HVQ 45

Hap_26 1 1 0 0 0 HVQ 49

Hap_27 1 1 0 0 0 HVQ 47

Hap 28 1 1 0 0 0 HVQ 43

Hap_29 1 1 0 0 0 HVQ 48

Hap_30 1 1 0 0 0 HVQ 5.1

Hap_31 1 1 0 0 0 HVQ 52

Hap_32 1 1 0 0 0 HVQ 53

Hap_33 1 1 0 0 0 HVQ 54

Hap_34 2 1 1 0 0 HVQ 5.5 HVV 113

Hap_35 1 1 0 0 0 HVQ 5.7
HVQ 58; HVV 62; HVV 8.1; HVV 82;

Hap 36 10 1 7 2 0 HVV 84; HVV 86; HVV 87, HVV_ILS;
CTInNa2; CT 13 v

Hap_37 1 1 0 0 0 HVQ 5.10
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Cuadro 3. Continuacion.

Haplotipos* Frecuencia Distribucion Secuencias?
plotip Quillabamba  Villa Rica Colombia CIFC

Hap 38 1 0 1 0 0 HVV 6.1
Hap 39 1 0 1 0 0 HVV 64
Hap_40 1 0 1 0 0 HVV 65
Hap 41 1 0 1 0 0 HVV 67
Hap 42 1 0 1 0 0 HVV 68
Hap 43 1 0 1 0 0 HVV 6.10
Hap_44 1 0 1 0 0 HVV 71
Hap 45 1 0 1 0 0 HVV. 72
Hap 46 1 0 1 0 0 HVV. 73
Hap 47 1 0 1 0 0 HVV. 74
Hap_48 1 0 1 0 0 HVV. 75
Hap_49 1 0 1 0 0 HVV 76
Hap_50 1 0 1 0 0 HVV 77
Hap 51 1 0 1 0 0 HVV. 79
[Hap_52 1 0 1 0 0 HVV_7.10
Hap 53 1 0 1 0 0 HVV 95
Hap 54 1 0 1 0 0 HVV 96
Hap 55 1 0 1 0 0 HVV.97
Hap_56 1 0 1 0 0 HVV 99
Hap 57 1 0 1 0 0 HVV 9.10
Hap 58 1 0 1 0 0 HVV_10.1
Hap 59 1 0 1 0 0 HVV_ 105
Hap_60 1 0 1 0 0 HVV_10.6
Hap 61 1 0 1 0 0 HVV_10.10
Hap 62 1 0 1 0 0 HVV 107
Hap 63 1 0 1 0 0 HVV 103
Hap_64 1 0 1 0 0 HVV_ILI0
Hap 65 1 0 1 0 0 HVV_ILI
Hap 66 1 0 1 0 0 HVV 112
Hap 67 1 0 1 0 0 HVV 114
Hap 68 1 0 1 0 0 HVV_ 117
Hap_69 1 0 0 1 0 CTSol 1
Hap 70 2 0 0 1 1 CTInNa3; RaceXXII-637
Hap 71 1 0 0 1 0 CTI8N
Hap 72 1 0 0 1 0 CT 28 v
Hap_73 1 0 0 1 0 CT-98

* Hap: Haplotipo / Hap: Haplotype.

Y HVQ: Hemileia vastatrix de Quillabamba; HVV: Hemileia vastatrix de Villa Rica; CT: Muestras de roya amarilla de Colombia;
Race XXII'y Race II: Muestras que corresponden al CIFC / HVQ: Hemileia vastatrix from Quillabamba; HVV: Hemileia vastatrix
from Villa Rica; CT: Samples of yellow rust from Colombia; Race XXII and Race II: Samples corresponding to CIFC.

indiferenciada con una alta diversidad genotipica, Another reason could be the selection pressure
y de igual forma, sin estructuracion con respecto a exerted by the environment. In this regard, Varzea
su origen geografico y de hospedero. Por lo tanto, and Marques (2005) believe that in Brazil the
la falta de estructuracion de las dos poblaciones de presence of resistance genes in some varieties of
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Figura 2. Red haplotipica con el método de uniéon por la mediana (Median-Joinig) de 68 haplotipos detectados para la regién
ITS de Hemileia vastatrix de las zonas cafetaleras de Quillabamba y Villa Rica. Los circulos representan un tinico
haplotipo, el tamaiio de los circulos es proporcional al nimero de secuencias que posee un haplotipo, eventos de
mutaciones simples estin indicados por lineas transversales y los haplotipos perdidos o no muestreados estan re-

presentados por nodos de color negro.

Figure 2. Haplotype network created using the Median Joinig method for 68 haplotypes detected for the ITS region of
Hemileia vastatrix from Quillabamba and Villa Rica coffee production areas. Circles represent a unique haplo-
type; the size of the circles is proportional to the number of sequences of a haplotype; transverse lines represent
the events of simple mutations, and black nodes lost or non-sampled haplotypes.

H. vastarix por regiones podria explicarse por la
dispersion del hongo a grandes distancias.

La prueba de neutralidad de Tajima se rea-
liz6 para las poblaciones de H. vastatrix de Vi-
lla Rica (D=-2.50181; P<0.001), Quillabamba
(D=-2.35287; P<0.001), asi como, de ambas zonas
juntas (D=-2.66315; P<0.001). Estos valores me-
nores a 0 indican que las poblaciones del hongo se
encuentran en proceso de expansion. Ademas, €s-
tas se habrian originado a partir de pocos genotipos
que fueron introducidos recientemente, o serian los
descendientes de la raza I, la cual, segun Scheiber
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the host species increases the number of virulent
mutants in the population. Another factor that could
explain the frequent and rapid emergence of new
variants is cryptosexuality (Carvalho et al., 2011),
which may have an important role in creating H.
vastatrix genetic variability.

Comparing H. vastatrix haplotypes from Peru to
haplotypes from Colombia

In the analysis of the ITS sequences of Peruvian
H. vastatrix populations, we included 15 DNA
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y Zentmyer (1984), existe desde el afio 1979 en el
Perti. También, estos valores negativos de D de Ta-
jima explicarian la presencia en la red haplotipica
de un elevado nimero de haplotipos unicos que
vienen incrementando la variabilidad, y que es el
resultado de un crecimiento acelerado de la pobla-
cion. Por lo tanto, se refleja el estado de la pobla-
cion de H. vastatrix y se estaria demostrando que
el origen de la epidemia de roya amarilla del café
en el Peru que se inicid en el afio 2013 fue a partir
de pocos individuos. Sin embargo, no se ha podido
establecer un efecto de la altitud sobre el nivel del
mar en la poblacidn, puesto que el valor negativo
de la prueba de Tajima indicaria que ain no es evi-
dente la existencia de un proceso seleccion.

Los mecanismos que conducen al incremento
de la variabilidad y la creacién de nuevas razas de
H. vastatrix no se conocen. Por lo tanto, se podria
considerar a las mutaciones espontaneas como el
principal mecanismo responsable de la creacion
de variabilidad en el hongo, principalmente en las
épocas de mayor incidencia de la enfermedad. Ade-
mas, se debe sumar la presion de seleccion ejercida
por el medio ambiente; al respecto, en Brasil, Var-
zea y Marques (2005) consideran que la presencia
de genes de resistencia de algunas variedades en
el hospedero, incrementan el nimero de mutantes
virulentos en la poblacion. Otro factor que podria
explicar el surgimiento frecuente y rapido de nue-
vas variantes es la criptosexualidad (Carvalho et
al.,2011), la cual podria estar jugando un papel im-
portante en la generacion de variabilidad genética
de H. vastatrix.

Comparacion de haplotipos de H. vastatrix del
Peru con los de Colombia.

Al analisis de las secuencias ITS de las pobla-

ciones de H. vastatrix peruanas se incluyeron 15
secuencias de ADN de la region ITS del hongo que
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sequences from the ITS region of the fungus that
are stored in the GenBank; of these, 12 sequences
correspond to H. vastatrix from Colombia, and
3 from CIFC. The latter are race Il and XXII
haplotypes (Figure 3). The analysis found a total
of 73 haplotypes, 65 of which were unique (they
had no replications). Also, it was confirmed that
haplotype Hap 4 contains the races II and XXII. It
is frequently present and distributed across all the
studied areas (7 sequences from Quillabamba, 13
from VillaRica, 1 from Colombia and 2 from CIFC).
Therefore, we may assume that the other haplotypes
emerged from this ancestral haplotype, which
confirms the findings of Zambolim et al. (2005) in
Brazil, who suggested that the other races emerged
from race II, which prevails in Latin America
(Cristancho et al., 2007). It was also observed that
haplotypes Hap 36 and Hap 21, which are present
in Colombia, Villa Rica and Quillabamba, are nodes
that appeared later. Haplotype Hap 8 is present
only in Quillabamba and Villa Rica; after being
introduced or emerging in Peru, this haplotype was
able to better adapt to the environmental conditions
of Peru’s coffee producing areas. Based on what we
observed in the main nodes (in which the presence
of H. vastatrix sequences from Colombia and Peru
is repetitive), it may be that in Peru and Colombia
the disease emerged in the same area four years
apart (Scheiber and Zentmyer, 1984; Buritica,
2010). No nodes by origin of provenance were
observed in the network, which would indicate that
H. vastatrix sequences from Colombia are similar
to the sequences from Peru. Studies conducted in
early 1970 indicate that the wind has an important
role in spreading the disease. Martines et al. (1975)
found uredospores with good germination viability
at an altitude of more than 1000 m; it has also
been suggested that the introduction and rapid
spread of the fungus in South America was caused
by the wind (Bowden et al., 1971). Other disease
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se encuentran almacenadas en el GenBank, de las
cuales 12 corresponden a H. vastatrix colombianas
y 3 a las del CIFC, estas ultimas son haplotipos de
la raza Il y XXII (Figura 3). En dicho analisis se
hallaron un total de 73 haplotipos, de los cuales 65
fueron Unicos (no presentaron repeticiones). Ade-
mas, se evidencid que el haplotipo Hap 4 contiene
alaraza Il y XXII; se encuentra en mayor frecuen-
cia y esta distribuida en todas las zonas estudiadas
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spreading means have also been mentioned, for
example, the disease was introduced into Brazil
through plants from Africa carried by people
(migrant workers) and seed (Schieber, 1972).
Therefore, anthropogenic causes may have had a
very important role in bringing the fungus to Peru.
Based on the analysis of H. vastatrix populations
from the studied regions, three hypotheses about
the origin of the 2013 yellow rust epidemic in Peru
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Figura 3. Red haplotipica por el método de unién por la mediana (Median-Joinig) de 73 haplotipos detectados para la re-
gion ITS de Hemileia vastatrix de Quillabamba, Villa Rica, Colombia y del CIFC. Los circulos representan un uni-
co haplotipo, el tamafio de los circulos es proporcional al nimero de secuencias que posee un haplotipo, eventos de
mutaciones simples estian indicados por lineas transversales y los haplotipos no muestreados estian representados

por nodos de color negro.

Figure 3. Haplotype network created using the Median Joinig method of 73 haplotypes detected for the ITS region of
Hemileia vastatrix from Quillabamba, Villa Rica, Colombia and CIFC. Circles represent a unique haplotype; the
size of the circles is proportional to the number of sequences of a haplotype; transverse lines represent the events
of simple mutations, and black nodes lost or non-sampled haplotypes.
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(7 secuencias de Quillabamba, 13 de Villa Rica, 1
de Colombia y 2 de CIFC). Por lo tanto, a partir
de este haplotipo ancestral, se podria suponer, que
surgieron los demas, corroborando lo planteado por
Zambolim et al. (2005) en Brasil, quien sugiere que
a partir de la raza Il surgieron las demas razas; y es
la predominante en América Latina (Cristancho et
al., 2007). Asi mismo, se observa que los haplo-
tipos Hap 36 y Hap 21 presentes en Colombia,
Villa Rica y Quillabamba, son nodos que apare-
cieron en momentos posteriores. Ademas, el ha-
plotipo Hap_8 se encuentra presente solamente en
Quillabamba y Villa Rica, el cual luego de ingre-
sar o surgir en el Pert se pudo adaptar mejor a las
condiciones ambientales de las zonas cafetaleras
peruanas. De acuerdo a lo observado en los prin-
cipales nodos, en los cuales es reiterativa la pre-
sencia de secuencias de H. vastatrix colombianas y
peruanas, se podria sugerir que en el Pert y Colom-
bia la enfermedad pudo provenir de la misma zona
llegando con cuatro afios de diferencia (Scheiber y
Zentmyer, 1984; Buritica, 2010). Ademas, en la red
no se observan nodos por origen de procedencia, lo
que estaria indicando que las secuencias de H. vas-
tatrix colombianas son similares a las secuencias
de las peruanas. Existen reportes de estudios que
se realizaron a inicios de 1970, que le atribuyen al
viento un rol muy importante en la diseminacion
de la enfermedad. Martines et al. (1975) compro-
baron la presencia de uredosporas a mas de 1000 m
de altura con una buena viabilidad de germinacion,
asimismo la dispersion por el viento fue sugerida
como la causa de introduccion y rapida disemi-
nacion del hongo a Sudamérica (Bowden et al.,
1971); también se mencionan otros medios de dis-
persion de la enfermedad, por ejemplo la introduc-
cion de la enfermedad a Brasil a través de plantas
procedentes de Africa, por personas (trabajadores
migrantes) y por semillas (Schieber, 1972), por lo
tanto, la dispersion antropogénica pudo tener un rol
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may be proposed. The first hypothesis assumes
that a new H. vastatrix race derived from Race II
was introduced in Peru and quickly adapted to the
environmental conditions of coffee producing areas
at altitudes higher than 1000 masl. Also, because
the main ancestral haplotypes were found more
frequently in Villa Rica, they must have arrived
earlier in this area than in Quillabamba. However,
in the haplotype network there is more than one
main node that is considered ancestral (Hap 4,
Hap 8, Hap 21 and Hap 36). The four haplotypes
must have arrived in Peru progressively and in a
short time. Haplotype Hap 4, that corresponds to
race I, is more frequently present in both coffee
producing areas and includes a CT 2N sequence
from Colombia in its background.

The second hypothesis states that the H.
vastatrix population evolved from race II and that a
variant emerged that is able to infect high-altitude
coffee trees. However, based on what we observed
in the haplotype network (Figure 3), at least four
variants corresponding to the ancestral haplotypes
must have developed in hight altitude. However,
two of those sequences of both Colombia and Peru
(Hap 4 and Hap 36) may have been introduced
to Colombia from Peru, but this is very unlikely
because the movement of all plant materials is
under government control (Cristancho et al., 2007).

The third hypothesis states that changes in
weather conditions may have favored the fungus
to reproduce and spread toward areas above 1000
masl. This hypothesis is supported by what is
observed in the haplotype network (Figure 3), in
which 4 nodes are formed that correspond to the
ancestral haplotypes (Hap 4, Hap 8, Hap 21
and Hap 36) which may have existed years ago,
because they are present in both coffee producing
areas of Peru, and are spreading. Also, the most
frequently found haplotype is Hap 4, which
corresponds to race II and has been present in Peru
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muy importante en la llegada del hongo al Peru.

Basados en el analisis de poblaciones del hon-
go de las regiones estudiadas, se podrian generar
tres hipotesis acerca del origen de la epidemia de
roya amarilla del café surgida en el afo 2013 en
el Perti. La primera postularia que existio la intro-
duccion de una nueva raza de H. vastatrix al Perq,
la cual provino de la Raza II, y debio adaptarse
rapidamente a las condiciones ambientales de las
zonas cafetaleras, que se encuentran en altitudes
superiores a los 1000 msnm. Ademas, por la mayor
frecuencia observada de los principales haplotipos
ancestrales en Villa Rica debid llegar antes a esta
zona que a Quillabamba; sin embargo, en la red ha-
plotipica existen mas de un nodo principal consi-
derados como ancestrales (Hap 4, Hap 8, Hap 21
y Hap 36). Estos cuatro haplotipos debieron llegar
de una manera progresiva y en un corto periodo de
tiempo al Pera. Asi mismo, el haplotipo Hap 4 que
corresponde a la raza I, esta en mayor frecuencia
en ambas zonas cafetaleras e incluyen en su confor-
macion a la secuencia CT_2N colombiana.

La segunda hipotesis postularia que hubo una
evolucion de la poblacion de H. vastatrix a partir
de la raza II, generandose una variante capaz de
infectar a los cafetos de altura; sin embargo, de
acuerdo a lo observado en la red haplotipica (Figu-
ra 3), debieron formarse de manera casi simultanea
al menos 4 variantes las que corresponden a los ha-
plotipos ancestrales; no obstante, en dos de ellos
(Hap 4 y Hap 36) se encuentran secuencias tanto
de Colombia como de Peru, las cuales debieron ge-
nerarse simultaneamente en ambos paises o de lo
contrario pudieron haber sido introducidos desde
el Peru, lo cual es una posibilidad poco probable
considerando que existen controles sobre el movi-
miento de todo material vegetal (Cristancho ef al.,
2007).

La tercera hipotesis, apunta a los cambios en las
condiciones climaticas que habrian favorecido la
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since 1979. This hypothesis is similar to the one
proposed by Cristancho ef al. (2012) in Colombia
as the origin of the coffee epidemic in 2008 that
affected Colombian coffee producing areas above
1400 masl.

CONCLUSIONS

By analyzing Hemileia vastatrix genetic
diversity using ITS region sequences, we concluded
that the haplotypic diversity values for Quillabamba
and Villa Rica in Peru were high (0.934 +/- 0.024
and 0.977 +/- 0.012, respectively). However, the
nucleotic diversity was low (0.00293 +/- 0.00026
and 0.00540 +/- 0.00038, respectively). However,
the highest H. vastatrix diversity was found in the
Quillabamba coffee producing area. In both studied
areas, a large non-differentiated population was
found by area of provenance, and their haplotypes
are similar to those from Colombia. The sequences
of races II and XXII stored in the GenBank that
correspond to haplotype Hap 4 are present both in
Quillabamba and Villa Rica. Also, three hypotheses
are proposed to explain the increase of rust intensity
in Peru.
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reproduccion del hongo y su expansion hacia las
zonas por encima de los 1000 msnm. Esta hipotesis
se sustenta con lo observado en la red haplotipica
(Figura 3), en la cual, se han formado 4 nodos co-
rrespondientes a los haplotipos ancestrales (Hap 4,
Hap 8, Hap 21 y Hap 36), posiblemente existen-
tes desde hace afos atras, porque se encuentran en
ambas zonas cafetaleras peruanas y estan en pro-
ceso de expansion. Ademas, el haplotipo de mayor
frecuencia es Hap_4 que corresponde a la raza II,
la cual existe desde el ano 1979 en el Peru. Esta
hipotesis, es similar a la que propusieron, Cristan-
cho et al. (2012) en Colombia para el origen de la
epidemia de roya del café ocurrido en el afio 2008 y
que afecto los cafetos colombianos sobre los 1400
msnm.

CONCLUSIONES

Mediante el analisis de la diversidad genética
de Hemileia vastatrix a través de la secuenciacion
de la region ITS, se determind que los valores de
diversidad haplotipica para las zonas cafetaleras
de Quillabamba y Villa Rica del Peru fueron altos
(0.934 +/- 0.024 y 0.977 +/- 0.012 respectivamen-
te); no obstante, la diversidad nucleotidica fue baja
(0.00293 +/- 0.00026 y 0.00540 +/- 0.00038, res-
pectivamente). Sin embargo, la mayor diversidad
de H. vastatrix se encuentra en la zona cafetalera de
Quillabamba. Entre las dos zonas evaluadas se ha
encontrado una poblacion grande no diferenciada
por zona de procedencia, y sus haplotipos son simi-
lares a los de Colombia. Las secuencias de las razas
IT y XXII almacenadas en el GenBank que corres-
ponden al haplotipo Hap 4, se encuentran tanto en
Quillabamba como en Villa Rica. Ademas, se pro-
ponen tres hipdtesis para explicar el incremento de
la intensidad de la roya en el Peru.
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Resumen. Se estim6 la incidencia de enferme-
dades de raiz en manzanos de Chihuahua, México,
y se identificaron trescientos aislados (hongos y
Oomicetos) tomados del tejido de raiz y suelo de
la rizosfera de arboles con sintomas de infeccion y
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Abstract. The incidence of root diseases was
estimated in apple orchards from Chihuahua,
Three hundred isolates (fungi and
Oomycetes) were identified in samples of root

Mexico.

tissue and soil of trees with infectious damage
symptoms and disease symptom-free trees. At
the same time, putatively antagonistic agents
were isolated and subsequently identified. The
pathogenicity of fifteen selected isolates (eight
fungi and seven Oomycetes), was tested in twelve
apple rootstocks under greenhouse conditions.
In addition, the in vitro antagonistic activity of
Trichoderma and Bacillus species was evaluated
against seven of the selected Oomycetes. The
incidence of infection damage of roots in 20
tested orchards was 17% (1-40%). Fusarium was
the most widely distributed fungi (67.8%). The
distribution of the other organisms was variable.
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libres de sintomas de enfermedad. Paralelamente,
se aislaron e identificaron hongos putativamen-
te antagonistas. Se determind la patogenicidad de
quince aislados seleccionados (ocho hongos y siete
Oomicetos) sobre doce portainjertos de manzano
bajo condiciones de invernadero. Adicionalmente,
se evaluo la actividad antagdnica in vitro de espe-
cies de Trichoderma y Bacillus contra siete de los
Oomicetos seleccionados. La incidencia de dafios
infecciosos en raiz en 20 huertos analizados fue del
17% (1-40%). Fusarium fue el hongo mas amplia-
mente distribuido (67.8%). La distribucion del res-
to de los organismos fue variable. Se identificaron
cuatro especies de Trichoderma, siendo T. gamsii
la mas ampliamente distribuida (72.5%). Bacillus
spp., redujo sustancialmente el crecimiento ra-
dial (>90%, p=0.05) de Phytophthora cactorum.
Once portainjertos fueron susceptibles al menos
a Pythium ultimum y Phytophthora cactorum C3.
Los portainjertos G.935, Standard y M.25 fueron
los mas resistentes con 0% de incidencia. Las es-
pecies antagonistas de ambos géneros inhibieron in
vitro significativamente el crecimiento de P. cac-
torum (86.4-93.8%, p= 0.05), respecto a especies
de Pythium, por lo que podrian ser utilizados como
agentes de control bioldgico.

Palabras clave: Bacillus spp., Fusarium spp.,
Phytophthora cactorum, Trichoderma spp., region
ITS, identificacion molecular

Los manzanos (Malus x domestica Borkh.) son
uno de los cultivos templados mas importantes en
México (Ramirez-Legarreta et al., 2011). Los ar-
boles de manzano son afectados por diversos facto-
res bidticos y abidticos que limitan su produccion,
especialmente las enfermedades de raiz. En los
agroecosistemas, el incremento en la diversidad de
microorganismos patogénicos (Oomicetos, hongos,
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Four species of Trichoderma were identified,
with 7. gamsii being the most widely distributed
(72.5%). Bacillus spp. substantially reduced the
radial growth (>90%, p=0.05) of Phytophthora
cactorum. Eleven rootstocks were susceptible to
Pythium ultimum y Phytophthora cactorum C3.
The G.935, Standard and M.25 rootstocks were the
most resistant with 0% incidence. The antagonistic
species of both genera inhibited the in vitro growth
of P. cactorum (86.4-93.8%, p= 0.05), respect to
Pythium species, and therefore, they might be used
as biological control agents.

Key words: Bacillus spp., Fusarium spp.,
Phytophthora cactorum, Trichoderma spp., ITS
region, molecular identification

Apples (Malus x domestica Borkh.) are one
of the most important temperate crops in Mexico
(Ramirez-Legarreta et al., 2011). Apple trees are
affected by several biotic and abiotic factors that
limit their production, especially root diseases.
In agroecosystems, the increased diversity of
pathogenic microorganisms (Oomycetes, fungi,
bacteria, nematodes, among others) can lead to
root rot diseases. The root diseases caused by
fungi and Oomycetes in apple trees, represent one
important economic problem worldwide. These
microorganisms destroy and collapse the root
system of susceptible rootstocks, reducing the
absorption of nutrients and water, blocking vascular
bundles and, eventually, causing the death of apple
trees (Rumberger et al., 2007; Samaniego-Gaxiola,
2007; Tewoldemedhin et al., 2011a, b). The main
pathogens of apple trees include Phytophthora
spp., Pythium spp., Phymatotrichopsis omnivora,
Fusarium spp., Rhizoctonia spp., among others
(Latorre et al., 2001; Samaniego-Gaxiola, 2007).
However, there still are in many apple producing
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bacterias, nematodos, entre otros), pueden conducir
a las enfermedades de pudricion de raiz. Las enfer-
medades de raiz causadas por hongos y Oomicetos
en arboles de manzano, representan un importante
problema econdémico alrededor del mundo. Estos
microorganismos destruyen y colapsan el sistema
radicular de portainjertos susceptibles, reducien-
do la absorcion de agua y nutrientes, bloqueando
los haces vasculares y eventualmente, causando la
muerte de los arboles de manzano (Rumberger et
al.,2007; Samaniego-Gaxiola, 2007; Tewoldemed-
hin et al., 2011a, b). Los principales patogenos del
manzano incluyen a Phytophthora spp., Pythium
spp., Phymatotrichopsis omnivora, Fusarium spp.,
Rhizoctonia spp., entre otros (Latorre ef al., 2001;
Samaniego-Gaxiola, 2007). Sin embargo, en mu-
chas areas productoras de manzana, todavia hay
patdégenos que no han sido identificados como
agentes de enfermedades para los manzanos. Las
principales enfermedades en arboles de manzano,
incluyen las enfermedades de pudricion de cuello
y corona, resultado de un complejo de patoge-
nos (Lamichhane y Venturi, 2015). La incidencia,
agentes causales y patogenicidad de agentes causa-
les de enfermedades de pudricion de cuello y raiz,
han sido pobremente estudiados durante las tltimas
tres décadas en huertos de manzano del norte de
Meéxico. Se requiere informacion en este sentido,
en particular en ésta area productora de manzana,
para desarrollar un mejor manejo integrado de en-
fermedades, con el fin de reducir el uso excesivo
de plaguicidas quimicos de amplio espectro para
el control de estas enfermedades. Indudablemen-
te, estas mejoras en el manejo integrado de enfer-
medades incluyen el uso de microorganismos con
actividad antagonista, los cuales son colonizadores
eficientes, producen metabolitos que inhiben el
crecimiento de fitopatogenos y actlian como pro-
motores del crecimiento vegetal (Ezziyyani et al.,
2004). Por lo tanto, el objetivo del presente estudio
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areas pathogens that have not been identified as
disease agents for apple trees. The major diseases
of apple trees, including crown-rot root diseases,
result from a complex of pathogens (Lamichhane
and Venturi, 2015). The incidence, causal agents
and pathogenicity of causal agents of crown-rot
root diseases have scarcely been studied during the
last three decades in apple orchards from Northern
Mexico. Information in this regard is needed in
this particular apple producing area to develop a
better-integrated disease management in order
to reduce the excessive use of broad-spectrum
chemical pesticides to control these diseases.
Undoubtedly, this improved integrated disease
management include the use of microorganisms
with antagonistic activity, which are efficient
colonizers, produce metabolites that inhibit the
growth of phytopathogens and act as plant growth
promoters (Ezziyyani ef al., 2004). Thus, the aim of
the present study was to estimate the incidence of
root pathogens in apple orchards from Chihuahua,
Mexico, identifying the fungi and Oomycetes
probably involved in the diseases and evaluating
their pathogenicity in commercial apple rootstocks.
The antagonistic effect of some microorganisms
against some of the identified Oomycetes was also
determined in vitro.

MATERIALS AND METHODS

Experimental site and estimation of infection
damage incidence

The incidence of roots with infection damage
was determined on time in five orchards from
the main apple-producing regions of Chihuahua,
Mexico (Cuauhtémoc,
and Guerrero, Table 1) during June and July of
2013. The climate conditions and technification

Bachiniva, Namiquipa
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fue estimar la incidencia de patdgenos de la raiz en
huertos de manzano de Chihuahua, México, iden-
tificando los hongos y Oomicetos probablemente
involucrados en las enfermedades y evaluando su
patogenicidad en portainjertos de manzano comer-
ciales. También se determiné el efecto antagonista
in vitro de algunos microorganismos contra algu-
nos de los Oomicetos identificados.

MATERIALES Y METODOS

Sitio experimental y estimacion de incidencia de
dafio infeccioso

La incidencia de raices con dafio infeccioso se
determiné una vez, en cinco huertos de las princi-
pales regiones productoras de manzana de Chihu-
ahua, México (Cuahtémoc, Bachiniva, Namiquipa
y Guerrero, Cuadro 1) durante junio y julio del
2013. Las condiciones climaticas y el nivel de tec-
nificacion variaron entre las areas evaluadas. Qui-
nientos arboles, distribuidos en 10 hileras, se eva-
luaron en cada huerto (10,000 arboles en total) en
un disefio completamente al azar (Cuadro 1). Los
sintomas de dafio infeccioso de raiz considerados
fueron marchitez, pobre crecimiento de los brotes,
follaje palido o amarillo, follaje necrotico, defolia-
cion prematura, muerte regresiva de hojas y brotes
terminales, manchas negras o cafés en los tallos,
formacion de canceres y crecimiento irregular.

Muestras de suelo y tejido

Se recolect6 tejido enfermo (muestras de raiz y
tallo de 10-20 cm de largo) y suelo cercano a la
rizosfera (500-600 g) de 10 arboles con aparente
dafio infeccioso de raices y de arboles libres de
sintomas, de cada huerto para aislar los hongos y
Oomicetos.
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level varied among tested areas. Five hundred
trees, distributed in 10 rows, were evaluated in
each orchard (10,000 trees total) in a randomize
design (Table 1). Root infection damage symptoms
considered were wilting, poor shoot growth pale or
yellow foliage, necrotic sparse foliage, premature
defoliation, regressive death of leaves and terminal
shoots, black or brown spots on the stems, cankers
formation and irregular growth.

Soil and tissue samples

Diseased tissue (root and stem samples of 10-
20 cm of length) and soil near the rhizosphere
(500-600 g) of ten apple trees with apparent root
infection damage and free of infection damage
were collected from each orchard to isolate fungal
and Oomycetes.

Isolation and purification of microorganisms

Three to five pieces (10-20 cm of length) of
diseased tissue were washed with tap water to
eliminate the excess of soil and subsequently cutinto
1 cm pieces. The pieces were washed for 1 min with
0.5% sodium hypochlorite (NaOCI) solution, rinsed
three times with sterile distilled water and dried on
sterile brown wrapping paper in a biosafety hood
(Envirco Corporation, Albuquerque, New Mexico,
USA). Tissue subsamples (5 pieces each of 1 cm of
length) were placed in triplicate in humid chambers
(90-mm Petri dishes with moistened cotton). On
the other hand, tissue subsamples (five pieces of
3-5 mm of length) were placed in triplicate on
semi-selective media V8-agar [V8 juice, calcium
carbonate (CaCO,; Sigma-Aldrich) - agar (Sigma-
Aldrich)] and potato-dextrose-agar (PDA; BD
Bioxon). These two media contained antibiotics
[pimaricin 0.1 g/L (Sigma-Aldrich, USA),
rifampicin 0.01 g/L (Sigma, USA), oxytetracycline
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Cuadro 1. Huertos de manzano muestreados, ubicacién geografica, portainjertos plantados, edad de los arboles e incidencia
de arboles de manzano con posible enfermedad de raiz en cuatro localidades del estado de Chihuahua, México.

Table 1. Apple orchards sampled, geographical location, rootstock planted, age of the trees, and incidence of apple trees

with putative root disease in four localities in the state of Chihuahua, Mexico.

Localidades Huertos Portainjertos E(~iad Nl.Vel d?, Ublcaf:lon msnm Incidencia
(afos)  tecnificacion geografica (%)
Picacho lot 7 MM.111 1 High* 28°29°28”N, 106°40°08”W 2,020 4
Picacho lot 6 MM.111 12 High* 28°29’31”N, 106°39°45”W 2,017 1
Cuauhtémoc Picacho lot 1A MM.106 43 Medium” 28°29°23”N, 106°39°07"W 2,025 14
Campo 2A Bud 108, M.7 10 High* 28°26°40”N, 106°59°18”W 2,130 28
Campana Standard 30 High 28°33°49"N, 106°54°24"W 1,995 32
(Campo 4)
Carlos Marquez Standard 27 Medium? 29°11°03”N, 107°25’14”W 1,877 17
Manuel Rivera Standard 19 Medium? 29°08’53”N, 107°23°34”W 1,868 15
Namiquipa Reyes Nevarez 1 Standard 18 Medium? 29°10°31”N, 107°22°27”W 1,900 13
Reyes Nevarez 2 Standard 8 High* 29°09°32”N, 107°23°10”W 1,873 4
Reyes Nevarez 3 Standard 30 Medium?* 29°08’59”N, 107°23°30”W 1,889 28
El Encino John Downie 5 Medium* 28°33°23”N, 107°27°21”W 2,084 12
El Tanque Standard 6 Medium” 28°33°36”N, 107°27°23”W 2,082 19
Guerrero Tres Compadres Standard 6 Medium? 28°32°66”N, 107°27°10”W 2,099 14
Gameros Standard 4 Medium? 28°31°58”N, 107°26°57”W 2,096 24
Las Margaritas MM.111 3 Medium? 28°33’31”N, 107°29°37"W 2,012 19
San Joaquin Standard 44 Medium? 28°51°58”N, 107°15°57"W 1,991 40
Rosy MM.111 28 High* 28°51’45”N, 107°16°08”W 1,984 7
Bachiniva Bety MM.111 15 High* 28°51°29”N, 107°16’17"W 1,977 5
Manuel MM.111 15 High* 28°51°11”N, 107°15°39”W 1,979 2
La Ciénega Standard 34 Medium* 28°46°52”N, 107°15°21”W 2,009 33

msnm: metros sobre el nivel del mar / masl: meters above sea level.

*Alto: Irrigacion por micro-aspersion, calefaccion, malla antigranizo; YMedio: Riego rodado, calefaccion, sin malla antigranizo, sin
limite del uso de recursos y asistencia técnica ocasional (Ramirez-Legarreta et al., 2004) / *High: Micro-sprinkler irrigation, heat-
ing, hail mesh; YMedium: Rolled irrigation, heating, without hail mesh, without limiting the use of resources and casual technical

assistance (Ramirez-Legarreta et al., 2004).

Aislamiento y purificacion de microorganismos

Se lavaron con agua corriente tres a cinco piezas
(10-20 cm de largo) de tejido enfermo para elimi-
nar el exceso de suelo y subsecuentemente se cor-
taron en piezas de 1 cm. Los pedazos se lavaron
por 1 min con una solucién de hipoclorito de sodio
(NaOCl) 0.5%, se enjuagaron tres veces con agua
destilada y se secaron en papel estraza estéril en
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0.03 g/L (Sigma, Germany)| (Tewoldemedhin
et al., 2011a). Thus, 15 subsamples of 1 cm and
15 subsamples of 3-5 mm from each tree with
and without infection damage symptoms were
evaluated. All assays were performed at 28 °C for
5 d in an environmental chamber without light
(Precision Scientific, Winchester, VA, USA).
The fungi were purified on PDA medium, using
a monosporic culture technique, followed by
incubation at 28 °C for 72-96 h. PARPH medium
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una cabina de bioseguridad (Envirco Corporation,
Albuquerque, New Mexico, EUA). Las submues-
tras de tejido (5 piezas de 1 cm de largo) se co-
locaron por triplicado en camaras humedas (cajas
de Petri de 90-mm con algodon htimedo). Por otra
parte, submuestras de tejido (cinco piezas de 3-5
mm de largo) se colocaron por triplicado en medios
de cultivo semi-selectivos V8-agar [jugo V8, car-
bonato de calcio (CaCO,; Sigma-Aldrich) — agar
(Sigma-Aldrich)] y papa-dextrosa-agar (PDA; BD
Bioxon). Estos dos medios contenian antibioticos
[pimaricina 0.1 g/L (Sigma-Aldrich, EUA), rifam-
picina 0.01 g/L (Sigma, EUA), oxytetraciclina 0.03
g/L (Sigma, Alemania)] (Tewoldemedhin et al.,
2011a). Por lo tanto, se evaluaron 15 submuestras
de 1 cm y 15 submuestras de 3-5 mm de cada ar-
bol con y sin sintomas de dafio infeccioso. Todos
los ensayos se llevaron a cabo a 28 °C por 5 d en
una camara ambiental sin luz (Precision Scientific,
Winchester, VA, EUA). Los hongos fueron purifi-
cados en medio PDA usando la técnica de cultivo
monosporico, seguido por una incubacion a 28 °C
por 72-96 h. Para el aislamiento de Oomicetos, se
us6 el medio PARPH [17 g/L de medio de harina
de maiz (Analytical Fluka, Sigma); 0.10 g/L pen-
tacloronitrobenceno (PCNB), 0.27 g/L ampicilina
(Sigma) y 0.01 g/L rifampicina (Sigma)]. Estos mi-
croorganismos fueron incubados bajo las mismas
condiciones que los hongos.

Las especies de Trichoderma se aislaron por di-
luciones seriadas (1:10) de suelo tamizado (1 g) de
arboles con y sin sintomas de dafio infeccioso en
tubos de ensayo con 9 mL de agua peptonada estéril
(0.1% pepetona y 0.85% NaCl en agua destilada).
Se sembraron por triplicado alicuotas (50 pL) de
las diluciones (104, 10°, and 10°) por la técnica de
difusién en cajas de Petri de 90-mm que contenian
medio PDA adicionado con antibioticos indicados
previamente (Schoenborn ef al., 2004).
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[17 g/L of corn meal agar medium (Analytical
Fluka, Sigma); 0.10 g/L pentachloronitrobenzene
(PCNB), 0.27 g/L ampicillin (Sigma) and 0.01 g/L
rifampicin (Sigma)] was used to isolate Oomycetes.
These microorganisms were incubated under the
same conditions than fungi.

The Trichoderma species were isolated by serial
dilutions (1:10) of sieved soil (1 g) from diseased and
disease symptom-free trees in test tubes containing
9 mL of sterile peptone water (0.1% peptone and
0.85% NaCl in distilled water). Aliquots (50 pL)
of the prepared dilutions (104, 10°, and 10°) were
spread in triplicate by diffusion technique on 90-
mm Petri dishes containing PDA medium added of
the antibiotics previously indicated (Schoenborn et
al., 2004).

Morphological and molecular identification of
microorganisms

Fungi and Oomycetes were purified on PDA
medium without antibiotics (Tewoldemedhin et al.,
2011a)and identified at genus level using taxonomic
keys (Barnett and Hunter, 1972; Dugan, 2006;
Watanabe, 2010), according to their morphological
characters observed in an optical microscope
(Carl Zeiss, Jena, Germany). The identity of these
microorganisms was confirmed molecularly.

The genomic DNA (gDNA) was extracted and
used to perform the identity analysis of the fungal
isolates based on their molecular characters. For
this purpose, an explant of the purified fungi was
placed on a Petri dish containing PDA medium,
covered with sterile cellophane and incubated
at 28 °C for 7 d. The mycelia was collected and
placed in a porcelain mortar with a buffer (200 mM
Tris-HCI (pH = 8), 250 mM NaCl, 25 mM EDTA,
0.5% SDS) at 70 °C. The mycelia was macerated
according to Raeder and Broda (1985). The
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Identificaciéon morfolégica y molecular de mi-
croorganismos

Los hongos y Oomicetos fueron purificados en
medio PDA sin antibioticos (Tewoldemedhin et al.,
2011a) e identificados a nivel de género utilizan-
do claves taxonomicas (Barnett y Hunter, 1972;
Dugan, 2006; Watanabe, 2010), de acuerdo con
sus caracteres morfologicos observados en un mi-
croscopio optico (Carl Zeiss, Jena, Alemania). La
identidad de estos microorganismos fue confirma-
da molecularmente.

El ADN gendémico (ADNg) fue extraido y usa-
do para llevar a cabo el analisis de identidad de los
aislados fungicos, basados en sus caracteres mole-
culares. Para este proposito, un explante del hongo
purificado se coloco en una caja de Petri que con-
tenia medio PDA, se cubrid con celofan estéril y se
incubo a 28 °C por 7 d. Se recolecto el micelio y se
colocd en un mortero de porcelana con un amorti-
guador (200 mM Tris-HCI (pH = 8), 250 mM NaCl,
25 mM EDTA, 0.5% SDS) a 70 °C. El micelio se
macer6 de acuerdo con Raeder y Broda (1985). El
ADNg obtenido se visualizé por electroforesis en
un gel de agarosa al 1% y subsecuentemente se
us6 para amplificar el espaciador transcrito interno
(ITS4 y 5, por sus siglas en inglés) del ADNr, usan-
do los cebadores universales ITS5 (5’-GGAAGTA-
AAAGTCGTAACAAGG-3’) e ITS4 (5’-TCCTC-
CGCTTATTGATATGC-3’) (White et al., 1990).
Las condiciones de amplificacion incluyeron una
etapa inicial de desnaturalizacion a 94 °C por 5 min,
30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 30 s,
alineamiento a 60 °C por 30 s, extension a 72 °C
por 45 s, y una etapa final de extension a 72 °C por
10 min.

Los productos de PCR se examinaron por elec-
troforesis en un gel de agarosa al 1% y subsecuen-
temente purificados usando el kit DNA Clean &
Concentrator (Zymo Research, California, EUA),
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obtained gDNA was visualized by electrophoresis
on a 1% agarose gel and subsequently used to
amplify the internal transcribed spacers (ITS 4 and
5) of the rDNA, using the universal primers ITS5
(5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’)
and ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")
(White et al., 1990). The amplification conditions
included an initial denaturation step at 94 °C for
5 min, 30 cycles of denaturation at 94 °C for 30 s,
annealing at 60 °C for 30 s, extension at 72 °C for
45 s, and a final extension step at 72 °C for 10 min.
The PCR products were examined by electrophoresis
on a 1% agarose gel and were subsequently purified
using the DNA Clean & Concentrator kit (Zymo
Research, California, USA), according to the
manufacturer’s instructions. These products were
sequenced at Macrogen (Rockville, MD, USA).
The obtained sequences were compared against
the NCBI database using the BLAST algorithm
(Altschul et al., 1990) to verify the percent identity
corresponding to the identified species. The
nucleotide sequences obtained in the present study
have not been deposited in NCBI.

Pathogenicity tests in apple rootstocks.

The Koch’s postulates were performed under
greenhouse conditions using 15 pathogens (eight
fungi and seven Oomycetes) isolated from the
rhizosphere of apple trees with and without root
infection damage symptoms. One year old trees of
the 12 most planted rootstocks in Mexico (G.30,
G.41, G.202, G.222, G.935, M.7, M.25, MM. 106,
MM.111, Bud 118, Bud 9 and Standard) were
purchased from two nurseries in Cuauhtemoc,
Chihuahua (“Viveros Sacramento” and “Vivero
Los Cienes”). Five trees of each rootstock were
inoculated with each pathogen. Additionally, five
trees of each rootstock were used as control group
(without inoculum).
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de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Estos productos fueron secuenciados en Macrogen
(Rockville, MD, EUA). Las secuencias obtenidas
fueron comparadas contra las bases de datos del
NCBI usando el algoritmo de BLAST (Altschul et
al., 1990) para verificar el porcentaje de identidad
correspondiente a las especies identificadas. Las
secuencias de nucledtidos obtenidas en el presente
estudio no han sido depositadas en el NCBI.

Pruebas de patogenicidad en portainjertos de
manzano

Los postulados de Koch se realizaron bajo con-
diciones de invernadero utilizando 15 patdgenos
(ocho hongos y siete Oomicetos) aislados de la ri-
zosfera de arboles de manzano con y sin sintomas
de dafio infeccioso en raiz. Se adquirieron arboles
de manzano de 1 afio de edad de los 12 portainjer-
tos mas plantados en México (G.30, G.41, G.202,
G.222,G.935, M.7, M.25, MM.106, MM.111, Bud
118, Bud 9 y Estandar), de dos viveros en Cuauhté-
moc, Chihuahua (“Viveros Sacramento” y “Vivero
Los Cienes”). Se inocularon cinco arboles de cada
portainjerto con cada patégeno. Adicionalmente, se
utilizaron cinco portainjertos como grupo testigo
(sin indculo).

Los arboles se plantaron en bolsas negras de
polietileno (5 L) conteniendo sustrato previamen-
te esterilizado a 121 °C y 15 psi. El sustrato esta-
ba compuesto por suelo franco, vermiculita y peat
moss (1: 1: 1). Dos meses después del trasplante,
los arboles fueron inoculados con 10 mL de indculo
de hongos u Oomicetos sin cuantificar (Hantula et
al., 2000). El indculo tenia 3 d edad y fue crecido
en caldo vegetal V8 [jugo V8 (Campbell's ™) y
carbonato de calcio (CaCO, Sigma Aldrich)] a
28 °C en un agitador orbital a 140 rpm (Orbit 1900,
Labnet International Inc.). Los portainjertos inocu-
lados se mantuvieron por otros dos meses bajo con-
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The trees were planted in dark polyethylene bags
(5 L) containing substrate previously sterilized at
121 °C and 15 psi. The substrate was composed by
loam soil, vermiculite and peat moss (1: 1: 1). Two
months after planting, the trees were inoculated
with 10 mL of unquantified fungi or Oomycetes
inoculum (Hantula ef al., 2000). The inoculum was
3 d old and grown in vegetable broth V8 [V juice
(Campbell’s ™) and calcium carbonate (CaCO,,
Sigma Aldrich)] at 28 °C under orbital shaking at
140 rpm (Orbit 1900, Labnet International Inc.).
The inoculated rootstocks were maintained for
another two months under greenhouse conditions
(Uthkede and Smith, 1991; Latorre et al., 2001).
During this time, the characteristic symptoms
resulting from the fungal and Oomycete infections
were monitored weekly. The Oomycetes and
fungal isolates causing the death of trees or severe
symptoms of damage in roots, stems, leaves and
shoots after two months of the inoculation were
considered as pathogenic.

In vitro antagonistic activity

Four fungal isolates and two antagonistic
bacteria isolates were confronted against seven
Oomycetes isolates. The antagonists included a
Trichoderma asperellum and two Bacillus species
previously identified (Rios-Velasco et al., 2016).

The activity of Trichoderma spp. and Bacillus
isolates was evaluated in vitro against the Oomycetes
obtained from apple orchards. For this purpose,
confrontations were performed (7richoderma spp.
vs Oomycetes) using a dual culture technique in
Petri dishes (90 mm) containing Potato-Dextrose-
Agar (PDA). A paper filter disc (6 mm) containing
the mycelium and conidia unquantified of the
pathogen was placed on one side of the dish and
another filter paper disc containing the mycelium
and conidia unquantified of the antagonist was
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diciones de invernadero (Uthkede y Smith, 1991;
Latorre et al., 2001). Durante este tiempo, se moni-
torearon semanalmente los sintomas caracteristicos
resultado de las infecciones de hongos y Oomice-
tos. Se consideraron como patogénicos a los aisla-
dos de hongos y Oomicetos que causaron la muerte
de los arboles o que causaron sintomas severos de
dafio en las raices, tallos, hojas y brotes después de
2 meses de la inoculacion.

Actividad antagénica in vitro

Se confrontaron cuatro aislados de hongos y dos
de bacterias antagonistas contra siete aislados de
Oomicetos. Se incluyeron los antagonistas 7richo-
derma asperellum y dos especies de Bacillus pre-
viamente identificados (Rios-Velasco et al., 2016).

Se evaluo la actividad in vitro de los aislados de
Trichoderma spp. y Bacillus contra los Oomicetos
obtenidos de huertos de manzano. Para este pro-
posito, se realizaron confrontaciones (7richoderma
spp. vs Oomicetos) usando la técnica de cultivo
dual en cajas de Petri (90 mm) conteniendo Papa-
Dextrosa-Agar (PDA). Se coloco un disco de papel
filtro (6 mm) conteniendo el micelio y conidias sin
cuantificar del patdogeno en un lado de la caja y se
coloco otro disco de papel filtro conteniendo el mi-
celio y conidias sin cuantificar del antagonista, en
el lado opuesto de la caja. Las confrontaciones de
Bacillus spp. vs Oomicetos, se realizaron colocan-
do un circulo de papel filtro de 6 mm de didmetro
del patogeno (micelio y conidias sin cuantificar) en
el centro de la caja Petri conteniendo PDA, mientras
que la bacteria fue inoculada, el mismo dia que el
fitopatdgeno, en los cuatro puntos cardinales de la
caja de Petri usando circulos de papel filtro (6 mm
de diametro con inoculo de 48 h de edad) (Figura 1).

Tanto los testigos de patogenos y antagonistas
se colocaron individualmente en el centro de la caja
de Petri y se realizaron por triplicado con 10 unidades
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placed on the opposite side of the dish. The
Bacillus spp. vs Oomycetes confrontations were
performed by placing one filter paper circle of
6 mm in diameter of the pathogen (mycelium
and conidia unquantified) in the center of a Petri
dish containing PDA, whereas the bacteria were
inoculated on the cardinal points of the Petri dish
using filter paper circles (6 mm in diameter with
the 48 h old inoculum), the same day that the
phytopathogens (Figure 1).

Controls, both antagonist and pathogen, were
placed individually in the center of the Petri
dish, and were performed in triplicate with ten
experimental units each. The dishes were incubated
at 28 °C in a Precision Scientific incubator (Model
31534), and systematic measurements of the radial
growth of the fungal colonies confronted with
antagonistic fungi and bacteria, and the control
dishes, respectively, were performed every 24 h for
eight days.

The possible antagonistic activity of
Trichoderma spp. and Bacillus spp., was evaluated
in terms of radial growth of the pathogen (RGP),
radial growth of the antagonist (RGA), and
percentage inhibition of radial growth (PIRG).
The PIRG was evaluated according to Ezziyyani
et al. (2004) using the formula PIRG = (R1 — R2)
/ R1 x 100, where R1 is the radial growth of the
control pathogen, and R2 is the radial growth of
the pathogen in the confrontation, while that of the
antagonist type was measured according to Bell’s
scale (Bell et al., 1982).

Statistical analysis

Both bioassays were performed in triplicate,
with ten Petri dishes per replicate for each
bacterium-fungus in vitro evaluation, using a
completely randomized design with the following
six treatments: four antagonistic fungal isolates
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Figura 1. Micoparasitismo de especies de Trichoderma (a-c); a) T. asperellum vs Pythium ultimum; b) T. harzianum vs
Pythium sp.; ¢) T. atroviride vs Phytophthora cactorum; y halos de inhibicién de especies de Bacillus (d-f); d) B.
ampyloliquefaciens vs Phytophthora cactorum; €) B. amyloliquefaciens vs Phytophthora cactorum; f) B. methylotro-
phicus vs Pythium ultimum al sexto dia post-inoculacién in vitro.

Figure 1. Mycoparasitism of Trichoderma species (a-c); a) T. asperellum vs Pythium ultimum; b) T. harzianum vs Pythium
sp.; ¢) T. atroviride vs Phytophthora cactorum; and inhibition halos of Bacillus species (d-f); d) B. amyloliquefaciens
vs Phytophthora cactorum; e) B. amyloliquefaciens vs Phytophthora cactorum; f) B. methylotrophicus vs Pythium

ultimum at 6th d post-inoculation in vitro.

experimentales cada una. Las cajas se incubaron a
28 °C en una incubadora Precision Scientific (Mo-
delo 31534) y se realizaron mediciones sistemati-
cas cada 24 h por ocho dias, del crecimiento ra-
dial de las colonias de hongos confrontadas con los
hongos y bacterias antagonistas y las cajas testigo,
respectivamente.

Se evaluod la posible actividad antagonista de
Trichoderma spp. y Bacillus spp. en términos de
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and two antagonistic bacteria isolates confronted
against seven Oomycetes isolates, with one control
for each microorganism, where each treatment was
an antagonist microorganism with 30 Petri dishes.
The PIRG data and inhibition halo were analyzed
using the Statistical Analysis System version 9.0
(SAS, 2002) for a balanced analysis of variance
(ANOVA), and the means were separated using
Tukey’s test (p = 0.05).
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crecimiento radial del patogeno (CRP), crecimien-
to radial del antagonista (CRA) y el porcentaje de
inhibicion del crecimiento radial (PICR). Se eva-
lué el PICR de acuerdo con Ezziyyani et al. (2004)
usando la formula PICR = (R1 — R2) / R1 x 100,
donde R1 es el crecimiento radial del patdégeno tes-
tigo y R2 es el crecimiento radial del patogeno en la
confrontacion, mientras que el tipo de antagonismo
fue medido de acuerdo con la escala de Bell (Bell
et al., 1982).

Analisis estadistico

Ambos ensayos se realizaron por triplicado, con
diez cajas de Petri por repeticion para cada evalua-
cion in vitro de bacteria-hongo, usando un disefio
completamente al azar con los siguientes seis trata-
mientos: cuatro aislados de hongos antagonistas y
dos aislados de bacterias antagonistas confrontadas
contra siete aislados de Oomicetos, con un testigo
para cada microorganismo, mientras que cada tra-
tamiento constd de un microorganismo antagonista
con 30 cajas de Petri. Los datos del PICR y el halo
de inhibicion se analizaron usando el Sistema de
Analisis Estadistico version 9.0 (SAS, 2002) para
un analisis de varianza (ANVA), y las medias fue-
ron separadas usando la prueba de Tukey (p = 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Incidencia de dafo infeccioso en raices

La incidencia total de enfermedades de raiz en
los huertos muestreados fue de 17%. Dicha inci-
dencia oscild de 1 a 32% y de 4 a 28% en huertos
de Cuauhtémoc y Namiquipa, respectivamente,
con una incidencia promedio de 16% para ambas
areas. En Guerrero y Bachiniva, la incidencia fluc-
tud de 12 a 24% y de 2 a 40%, respectivamente,
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RESULTS AND DISCUSSION
Incidence of roots infection damage

The total incidence of root disease in sampled
orchards was 17%. This incidence ranged from 1
to 32% and from 4 to 28% in the orchards from
Cuauhtémoc and Namiquipa respectively, with
an average incidence of 16% for both areas. In
Guerrero and Bachiniva, the incidence ranged
from 12 to 24% and from 2 to 40%, respectively,
with an average incidence of 17% for both areas
(Table 1). The highest incidence was observed in
“San Joaquin” and “La Ciénega” orchards, located
in Bachiniva, probably as a consequence of the
advanced age of the trees (44 and 34 years old,
respectively) and the medium level of technification
making them more susceptible to the attack of the
phytopathogens. The climate conditions of this
region, which were better for the growth of the
microorganisms might also be involved in this high
incidence of infection damage of roots.

The incidence values probably depended of the
technification level (mainly the irrigation method),
conditions, soil type,
interactions among phytopathogens, rootstocks,
differences in horticultural practices and age of
the trees in each orchard. It is also important to
consider that in some orchards, farmers apply
organic matter to the soil, which could favor the
establishment of antagonistic microorganisms,
improving their development and thus avoiding the
growth of phytopathogens (Kamal ez al., 2010). The
variability of incidence values for each orchard and
locality might be consequence of the pathogenicity
and virulence of the microorganism (Wilcox, 1993).
Manici et al. (2013) also observed that the incidence
of root diseases varied considerably among regions
and the severity of the disease was attributed to the
fungi composing the microorganism complex.

climate unrecognized
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con una incidencia promedio de 17% para ambas
areas (Cuadro 1). La incidencia mas alta se observo
en los huertos “San Joaquin” y “La Ciénega”, lo-
calizados en Bachiniva, probablemente como con-
secuencia de la avanzada edad de los arboles (44 y
34 anos, respectivamente) y el nivel medio de tec-
nificacion, haciéndolos mas susceptibles al ataque
de los fitopatogenos. Las condiciones climaticas de
ésta region, las cuales son mejores para el creci-
miento de los microorganismos, también pueden
estar involucradas en esta alta incidencia de dafio
infeccioso de raices.

Los valores de incidencia probablemente de-
penden del nivel de tecnificacion (principalmente
el método de riego), las condiciones climaticas, el
tipo de suelo, las interacciones sin reconocer en-
tre patodgenos, el portainjerto, las diferencias en las
practicas horticolas y la edad de los arboles en cada
huerto. Ademas, es importante considerar que en
algunos huertos, los agricultores aplican materia
organica al suelo, lo que puede favorecer el esta-
blecimiento de microorganismos antagonistas, me-
jorando su desarrollo y, por lo tanto, evitando el
crecimiento de fitopatégenos (Kamal et al., 2010).
La variabilidad de los valores de incidencia para
cada huerto y localidad, pueden ser consecuencia
de la patogenicidad y virulencia de los microorga-
nismos (Wilcox, 1993). Manici et al. (2013) tam-
bién observaron que la incidencia de enfermedades
de raices vario considerablemente entre regiones y
la severidad de las enfermedades se atribuy6 a la
composicion del complejo de hongos.

Las enfermedades de pudricion de corona y raiz
en huertos de manzano son problemas importantes
alrededor del mundo. Manici et al. (2013) obser-
varon una alta incidencia de infecciones causadas
por Pythium spp. y las infecciones causadas por es-
pecies de Fusarium fueron altamente asociadas a
enfermedades de replante. Este problema también se
observo en el presente estudio para los portainjertos de
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The crown and root rot diseases in apple orchards
are important problems worldwide. Manici et al.
(2013) observed a high incidence of infections
caused by Pythium spp. and that infections caused
by Fusarium species were highly associated
to replanting diseases. This problem was also
observed in the present study for 1-year-old apple
rootstocks (MM.111) in “El Picacho Lot 7 orchard
from Cuauhtémoc, with a high technification level.
According to Ramirez-Legarreta et al. (2004),
the level of technification (medium and high) in
apple orchards directly affect the disease incidence
primarily through micro-sprinkler type or rolled
irrigation but heating type, use of hail mesh, use of
inputs and ongoing or casual technical assistance
are also involved, among other factors. However,
most of the orchards sampled in the present study
with a medium technification level showed the
presence of P. cactorum and Pythium spp. and
particularly the fungus F  oxysporum, which,
in some cases, could be attributed to the type of
orchard management being a potential determining
factor in the incidence of pathogens, including
the causal agents of crown and root rot diseases.
Importantly, the orchards with a high level of
technification have permanent technical assistance,
which helps in the early detection of diseases for
their prevention and management.

Morphological and molecular identification of
the microorganisms

Microorganisms associated with root disease
symptoms in apple trees were the Oomycetes
Phytophthora spp. and Pythium spp. and the fungi
Fusarium spp., Gibberella spp. (Fusarium spp.
teleomorph), Bionectria ochroleuca, Clonostachys
sp., Alternaria spp., and Phymatotrichopsis sp.
These microorganisms were identified according
to their morphological characters and genomic
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manzano de 1 afio de edad (MM.111) en “El Pica-
cho Lot 7”” huerto de Cuauhtémoc, con un alto nivel
de tecnificacion. De acuerdo con Ramirez-Legarre-
ta et al. (2004), el nivel de tecnificacion (medio y
alto) en huertos de manzano, afectan directamente
la incidencia de enfermedades, principalmente me-
diante el tipo de micro aspersion o riego rodado,
pero también del tipo de calefaccion, uso de malla
anti-granizo, uso de insumos y asistencia técnica
continua u ocasional, también estan involucradas,
entre otros factores. Sin embargo, la mayoria de
los huertos muestreados en el presente estudio, con
un nivel medio de tecnificacion, mostraron la pre-
sencia de P. cactorum y Pythium spp. y particular-
mente el hongo F. oxysporum, lo cual, en algunos
casos, se puede atribuir al tipo de manejo del huer-
to, siendo un factor determinante potencial en la
incidencia de los patogenos, incluyendo los agen-
tes causales de enfermedades de cuello y raiz. Es
importante destacar que los huertos con un alto ni-
vel de tecnificacion, cuentan con asistencia técnica
permanente, la cual ayuda en la deteccion temprana
de enfermedades para su prevencion y manejo.

Identificacion morfolégica y molecular de mi-
croorganismos

Los microorganismos asociados con los sinto-
mas de enfermedades de raiz en huertos de man-
zano fueron los Oomicetos Phytophthora spp. y
Pythium spp. y los hongos Fusarium spp, Gibbe-
rella spp. (teleomorfo de Fusarium spp.), Bionec-
tria ochroleuca, Clonostachys sp., Alternaria spp.,
y Phymatotrichopsis sp. Estos microorganismos
fueron identificados de acuerdo con sus caracteres
morfologicos y secuencias genomicas. El género
Fusarium spp., fue el mas frecuentemente observa-
do (67.3%, 202 aislados), con 32.3% (97 aislados)
de este género, pertenecientes a F. oxysporum. Las
especies restantes de éste género fueron F. solani,
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sequences. The genus Fusarium spp. was the most
frequently observed (67.3%, 202 isolates), with
32.3% (97 isolates) of this genus belonging to F
oxysporum. The remainder species of this genus
were F. solani, F. subglutinans, F. sacchari, F.
succisae, F. tricinctum, F. fujikuroi, F. proliferatum
and F. equiseti. This distribution of species of the
genus Fusarium is similar to that found in other
geographic locations worldwide (Serdani et al.,
2002; Tewoldemedhin et al., 2011a). Leslie et al.
(2007) found that F. succisae is phylogenetically
closely related to F. proliferatum, which has been
associated with apple seedlings in China (Ju et
al., 2014). Both F. fujikuroi and F. sacchari were
associated with rice, sugarcane and corn plots
from Peninsular Malaysia (Hsuan et al., 2011),
while F. equiseti was associated with apple tree
rhizosphere in Chihuahua, Mexico (Pérez-Corral
et al., 2015). In addition, Carreri et al. (2013)
isolated F. tricinctum from onion roots and bulbs
in southern Italy. However, an association between
the Fusarium species and apple tree rhizosphere has
not been reported. Thus, F. fujikuroi, F. sacchari, F.
tricinctum and F. subglutinans are considered for
the first time as pathogenic for apple roots.

The second most frequently observed genus
was Fusarium teleomorph (Gibberella spp.),
with 15% (45 isolates belonging G. moniliformis
and G.
intermedia anamorph: Fusarium proliferatum),
followed by Bionectria ochroleuca (12%, 36
(17%, 5
comprising mainly A. brassicae and A. alternata,
Clonostachys sp. (1.3%, 4 isolates), Phytophthora
cactorum (1.3%, 4 isolates), Pythium spp. (0.7%,
3 isolates), Phymatotrichopsis sp. (0.3%, 1 isolate)
(Table 2). Scherm et al. (2013) demonstrated that
the teleomorph of Fusarium species (Gibberella
spp.) can be found in other crops. In addition, the
Oomycetes P. cactorum and Pythium spp. found

anamorph: Fusarium verticillioides

isolates), Alternaria spp. isolates)
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F. subglutinans, F. sacchari, F. succisae, F. tri-
cinctum, F. fujikuroi, F. proliferatum y F. equiseti.
Esta distribucién de especies del género Fusarium
es similar a lo encontrado en otras regiones geo-
gréficas alrededor del mundo (Serdani et al., 2002;
Tewoldemedhin et al., 2011a). Leslie et al. (2007)
encontraron que F. succisae estéa filogenéticamen-
te relacionado con F. proliferatum, la cual ha sido
asociada con plantulas de manzano en China (Ju et
al., 2014). Tanto F. fujikuroi y F. sacchari, fueron
asociadas con arroz, caia de azlcar y parcelas de
maiz de la Peninsula de Malasia (Ju et al., 2014),
mientras que F. equiseti ha sido asociada con la
rizosfera de arboles de manzano en Chihuahua,
México (Pérez-Corral et al., 2015). Ademas, Ca-
rreri et al. (2013) aislaron F. tricinctum de raices y
bulbos de cebolla en el sur de Italia. Sin embargo,
no se ha reportado una asociacion entre las especies
de Fusarium y la rizosfera de arboles de manzano.
Por lo tanto, se considera que es la primera vez que
se reportan a F. fujikuroi, F. sacchari, F. tricinctum
and F. subglutinans como patogénicos para las rai-
ces de manzano.

El segundo género mas frecuentemente obser-
vado fue el teleomorfo de Fusarium (Gibberella
spp.), con 15% (45 aislados pertenecientes a G.
moniliformis anamoérfo: Fusarium verticillioides y
G. intermedia anamorfo: Fusarium proliferatum),
seguidos por Bionectria ochroleuca (12%, 36 ais-
lados), Alternaria spp. (17%, 5 aislados) que com-
prenden principalmente 4. brassicae y A. alter-
nata. Clonostachys sp. (1.3%, 4 aislados), Phyto-
phthora cactorum (1.3%, 4 aislados), Pythium spp.
(0.7%, 3 aislados), Phymatotrichopsis sp. (0.3%, 1
aislado) (Cuadro 2). Scherm et al. (2013) demos-
traron que el teleomorfo de las especies de Fusa-
rium (Gibberella spp.), puede ser encontrado en
otros cultivos. Ademas, los Oomicetos P. cactorum
y Pythium spp. encontrados en este estudio, fue-
ron distribuidos diferencialmente entre los huertos.
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in this study were differentially distributed among
the orchards. These species have been reported as
the main causal agents of crown, collar and root
rot in apples in other countries (Roiger and Jeffers,
1991; Yao et al., 2006). Other species, such as B.
ochroleuca, A. alternata and A. brassicae, have
also been associated with core rot in apple trees in
South Africa (Serdani et al., 2002). Moreover, P.
omnivora, the causal agent of Texas root rot, has
been reported as a pathogen that causes important
economic losses in different crops in northern
Mexico and southern USA, particularly in cotton
and walnut trees, reflecting its adaptability to a wide
range of climatic conditions (Samaniego-Gaxiola,
2007) and being a potential causal agent of root
diseases in other fruit trees. The present study reports
for the first time the fungus Phymatotrichopsis sp.
as a pathogenic agent for roots in apple orchards
from Mexico. In addition, four Trichoderma
species were obtained from soil samples, being
Trichoderma gamsii the most frequently observed
antagonist, with 72.5%, followed by 7. hamatum,
T harzianum and T. atroviride with 15, 7.5, and
5%, respectively (Table 2).

Pathogenicity tests

The susceptibility of the rootstocks to tested
fungi and Oomycetes is shown in Table 3. All
rootstocks were susceptible to at least two of
the isolates, except G.935, which was resistant
to the tested isolates of fungi and Oomycetes.
The G.30, G.202 and G.41 rootstocks were the
most susceptible to 13, 10 and 9 of the tested
pathogens, respectively. Pythium ultimum was
the most pathogenic, causing diseases in 100%
of the tested trees (Table 3). Although the G.30
and MM.111 were highly susceptible rootstocks
(more than 50-75%), they are widely planted in
the apple producing areas of Chihuahua, Mexico.
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Cuadro 2. Aislados de hongos y Oomicetos y posibles hongos antagonistas, identificados molecularmente, asociados a drboles de manzano con aparente enfer-

medad de raiz y libres de sintomas de cuatro localidades en el estado de Chihuahua, México, y su ocurrencia (%).

Table 2. Fungi and Oomycetes isolates and putative fungal antagonists, molecularly identified, associated to apparently root diseased and diseased symptom-

free apple trees from four localities in the state of Chihuahua, Mexico, and their occurrence rate (%).

Fitotopatogenos y Cuauhtémoc Namiquipa Guerrero Bachiniva Total
Antagonistas Huerto Portainjerto Huerto Portainjerto Huerto Portainjerto Huerto Portainjerto (%)
Reyes Nevarez
Picacho (lot 7,lot ~ MM.111, Bud 1, Carlos Mar- .
Fusarium oxysporum 6), Campo 2A, 108, M.7, quez, Reyes St?‘;l(}:;rd MarLzsri tas M(l\é[:)ll Sf; é(i);?:lg’ St?g%;lrd 32.6
Campana (Campo 4) Standard (15.0)  Nevarez 3, : g : g :
Manuel Rivera
Campana (Campo  Standard, MM.  Reyes Nevarez
Bionectria ochroleuca 4), Picacho lot 1A, 106, Bud 108, 1, Reyes St?il c(i)a;rd — — Bety St?il ((i)e)lrd 12.0
Campo 2A M.7 (10.0) Nevarez 3 : :
Campana (Campo  Standard, MM.
Fusarium solani 4), Picacho lot 7, 111, Bud 108, Reyes Nevarez 3 St?‘ljl (;E;rd — — Rosy St(ei)n%rd 9.2
Campo 2A M.7 (8.0) : :
Campana (Campo  Standard, MM.  Reyes Nevarez
Gibberella moniliformis  4), Picacho lot 1A, 106, Bud 108, 1, Carlos St?{‘%”d El Tanque St?g%*;rd — — 8.7
Campo 2A M.7 (7.0) Marquez : :
Campana (Campo  Standard, .
Fusarium subglutinans ~ 4), Picacho (lot6,  MM.111, MM. Ezrlgssll\\é ira?rzzzé St?il (}Srd — — — — 8.4
lot 7, lot 1A) 106 (7.0) 4 :
Campana (Campo San Joaquin Standard,
Fusarium sacchari Standard (4.0) — — — — > MM. 111 7.1
4), Bety
@3.1)
. . . Campana (Campo  Standard, Bud _ . _ . La Ciénega,  Standard
Gibberella intermedia )", 06 2 A 108, M.7 (5.0) San Joaquin (1.4) 6.4
Fusarium succisae Picacho lot 7, MM. 111, Bud Carlos Marquez Standard — — — — 5.1
Campo 2A 108, M.7 (4.1) d (1.0) ’
Campana (Campo  Standard, MM. Standard

Fusarium tricinctum 4), Picacho lot 7, 111, Bud 108, — — — — La Ciénega ©.7) 2.0
Campo 2A M.7 (1.3) :

. . Las MM.
Fusarium sp. Picacho lot 1A MM. 106 (1.1) — — Margaritas 111 (0.7) — 1.8
Clonostachys sp. Picacho lot 1A MM. 106 (1.3) — — — — — — 1.3
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Cuadro 2. Continta.

Fitotopatogenos y Cuauhtémoc Namiquipa Guerrero Bachiniva Total
Antagonistas Huerto Portainjerto Huerto Portainjerto Huerto Portainjerto Huerto Portainjerto (%)
i Standard
Phytophthora cactorum*  Picacho lot 7 MM. 111 (1.0)  Reyes Nevarez 3 0.3) — — — — 1.3
Pythium spp. Picacho lot 7 MM. 111 (0.7) — — Marljgzsritas Ml(\g';)ll — — 1.0

Picacho lot 1A, Standard, MM.

Fusarium fujikuroi E)ampana (Campo 106 (0.7) — — — — — — 0.7
Picacho lot 1A, Standard

Fusarium proliferatum E)ampana (Campo MM. 106 (0.7) — — — — — — 0.7

Alternaria brassicae Picacho lot 1A MM.111 (0.7) — — — — — — 0.7

. Tres Standard
Alternaria sp. — — — — Compadres 0.3) — — 0.3
Alternaria alternata — — — — Gameros Standard — — 0.3
0.3)

Fusarium equiseti Picacho lot 7 MM. 111 (0.2) — — — — — — 0.2

Phymatotrichopsis sp.*  Picacho lot 7 MM. 111 (0.2) — — — — — — 0.2

Total 68 10 8 14 100
Picacho lot 1A, MM.111,

Trichoderma gamsii® Picacho lot 7, MM. 106, Bud Reyes Nevarez 2 St?;l %e;rd — — Manuel, Bety Mi\;[.sl)l I 72.5
Campo 2A 108, M.7 (65.0) : :

. Standard ~ Gameros, Tres  Standard
Trichoderma hamatum®> — — Reyes Nevarez 2 @.5) Compadres (12.5) — — 15.0
. . b MM. 111

Trichoderma harzianum® Picacho lot 6 MM. 111 (5.0) — — — — Bety, Rosy @.5) 7.5

Trichoderma atroviride® Campo 2A Bud 108, M.7 (5.0) — — — — — — 5.0

Total 75 7.5 12.5 5 100

* Aislados de Oomicetos y hongos identificados de acuerdo con sus caracteres morfologicos /*Oomycete and fungal isolates identified according to their morphological
characters.
¥Posibles hongos antagonistas / ¥Putative antagonistic fungi.
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Estas especies han sido reportadas como los prin-
cipales agentes causales de pudriciones de cuello,
corona y raiz en manzanos en otros paises (Roiger
y Jeffers, 1991; Yao et al., 2006). Otras especies
tales como B. ochroleuca, A. alternata y A. bras-
sicae, también han sido asociadas con pudriciones
en arboles de manzano en Sudafrica (Serdani et al.,
2002). Por otra parte, P. omnivora, el agente causal
de la pudricion texana de la raiz, ha sido reporta-
do como patdégeno que causa pérdidas economi-
cas importantes en diferentes cultivos en el norte
de México y el sur de Estados Unidos de América,
particularmente en algodon y nogales, reflejando
su adaptabilidad a una amplia gama de condicio-
nes climaticas (Samaniego-Gaxiola, 2007), y sien-
do un potencial agente causal de enfermedades de
raiz en otros arboles frutales. El presente estudio
reporta por primera vez el hongo Phymatotrichop-
sis sp., como agente patdégeno de raices en huertos
de manzano de México. Ademas se obtuvieron cua-
tro especies de Trichoderma de muestras de suelo,
siendo Trichoderma gamsii el antagonista mas fre-
cuentemente observado con 72.5%, seguido por 7.
hamatum, T. harzianum'y T. atroviride con 15, 7.5
y 5%, respectivamente (Cuadro 2).

Pruebas de patogenicidad

En el Cuadro 3, se muestra la susceptibilidad
de los portainjertos a hongos y Oomicetos. Todos
los portainjertos fueron susceptibles al menos a dos
de los aislados, excepto G.935, el cual fue resis-
tente a los aislados de hongos y Oomicetos proba-
dos. Los portainjertos G.30, G.202 y G.41 fueron
los més susceptibles a 13, 10 y 9 de los patdégenos
evaluados, respectivamente. Pythium ultimum fue
el mas patogénico, causando enfermedades en el
100% de los arboles probados (Cuadro 3). Aunque
los portainjertos G.30 y MM.111 fueron altamen-
te susceptibles (mas de 50-75%), son ampliamente
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These rootstocks showed symptoms of infection
with five Oomycete isolates, with P. cactorum
C1 and Pythium ultimum isolates being the most
pathogenic. These rootstocks along with MM.106
have been reported as the most susceptible to these
pathogens (Roiger and Jeffers, 1991; Uthkede and
Smith, 1991; Latorre et al., 2001). Similar results
were found by Latorre ef al. (2001) after inoculation
of Phytophthora isolates, with P cactorum
resulting the most virulent and pathogenic to M.9,
M.25, MM.106 and MM.111 apple rootstocks. The
Standard rootstock was only susceptible to two
Pythium species, P. irregulare and P. ultimum with
80 and 60%, respectively (Table 3). This finding is
contrary to that was observed in tested orchards,
where the highest incidence of infection damage of
roots was found on Standard rootstocks. However,
this could be related to the age of the trees (30-40
years old), making them more susceptible to the
attack of phytopathogens. Most of tested rootstocks
were susceptible to P. cactorum and Pythium spp.
isolates, as previously demonstrated by others
(Yao et al., 2006). Roiger and Jefters (1991) found
that P. cactorum was highly responsible for crown
and root rot in apple trees worldwide. However,
Tewoldemedhin et al. (2011a-b) reported that the
etiological agent of root diseases is a complex of
multiple fungal and Oomycete species belonging to
the genera Phytophthora, Pythium, and Rhizoctonia
(Manici et al., 2013). In the present study, P.
cactorum, P. ultimum, F. sacchari and F. oxysporum
were the most pathogenic species. These species
have previously been reported in other studies as
causal agents of root rot diseases in apple trees of
major importance worldwide (Uthkede and Smith,
1991; Latorre et al., 2001).

The most pathogenic Fusarium isolate was F.
sacchari, which infected 100% of the M.25, Bud.9
and G.30 trees in spite of the fact that this isolate
had low consistency (7.1%) as compared to the rest
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Cuadro 3. Porcentaje de patogenicidad de aislados de Oomicetos y hongos al ser evaluados bajo condiciones de invernadero
contra doce portainjertos de 1 afo de edad predominantemente plantados en el estado de Chihuahua, México,

después de dos meses de ser inoculados.

Table 3. Pathogenicity percentage of Oomycetes and fungi isolates when tested under greenhouse conditions against
twelve 1-year-old rootstocks predominantly planted in the state of Chihuahua, Mexico, after two months of being

inoculated.

Portainjerto

Hongos y Oomicetos

G.222 M.111 G.935 M.25 Bud118 Bud9 G.30 M.106 G.202 G.41 M.7 Standard
Pythium irregulare 80 - - - - - 60 - - - - 80
Pythium ultimum - 100 - 60 - 80 100 80 100 80 80 60
Pythium sp. - 80 - - 80 60 60 - 80 100 60 -
Phytophthora cactorum cl - 100 - 60 100 - 100 - - - - -
Phytophthora cactorum c2 - 80 - - 80 - 80 - - 80 - -
Phytophthora cactorum c3 - - - - 100 60 100 100 100 - - -
Phytophthora cactorum c4 - 60 - - - 80 80 - 100 80 - -
Alternaria alternata - - - - 60 80 80 60 100 80 - -
Alternaria brassicae - - - - - 60 80 60 - - - -
Fusarium sacchari 60 - - 100 - 100 100 60 60 60 - -
Fusarium oxysporum 60 60 - 60 - - 60 - - 60 100 -
Fusarium tricinctum 60 - - - - 60 - - 60 - - -
Fusarium solani 80 - - - - - 60 - 60 60 - -
Gibberella intermedia - 60 - - - - 60 - 60 60 - -
Bionectria ochroleuca 60 60 - - 60 - 100 - 100 - 60 -

Control - - - -

Solo se consideraron patogénicos a los aislados de Oomicetos y hongos que causaron sintomas en > 60% de cada uno de los por-
tainjertos, después de dos meses de haber sido inoculados / Only Oomycetes and fungal isolates that caused > 60% symptoms in
each rootstock, after two months of being inoculated, were considered pathogenic.

(-) Sin sintomas / (-) Without symptoms.

plantados en las areas productoras de manzana de
Chihuahua, México. Estos portainjertos mostraron
sintomas de infeccion a cinco aislados de Oomi-
cetos, siendo P. cactoum Cl 'y Pythium ultimum
los aislados mas patogénicos. Estos portainjertos
junto con MM.106 han sido reportados como los
mas susceptibles a estos patogenos (Roiger y Je-
ffers, 1991; Uthkede y Smith, 1991; Latorre et al.,
2001). Resultados similares fueron encontrados
por Latorre et al. (2001) después de la inoculacion
de aislados de Phytophthora, siendo P. cactorum el
mas virulento y patogénico a los portainjertos M.9,
M.25, MM.106 and MM.111. El portainjerto Es-
tandar Uinicamente fue susceptible a dos especies
de Pythium, P. irregulare y P. ultimum con 80 y
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of the identified microorganisms. This effect of F
sacchari might be consequence of its low growth
rate or to the presence of some antagonistic isolates
coexisting in the same microenvironment (Table
3). In contrast, F. tricinctum and F. solani resulted
non-pathogenic in seven rootstocks while in the rest
of the Fusarium isolates showed low pathogenicity.
Manici et al. (2003) also observed non-pathogenic
of Fusarium isolates in apple trees.

Alternaria alternata was the most pathogenic
in G.202 rootstock. Control rootstocks—remained
free of diseased during the experiment. The
main symptoms observed were malformations,
gradual wilting in diseased rootstocks, defoliation,
senescence, necrotic tissues, chlorosis, rigid leaves,
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60%, respectivamente (Cuadro 3). Este hallazgo es
contrario a lo que se observo en los huertos evalua-
dos, donde la mas alta incidencia de dafio infeccio-
so en raices fue encontrado en portainjertos Estan-
dar. Sin embargo, esto puede estar relacionado a la
edad de los arboles (30-40 afios), haciéndolos mas
susceptibles al ataque de fitopatdgenos. La mayoria
de los portainjertos probados fueron susceptibles
a aislados de P cactorum y Pythium spp., como
fue demostrado previamente por otros (Yao et al.,
2006). Roiger y Jeffers (1991) encontraron que P.
cactorum fue altamente responsable de la pudri-
cion de corona y raiz en arboles de manzano alre-
dedor del mundo. Sin embargo, Tewoldemedhin et
al. (2011a-b) reportaron que el agente etioldgico de
las enfermedades de raiz es un complejo multiple
de especies de hongos y Oomicetos pertenecientes
a los géneros Phytophthora, Pythium y Rhizocto-
nia (Manici et al., 2013). En el presente estudio, P,
cactorum, P. ultimum, F. sacchari y F. oxysporum
fueron las especies mas patogénicas. Estas especies
han sido previamente reportadas en otros estudios
como agentes causales de enfermedades de pudri-
cion de raiz en arboles de manzano de mayor im-
portancia alrededor del mundo (Uthkede y Smith,
1991; Latorre et al., 2001).

El aislado mas patogénico de Fusarium fue
F. sacchari, el cual infectdé 100% de los arboles
M.25, Bud.9 y G.30, a pesar de que este aislado
tuvo una baja consistencia (7.1%) en comparacion
con el resto de los microorganismos identificados.
Este efecto de F. sacchari puede ser consecuencia
de su baja tasa de crecimiento o a la presencia de
algunos aislados antagonistas coexistiendo en el
mismo microambiente (Cuadro 3). En contraste, F.
tricinctum y F. solani, resulto ser no-patogénico en
siete portainjertos mientras el resto de los aislados
de Fusarium mostr6 una baja patogenicidad. Ma-
nici et al. (2003) también observaron aislados no-
patogénicos en arboles de manzano.
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leaves with dark brown round spots with concentric
yellowish rings, young shots withered, root and
neck rot, collapsed stems with black and oval spots,
canker, discoloration of brown to reddish-brown
and gummy exudates.

Antagonistic activity in vitro of Trichoderma
spp- vs Oomycetes

The four species of Trichoderma showed similar
antagonistic behavior when they were confronted
against Pythium spp. and P. cactorum isolates.
However, the PIRG was different for isolates of
Pythium spp. (1.6-31.4%, p=0.05) and P. cactorum
(8.1-92.1%, p=0.05). The overgrowth (total
invasion over the pathogens) of the four species of
Trichoderma was observed for all isolates of both
Oomycetes after eight days post-confrontation
(Table 4). Gajera and Vakharia (2010) also observed
the highest growth inhibition of phytopathogenic
fungi with some Trichoderma species. Gajera and
Vakharia (2010) demonstrated that these species
competed against phytopathogenic fungi and
produced extracellular enzymes (i.e. chitinase,
B-1,3 glucanase, and proteases), besides of being
antifungal, growth promoters, and induced the
resistance of plants to pathogens. Among testes
Trichoderma species, T. asperellum showed a
low PIRG (15.5-31.4%, p=0.05) in the three
species of Pythium, with the highest inhibition
being observed with P. irregulare at the fifth day
post-confrontation. In confrontations with P
cactorum isolates, the PIRG was >84% (p=0.05)
at the eighth day post-confrontation (Table 4; Fig.
la). Similarly, Rios-Velasco et al. (2016) also
observed significant inhibition of radial growth in
confrontations of 7. asperellum against Aspergillus
nidulans and Penicillium crustosum, showing the
potential of this strain to be used as biological
control agent of different types of phytopathogens.
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Alternaria alternata fue el mas patogénico en
portainjertos G.202. Los portainjertos testigo se
mantuvieron libres de enfermedades durante el
experimento. Los principales sintomas observa-
dos fueron malformaciones, marchitez gradual en
los portainjertos enfermos, defoliacion, senescen-
cia, tejido necrdtico, clorosis, hojas rigidas, hojas
con manchas redondas café oscuro con anillos
concéntricos amarillos, brotes jovenes marchitos,
pudricién de cuello y raiz, tallos colapsados con
manchas ovales negras, canceres, decoloracion de
marrén a marron rojizo y exudados gomosos.

Actividad antagénica in vitro de Trichoderma
spp. vs Oomicetos

Las cuatro especies de Trichoderma mostraron
un comportamiento antagénico similar cuando fue-
ron confrontados contra aislados de Pythium spp.
y P. cactorum. Sin embargo, el PICR fue diferente
para aislados de Pythium spp. (1.6-31.4%, p=0.05)
y P. cactorum (8.1-92.1%, p=0.05). Se observo
sobrecrecimiento (invasion total sobre los patoge-
nos) de las cuatro especies de Trichoderma para
todos los aislados de ambos Oomicetos después de
ocho dias post-confrontacion (Cuadro 4). Gajera
y Vakharia (2010) también observaron la mas alta
inhibicion de crecimiento de los hongos fitopatoge-
nos con algunas especies de Trichoderma. Gajera'y
Vakharia (2010) demostraron que dichas especies
compiten contra hongos fitopatogenos y producen
enzimas extracelulares (ej. quitinasa, B-1,3 gluca-
nasa, y proteasas), ademas de ser antifungicos, pro-
motores del crecimiento, e inducen la resistencia de
las plantas a patdgenos. Entre las especies de 7ri-
choderma probadas, T. asperellum mostrd un bajo
PICR (15.5-31.4%, p=0.05) en las tres especies de
Pythium, con la inhibicién mas alta observada con
P irregulare al quinto dia post-confrontacién. En
las confrontaciones con aislados de P. cactorum el
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In our study, 7. harzianum showed the same
trend in PIRG as compared with 7. asperellum;
when it was confronted against Pythium spp., the
incidence ranged from 1.6 to 7.9% (p=0.05) but
in confrontations with P cactorum isolates, the
incidence ranged from 86.6 to 92.1% (p=0.05)
(Table 4; Figure 1b). This difference could be
attributed to the ability of 7. harzianum to produce
the antibiotic 6-pentyl-a-pyrone and regulate genes
involved in the biosynthesis of trichothecenes and
mycotoxins with broad spectrum of antimicrobial
activities (Cooney et al., 2001). Additionally, this
antagonist completely filled the Petri dish after
three days.

Trichoderma gamsii showed values of PIRG
from 15.5 to 29.7% (p=0.05) in Pythium spp.
isolates and >81% in P. cactorum isolates. These
results were similar to those obtained with 7.
asperellum (Table 4). Moreover, 1. atroviride
showed the same trend, with a PIRG values from
11.8 to 26.3% (p=0.05) in Pythium spp. isolates
and >89% (p=0.05) in P. cactorum isolates at the
fifth and sixth day post-confrontation, respectively
(Table 4; Figure lc). In this study, 7. atroviride
was the best control agent for the inhibition
of the growth of P cactorum in PDA medium.
Gajera and Vakharia (2010) also observed that 7.
atroviride was effective to reduce the incidence
of collar rot, reducing pathogen virulence. Roiger
and Jeffers (1991) suggested that Trichoderma
species are promissory as biological control agents
to P. cactorum, because its use is compatible with
management practices and other root diseases,
including the use of pesticides. Trichoderma
species also showed plant growth promoter
activities, suggesting another potential benefit for
their use. According to Bell’s scale, an antagonism
Type 1 was found for the four Trichoderma species,
where the antagonist (7richoderma spp.) overgrew
completely on pathogen’s colony and completely
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Cuadro 4. Inhibicién de crecimiento de Oomicetos, cuando se confrontaron in vitro contra especies de Trichoderma a los 8
d post-inoculacion y por especies de Bacillus al sexto dia post-inoculacién.
Table 4. Growth inhibition of Oomycetes, when confronted in vitro against Trichoderma species 8 d post-inoculation and

by Bacillus species at sixth day post-inoculation.

Inhibicion del patogeno (%) + DE

Oomicetos

Bacillus Trichoderma
fitopatogenos
methylotrophicus — amyloliquefaciens asperellum harzianum  atroviride gamsii
Phytophthora cactorum cl 91.6+0.2a* 93.8+0.3a 84.2+0.4b 88.3£0.7ab  91.4+0.9a  81.4+0.7b
Phytophthora cactorum c2 92.3+0.3a 92.8+0.2a 84.1+1.0b 86.7£0.9b  89.0+£0.5b  81.4+0.9b
Phytophthora cactorum c3 85.8+0.1b 85.1£0.1b 88.0+0.6a 92.1£0.7a  92.1+0.5a  86.4+0.6a
Phytophthora cactorum c4 88.2+0.7ab 91.4+0.6a 84.8+1.0b 90.0+0.4a  91.1£1.0a 83.5+0.9ab
Pythium irregulare 18.8+0.3¢ 47.3+1.6¢ 31.44+6.0c 7.9+£3.5b  13.5+0.4d 29.745.7¢c
Pythium ultimum 1.4+0.2d 2.4+0.4e 15.5+1.8d 1.6£0.7d  11.840.9d 15.5£1.8¢
Pythium sp. 14.94+0.2¢ 11.2+0.4d 26.5+4.9¢d 3.3£1.5¢c  263£09c 23.4+5.0d

*Las letras en la misma columna indican diferencias significativas en los tratamientos donde las medias seguidas por la misma letra
no son diferentes significativamente (ANVA) de acuerdo con la prueba de Tukey (p=0.05) / *Letters in the same column indicate
significant differences in the treatments where the means followed by the same letter are not significantly different (ANOVA) ac-

cording to Tukey’s test (p=0.05).

PICR fue >84% (p=0.05) al octavo dia post-con-
frontacion (Cuadro 4; Figura 1a). De manera simi-
lar, Rios-Velasco et al. (2016) también observaron
inhibiciones del crecimiento radial significativas en
confrontaciones de 7. asperellum contra Aspergi-
llus nidulans y Penicillium crustosum, mostrando
el potencial de estas cepas para ser utilizadas como
agentes de control biologico de diferentes tipos de
fitopatogenos. En nuestro estudio, 7. harzianum
mostrd la misma tendencia en PICR al ser com-
parada con 7. asperellum; cuando fue confrontada
contra Pythium spp., la incidencia fluctuo entre 1.6
y 7.9% (p=0.05) pero en confrontaciones con ais-
lados de P. cactorum, la incidencia oscilo de 86.6
a 92.1% (p=0.05) (Cuadro 4; Figura 1b). Esta dife-
rencia se puede atribuir a la habilidad de 7. harzia-
num para producir el antibidtico 6-pentil-a-pirona
y regular los genes involucrados en la biosintesis
de tricotecenos y micotoxinas con actividades an-
timicrobianas de amplio espectro (Cooney et al.,
2001). Adicionalmente, este antagonista llend com-
pletamente la caja de Petri después de tres dias.
Trichoderma gamsii mostro valores de PICR de
15.5a29.7% (p=0.05) en aislados de Pythium spp.
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covered medium’s surface after six days post-
inoculation against Phytophthora isolates.

Antagonistic activity in vitro of Bacillus spp. vs
Oomycetes

The bacteria B. amyloliquefaciens and B.
methylotrophicus inhibited the growth of P
cactorum isolates more than 85% (p=0.05) when
evaluated in vitro, and both antagonists showed
PIRGs values lower than 50 and 20% (p=0.05),
respectively, when they were confronted against
Pythium spp. Bacillus amyloliquefaciens showed
a PIRG ranging from 85.1 to 93.8% when it was
confronted against P. cactorum and from 2.4 to
47.6% (p=0.05) against Pythium spp. at the sixth
day post-confrontation. Bacillus methylotrophicus
showed the same trend, with a PIRG of 1.4 to 18.8%
(p=0.05) when it was confronted against Pythium
spp. and a PIRG value higher than 85% (p=0.05)
in P. cactorum isolates (Table 4; Fig. 1 d-f). Both
bacteria showed high PIRG in confrontations
with P. cactorum isolates, reflecting probably the
production of antibiotics, enzymes that attack
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y >81% en aislados de P. cactorum. Estos resulta-
dos fueron similares a los obtenidos con 7. aspere-
{lum (Cuadro 4). Por otra parte, 7. atroviride mos-
tr6 la misma tendencia con valores de PICR de 11.8
a 26.3% (p=0.05) en aislados de Pythium spp. y
>89% (p=0.05) en aislados de P. cactorum al quin-
to y sexto dia post-confrontacion, respectivamente
(Cuadro 4; Figura 1c¢). En este estudio, 7. atroviride
fue el mejor agente de control para la inhibicién
del crecimiento de P. cactorum en medio PDA. Ga-
jera y Vakharia (2010) también observaron que 7.
atroviride fue efectivo en reducir la incidencia de
pudricion de cuello, reduciendo la virulencia del
patogeno. Roiger y Jeffers (1991) sugirieron que
las especies de Trichoderma son promisorios agen-
tes de control bioldgico a P. cactorum, porque su
uso es compatible con practicas de manejo y otras
enfermedades de raiz, incluyendo el uso de plagui-
cidas. Las especies de Trichoderma también mos-
traron actividades de promocién de crecimiento
vegetal, sugiriendo otro beneficio potencial para su
uso. De acuerdo con la escala de Bell, se mostrd
un antagonismo Tipo 1 para las cuatro especies de
Trichoderma, donde el antagonista (Trichoderma)
sobrecrecid completamente la colonia del patoge-
no y cubrié completamente el medio, después de
seis dias post-inoculacion contra aislados de Phyto-
phthora.

Actividad antagonista in vitro de Bacillus spp. vs
Oomicetos

Las bacterias B. amyloliquefaciens y B. me-
thylotrophicus inhibieron el crecimiento de aisla-
dos de P. cactorum en mas del 85% (p=0.05) al ser
evaluadas in vitro, y ambos antagonistas mostraron
valores de PICR menores al 50 y 20% (p=0.05),
respectivamente, cuando fueron confrontados con-
tra Pythium spp. Bacillus amyloliquefaciens mos-
tr6 un PICR fluctuando de 85.1 a 93.8% cuando fue
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the cell components of the pathogens or volatile
compounds that inhibit the growth of the pathogen.
However, a dissimilar behavior was observed
when they were confronted with Pythium species
exhibiting fast growth, and the rates of the PIRG
were low compared with the P. cactorum isolates
when confronted in vitro against Bacillus spp.
(Table 4). Jeyaseelan et al. (2012) evaluated the
antagonistic effect of some Bacillus species against
Pythium aphanidermatum and also observed a
low inhibition effect by some antagonistic species
such as those tested in the present study, reflecting
the inability of Bacillus species to produce highly
effective antimicrobial compounds against some
Pythium species. According to Guillén-Cruz et al.
(2006), the Bacillus genus showed antagonistic
effects in vitro against Phytophthora spp. with B.
amyloliquefaciens being the most efficient and
showing a plant growth promoter effect, likely
contributing to the setting of macronutrients
and the solubilization of phosphates and other
micronutrients.

Notably, Bacillus species showed an inhibition
halo >29 mm when it was confronted against P.
cactorum, at 6 d post-confrontation and there
was no contact day (Table 5). Some of the most
important mechanisms of antagonistic bacteria
such as Bacillus are the antibiosis, consisting
on the production of antibiotic compounds and
the inhibition of other microbes (Intana et al.,
2008). Souto et al. (2004) demonstrated that B.
amyloliquefaciens exerted antifungal properties
and that it might be considered as a good biological
control agent. Dev-Sharma et al. (2013) obtained
>90%
when they were confronted in vitro against B.
methylotrophicus. Silo-Suh et al. (1994) reported
that some Bacillus species have the ability to
produce effective and broad-spectrum antibiotics,
such as peptides, lipopeptides, aminoglycosides and

inhibition in phytopathogenic fungi
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confrontado contra P. cactorum y de 2.4 a 47.6%
(»=0.05) contra Pythium spp. al sexto dia post-
confrontacion. Bacillus methylotrophicus mostrd
la misma tendencia, con un PICR de 1.4 a 18.8%
(p=0.05) cuando fue confrontado contra Pythium
spp. y un valor de PICR superior al 85% (p=0.05)
en aislados de P. cactorum (Cuadro 4; Figura 1 d-f).
Ambas bacterias mostraron altos PICR en confron-
taciones con aislados de P. cactorum, reflejando
probablemente la produccion de antibioticos, en-
zimas que atacan los componentes de las células
de patogenos o compuestos volatiles que inhiben
el crecimiento del patégeno. Sin embargo, se ob-
servo un comportamiento diferente cuando fueron
confrontados con especies de Pythium exhibiendo
rapido crecimiento, y los rangos de PICR fueron
bajos comparados con los aislados de P. cactorum
cuando fueron confrontados in vitro contra Baci-
llus spp. (Cuadro 4). Jeyaseelan et al. (2012) eva-
luaron el efecto antagonista de algunas especies de
Bacillus contra Pythium aphanidermatum y tam-
bién observaron un bajo efecto de inhibicion por
algunas especies antagonistas como las evaluadas
en el presente estudio, reflejando la incapacidad de
las especies de Bacillus para producir compuestos
antimicrobianos altamente efectivos contra algunas
especies de Pythium. De acuerdo con Guillén-Cruz
et al. (2006), el género Bacillus mostrd efectos an-
tagonistas in vitro contra Phytophthora spp., siendo
B. amyloliquefaciens el mas eficiente y mostrando
un efecto de promocion de crecimiento vegetal,
probablemente contribuyendo a la fijacion de los
macronutrientes y la solubilizacion de fosfatos y
otros micronutrientes.

Notablemente, las especies de Bacillus mostra-
ron un halo de inhibicién >29 mm cuando fueron
confrontadas contra P. cactorum a los 6 d post-
confrontacion y no hubo dia de contacto (Cuadro
5). Algunos de los mecanismos mas importantes de
las bacterias antagonistas como Bacillus son la an-
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aminopolyols. Moreover, Wheatley (2002) referred
to the volatile organic compounds produced by
different bacteria and fungi as ideal in microbial
interactions, reflecting efficacy over a wide range
of spatial scales, inhibiting the growth of many
pathogenic fungi, as these compounds have direct
or indirect effects on the activity of specific fungal
enzymes.

CONCLUSIONS

Fungi and Oomycetes were the most abundant
in collected isolates, with Fusarium oxysporum
being the most representative species. The 1-year-
old G.935, Standard and M.25 rootstocks were the
most resistant to tested isolates, which could be
attributed to the age and genotype of the rootstocks.
Our results demonstrated that both antagonistic
groups could be considered as candidates to be
used as biological control agents for P. cactorum,
which is important causal agent of root diseases
in apple rootstocks. Further in vitro and in vivo
studies are required to confirm the effectiveness of
Trichoderma and Bacillus isolates against various
causal agents of root diseases in apple orchards in
Chihuahua.
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Cuadro 5. Halo de inhibicion mostrado cuando se confrontaron in vitro especies de Bacillus
contra Oomicetos a los seis dias después de la inoculacion.
Table S. Inhibition halo showed when confronted in vitro Bacillus species against Oomycetes
at six days after inoculation.

. Halo de inhibiciéon (mm) por las bacterias + DE
Oomicetos

B. methylotrophicus B. amyloliquefaciens

Phytophthora cactorum cl 31.4+0.6a" 31.8+0.3a
Phytophthora cactorum c2 31.5+0.9a 31.6+1.8a
Phytophthora cactorum c3 29.5+0.7b 29.35+0.4b
Phytophthora cactorum c4 30.0+1.0ab 30.8+0.5ab
Pythium irregulare Oc Oc
Pythium ultimum Oc Oc
Pythium sp. Oc Oc

*Las letras en la misma columna indicaron diferencias significativas en los tratamientos donde las
medias seguidas por la misma letra no son diferentes significativamente (ANVA) de acuerdo con
la prueba de Tukey (p=0.05) / *Letters in the same column indicate significant differences in the
treatments where the means followed by the same letter are not significantly different (ANOVA)

according to Tukey’s test (p=0.05).

tibiosis, consistiendo en la produccion de compues-
tos antibidticos y la inhibicién de otros microbios
(Intana et al., 2008). Souto et al. (2004) demostra-
ron que B. amyloliquefaciens ejerce propiedades
antifngicas y que puede ser considerado como un
buen agente de control bioldgico. Dev-Sharma et
al. (2013) obtuvieron >90% de inhibicién en hon-
gos fitopatogenos cuando fueron confrontados in
vitro contra B. methylotrophicus. Silo-Suh et al.
(1994) reportaron que algunas especies de Bacillus
tienen la habilidad de producir efectivos antibio-
ticos de amplio espectro, tales como péptidos, li-
popéptidos, aminoglicosidos y aminopoliéles. Por
otra parte, Wheatley (2002) se refirio a los com-
puestos organicos volatiles producidos por diferen-
tes bacterias y hongos como ideales en las interac-
ciones microbianas, reflejando su eficacia sobre un
amplio rango de escalas espaciales, inhibiendo el
crecimiento de muchos hongos patégenos, ya que
estos compuestos tienen efectos directos o indirec-
tos en la actividad de enzimas fungicas especificas.
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CONCLUSIONES

Los hongos y Oomicetos fueron los mas abun-
dantes en los aislados recolectados, siendo Fusa-
rium oxysporum la especie mas representativa. Los
portainjertos de 1 afio de edad G.935, Estandar y
M.25 fueron los mas resistentes a los aislados pro-
bados, lo cual se puede atribuir a la edad y genotipo
de los portainjertos. Nuestros resultados demostra-
ron que ambos grupos antagonistas pueden ser con-
siderados como candidatos para ser usados como
agentes de control biologico para P. cactorum, el
cual es un importante agente causal de enfermeda-
des de raiz en portainjertos de manzano. Se requie-
ren estudios adicionales in vitro € in vivo para con-
firmar la efectividad de aislados de Trichodermay
Bacillus contra varios agentes causales de enferme-
dades de raiz en huertos de manzano en Chihuahua.
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Resumen. El area productora de durazno (Pru-
nus persica) y ciruelo (Prunus domestica) en Mi-
choacan, se localiza en el municipio de Zinapé-
cuaro. Recientemente se han presentado sintomas
de un deterioro progresivo de los arboles que les
ocasiona la muerte, poniendo en riesgo la produc-
cion de fruta. El objetivo de este estudio fue iden-
tificar y caracterizar molecularmente el patogeno
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Abstract. The producing area of peach (Prunus
persica) and plum (Prunus domestica) in Michoacan
is located at Zinapecuaro county. Recently there
have been symptoms of a progressive deterioration
of trees that causes their death, increasing the risk
of fruit production failure. The aim of this study
was to identify and characterize molecularly the
responsible pathogen. Five sites with previous
experiences of having the problem were sampled:
root, trunk and soil samples were collected. Signs of
Armillaria spp. were found, which was confirmed
by molecular sequencing of the Tef-loo gene
(translation elongation factor 1a)). The phylogenetic
analysis performed, grouped the sequences as news
species, phylogenetically related in the same clade
as A. mellea, which is a very aggressive pathogen.
At present in Mexico, tolerant rootstocks have not
been identified and it is therefore recommended
to continue searching for genetic resistance and
improve orchard disease management.
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responsable. En las localidades de Ucareo, Jera-
huaro, Huajimbaro, San Joaquin y La Galera con
antecedentes del problema, se colectaron muestras
de raiz, tronco y suelo. Se identificaron signos ca-
racteristicos del hongo Armillaria spp., confirmado
por secuenciacion molecular del gen Tef-1a (trans-
lation elongation factor 1a). El analisis filogenético
agrup6 las secuencias como dos especies nuevas,
filogenéticamente emparentada en el mismo cla-
do que A. mellea, que es una especie patdégena
agresiva. En México no se cuenta actualmente con
portainjertos tolerantes, y por tanto, se recomienda
continuar con estudios de busqueda de resistencia
genética y manejo de la enfermedad en las huertas.

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

El area con mayor produccion de durazno (Pru-
nus persica) y ciruelo (Prunus domestica) en Mi-
choacan, se localiza en el Municipio de Zinapécua-
ro al noroeste del estado, en las coordenadas 19°
52’ de latitud norte y 100° 50° de longitud oeste,
con una altitud de 2400 a 2700 msnm. El relieve lo
constituye el Eje Volcanico Transversal, con clima
templado con lluvias en verano. La precipitacion
pluvial anual promedio es de 622 mm y temperatu-
ras entre los 3 y 34 °C (Villasenor, 2005). El area
productora de durazno y ciruelo se ha extendido en
areas de bosque mixto de pino-encino y abeto-pino,
con una superficie sembrada de 1256 ha, que repre-
senta el 30 % de la superficie estatal y se concentra
en cinco localidades: Ucareo, Jerahuaro, Huajum-
baro, San Joaquin y La Galera, con una produc-
cion anual de 6950 t y un valor de la produccion
de $41.7 millones de pesos (SAGARPA, 2015). En
Michoacan la superficie sembrada de ciruelo en
2014 fue 2827 ha, con una produccion de 13,316 t
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Key words:  Molecular  characterization,

phylogenetic analysis, Tef-1a, molecular sequence.

The largest peach (Prunus persica) and plum
(Prunus domestica) producing area in Michoacan
is located at Zinapecuaro county (19° 52” northern
latitude, 100° 50 western longitude and 2400 to
2700 masl) in the northwestern area of the state. The
topography includes the Trans-Mexican Volcanic
Belt, with temperate climate and summer rains. The
average annual rainfall is 622 mm and temperatures
range between 3 and 34 °C (Villasefior, 2005). The
peach and plum producing area has expanded to
areas of mixed pine-oak and fir-oak forests; the
peach production area planted on 1256 ha represents
30 % of the state’s total area, and is concentrated
in five locations: Ucareo, Jerahuaro, Huajumbaro,
San Joaquin and La Galera, where 6,950 tons
valued at $ 41.7 million pesos were harvested in
2015 (SAGARPA, 2015). The area planted to plum
was 2827 ha in 2014, which produced 13,316 tons
valued at $ 47.1 million pesos (SAGARPA, 2014).

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

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

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

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

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

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

In Mexico, the fungus is distributed in the states
of Baja California, Chiapas, Chihuahua, State of
Mexico, Durango, Guanajuato, Guerrero, Jalisco,
Michoacan, Morelos, Nuevo Leon, Oaxaca,
Puebla, Queretaro, Veracruz and in forest areas of
Mexico City (Valdés et al., 2004; Cibrian et al.,
2007; Elias-Roman et al., 2013; Klopfenstein et al.,
2014; Fernandez-Pavia, et al., 2015). The objective
of this research was to identify and molecularly
characterize the pathogen associated with dieback
of peach and plum trees. The hypothesis of this
research was that Armillaria spp. is responsible for
causing peach and plum tree dieback in the fruit
production area of Zinapecuaro county, Michoacan.
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pueden permanecer enterradas en el suelo y sirven
como indculo (Redfern y Filip, 1991). El in6cu-
lo puede persistir durante algunos afos o décadas
(Baumgartner y Rizzo, 2001), esto combinado con
la falta de métodos eficientes para prevenir, contro-
lar o curar (Adaskaveg et al., 1999, Aguin-Casal et
al., 2006), contribuye a reducir significativamente
los rendimientos durante toda la vida de una plan-
tacion infectada (Baumgartner, 2004) y la de suce-
sivas plantaciones.

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

MATERIALES Y METODOS
Muestreo

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

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

Processing plant and soil samples

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

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

Altura .. Coord. geograficas Variedad/Portainjerto Edad

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

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

Regio/criollo

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

Procesamiento de muestras vegetales y de suelo

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

Molecular DNA
specific amplification and sequencing

identification. extraction,

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

Identificacion molecular. Extraccion de ADN,
amplificacion especifica y secuenciacion

Una vez obtenidos los aislamientos puros de los
hongos en estudio, se inicid la caracterizacion mo-
lecular. La extraccion del ADN se llevo a cabo con
el Kit de extraccion AxyPrep™ Multisource Ge-
nomic DNA Miniprep (Axygen) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Se realizo una PCR
utilizando los iniciadores ARMEF-3-A (CGT GAY
TTY ATC AAG AAC ATG) y ARMEF-R (TAC
CCG TTC GGC GAT CAATCT) disenados para la
region que amplifica para el gen Tef-1a (translation
elongation factor la ) (Ross-Davis et al., 2012).
Las reacciones de amplificacion se realizaron en
un termociclador TProfessional estdndar (Biome-
tra, Alemania) en un volumen final de 25 pL con
los siguientes reactivos: Taqg DNA Buffer PCR 1X,
MgCI2 1 mM, dNTP’s 0.2mM, Platinum Taq DNA
polymerase 1U (Invitrogen, USA), 10 uM de cada
primery 4 uL de ADN total. El programa de ampli-
ficacidn fue el siguiente: 96 °C por 3 min, 35 ciclos
de 95°C por30s,58 °Cpor30sy 72 °Cpor45s,
y una extension final a 72 °C por 4 min. Se verifico
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dNTP’s 0.2mM, Platinum Taq DNA polymerase
1U (Invitrogen, USA), 10 uM of each primer and
4 uL of total DNA. The amplification program was
as follows: 96 °C for 3 min, 35 cycles at 95 °C for
30 s, 58 °C for 30 s, 72 °C for 45 s, and a final
extension at 72 °C for 4 min. To verify the presence
of the fragment electrophoresis in 2 % agarose
gels stained with ethidium bromide (5 mg L") was
utilized; the gels were documented using the Gel
Doc (Bio-Rad, USA) photo documentation system.
The PCR products were purified and sequenced in
both directions by the Macrogen Inc. (Seoul, South
Korea).

Multiple alignment and phylogenetic analysis

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

Alineamiento multiple y analisis filogenético

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

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

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2017

Replacement Parameter-2 Model (K2P) was used,
according to the method of Hasegawa et al. (2010).

RESULTS AND DISCUSSION
Morphological identification

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

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

Molecular identification. Multiple alignment
and phylogenetic analysis

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

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

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

Identificacion molecular. Alineamiento multiple
y analisis filogenético

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

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

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

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

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

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

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

CONCLUSIONS

Dieback of peach and plum trees at Zinapecuaro
county, Michoacan, is associated with the presence
of the Armillaria genus. Based on the analysis
of DNA sequences, two isolates were identified
in Michoacan that differ from those obtained in
peach orchards in the State of Mexico. Isolates of
Armillaria from Michoacan and the State of Mexico
are genetically related to 4. mellea, considered to
be an aggressive pathogen. No tolerant rootstocks
to Armillaria have been identified so far; therefore,
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Figura 1. Filogenia del género Armillaria derivada mediante el algoritmo Neighbor-joining (NJ) inferida a partir de secuen-
cias del gen EF-10, incluyendo aislamientos colectados en Michoacan México. Una topologia similar se obtuvo con
MLy MP. Se utilizé a Pleurotus ostreatus como nodo raiz externo al grupo. Los valores de soporte Bootstrap (1000
réplicas) para NJ (= 50%) estan simbolizados en los internodos con un circulo azul.
Figure 1. Phylogenetics of Armillaria genus developed using the Neighbor-joining (NJ) algorithm inferred from sequences of
the EF-1a gen, including isolates collected in Michoacan, Mexico. A similar topology was obtained using ML and

MP. Pleurotus ostreatus was used as a root node outside the group. Bootstrap support values (1000 replications) for
NJ (=50%) are shown in the internodes with a blue circle.
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en comparacion con las especies saprofitas o que se
comportan como patdgenos débiles que se agrupan
en los otros clados (Ross-Davis et al., 2012; Guo
et al., 2016). En este estudio el analisis filogenéti-
co agrupa a las secuencias en el mismo clado que
aquellas de 4. mellea reportadas para Norteaméri-
ca, Asia y Europa.

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

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

CONCLUSIONES

La muerte descendente de arboles de durazno y
ciruelo en el municipio de Zinapécuaro, Michoacan
esta asociada a la presencia del genero Armillaria.
Con base en el analisis de las secuencias de ADN se
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it is recommended to continue further studies to
find genetic disease resistance as well as improve
disease management methods in the orchards.
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identifican dos aislados para Michoacan, diferentes
a los aislados obtenidos en huertas de durazno en
el Estado de México. Los aislados de Armillaria en
Michoacan y Estado de México estan relacionados
genéticamente con 4. mellea, el cual es considera-
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se recomienda continuar con estudios de busqueda
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en las huertas.

AGRADECIMIENTOS

Al Ing. Fortino Mendoza, Antonio Duran, Rafael Mendo-
za, Gerardo Mendoza y Jesus Guerrero por todas las facilida-
des otorgadas para la realizacion de este estudio asi como al
Financiamiento parcial de Fondos Fiscales INIFAP Convoca-
toria 2015-2016, SAGARPA/COFUPRO Convocatoria 2016
en el Proyecto denominado: “Generacion de nuevas varieda-

des de durazno en México” DF1600000799.

473



REvisTA MEXIcANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLry BILINGUAL

LITERATURA CITADA

Adaskaveg JE, Forster H, Wade L, Thompson DF and Con-
nell JH. 1999. Efficacy of sodium tetrathiocarbonate and
propiconazole in managing Armillaria root rot of almond
on peach rootstock. Plant Disease 83:240-246. Disponi-
ble en linea: http://apsjournals.apsnet.org/doi/pdf/10.1094/
PDIS.1999.83.3.240

Aguin O, Mansilla P, Pintos C and Salinero MC. 1998. La
podredumbre blanca de la raiz de la vid. Vida Rural Es-
paiia 47: 1-2. Disponible en linea: http://www.mapama.
gob.es/ministerio/pags/biblioteca/revistas/pdf vrural/Vru-
ral 1998 72 46 47.pdf

Aguin-Casal O, Mansilla-Vazquez JP and Sainz-Oses MJ.
2006. In vitro selection of an effective fungicide against
Armillaria mellea and control of white root rot of grape-
vine in the field. Pest Management. Science. 62, 223-228.
http://dx.doi.org/10.1002/ps.1149

Alvarado-Rosales D and Blanchette RA. 1994. Armillla-
ria species from forests of central Mexico. Phytopathology
84:1106.

Barnett LH and Hunter BB. 1998. Illustrated genera of imper-
fect fungi. The American Phytopathologycal Society. St.
Paul, Minnesota, USA. 218 pp.

Baumgartner K and Rizzo DM. 2001. Ecology of Armilla-
ria species in mixed-hardwood forests of California.
Plant Disease 85: 947-951. https://doi.org/10.1094/
PDIS.2001.85.9.947

Baumgartner K. 2004. Root collar excavation for postin-
fection control of Armillaria root disease of grapevine.
Plant Disease 88:1235-1240. https://apsjournals.apsnet/
pdf/10.1094/PDIS.2004.88.11.1235

Brazee NJ, Hulvey JP and Wick RL. 2011. Evaluation of par-
tial tefl, rpb2, and nLSU sequences for identification Ar-
millaria calvescens and Armillaria gallica from northeas-
tern North America. Fungal Biology 115, 741-749. https://
doi.org/10.1016/j.funbio.2011.05.008

Cai L, Giraud T, Zhang N, Begerow D, Cai G and Shivas RG.
2011. The evolution of species concepts and species recog-
nition criteria in plant pathogenic fungi. Fungal Diversity
50:121-133. Disponible en linea: http://max2.ese.u-psud.
fr/publications/Cai_2011.pdf

Cibrian TDD, Alvarado R y Garcia SE (eds). 2007. Enferme-
dades Forestales de México/Forest Diseases in Mexico.
Universidad Auténoma de Chapingo; CONAFOR-SE-
MARNART, México; Forest Service USDA, EUA; NR-
CAN Forest Service, Canad4 y Comision Forestal de Amé-
rica del Norte, COFAN, FAO, Chapingo, México. 587 pp.

Domsch KH, Gams W and Anderson TH. 1980. Compendium
of Soil Fungi. Academic Press. Great Briain. 859 pp.

Elias-Roman RD, Guzman-Plazola RA, Klopfenstein NB,
Alvarado-Rosales D, Calderon-Zavala, G, Mora-Aguile-
ra JA, Kim MS and Garcia-Espinosa R. 2013. Incidence
and phylogenetic analyses of Armillaria spp. associated
with root disease in peach orchards in the State of Mexi-
co, Mexico. Forest Pathology 43: 390-401. http://dx.doi.
org/10.1111/efp.12043

Fernandez-Pavia SP, Gregorio-Cipriano R, Rodriguez-Alvara-
do G, Fernandez-Pavia YL, Mondragon-Flores A, Gomez-

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2017

Dorantes N, Lozoya-Saldana H, Rodriguez-Fernandez R
y Herrera-Camacho J. 2015. Enfermedades de Especies
Vegetales en México. Universidad Michoacana de San Ni-
colas de Hidalgo. Morelia, Mich., México. 425 pp.

Gubler WD. 1992. Armillaria root rot. /n: Grape Pest Manage-
ment Edition 2 Publication #3343 (Flaherty, D.L., Chris-
tensen, L., Lanini, W.T., Marois, J.J., Phillips, P.A. and
Wilson, L.T., eds), Oakland, CA: University of California,
Division of Agriculture and Natural Resources. 92-93 pp.

Guo T, Wang HC, Xue WQ, Zhao J and Yang ZL. 2016. Phyloge-
netic analyses of Armillaria reveal at least 15 phylogenetic
lineages in China, seven of which are associated with cul-
tivated Gastrodia elata. PLoS ONE 11(5): e0154794. Dis-
ponible en linea: http://journals.plos.org/plosone/article/
file?id=10.1371/journal.pone.0154794&type=printable

Hall TA. 1999. BioEdit: a user-friendly biological sequen-
ce alignment editor and analysis program for Windows
95/98/NT. Nucleic Acids Symposium Series 41:95-98.
Disponible en linea: http://brownlab.mbio.ncsu.edu/JWB/
papers/1999Halll.pdf

Harrigton TC, Worall JJ and Baker FA. 1992. Armillaria. In:
Methods for Research on Soilborne Phytopathogenic Fun-
gi. APS Press M.N. St. Paul. USA. 81 pp.

Hasegawa E, Yuko O, Tsutomu H and Kikuchi T. 2010. Se-
quence-based identification of Japanese Armillaria species
using the elongation factor-1 alpha gene. Mycologia 102:
898-910. http://dx.doi.org/10.3852/09-238

Kim MS, Klopfenstein NB, Hanna JW and McDonald GI.
2006. Characterization of North American Armillaria spe-
cies: genetic relationships determined by ribosomal DNA
sequences and AFLP markers Forest Pathology 36:145—
164. http://dx.doi.org/10.1111/j.1439-0329.2006.00441.x

Klopfenstein NB, Hanna JW, Cannon PG, Medel-Ortiz R, Al-
varado-Rosales D, Lorea-Hernandez F, Elias-Roman RD
and Kim M.S. 2014. First report of the Armillaria root-
disease pathogen, Armillaria gallica, associated with se-
veral woody hosts in three states of Mexico. Plant Disease
98:1280. http://dx.doi.org/10.1094/PDIS-04-14-0349-
PDN

Maphosa L, Wingfield BD, Coetzee MPA, Mwenje E and
Wingfield MJ. 2006. Phylogenetic relationships among
Armillaria species inferred from partial elongation factor
1-alpha DNA sequence data. Australasian Plant Pathology
35: 513-520. https://doi.org/10.1071/AP06056

Rachel A. Koch RA, Wilson AW, Séné O, Henkel TW, and
Aime MC. 2017. Resolved phylogeny and biogeography
of the root pathogen Armillaria and its gasteroid relative,
Guyanagaster. BMC Evolutionary Biology 17:33. https://
doi.org/10.1186/s12862-017-0877-3

Redfern DB and Filip GM. 1991. Inoculum and infection. /n:
Armillaria Root Disease Agriculture Handbook No. 691
(Shaw, C.G., III and Kile, G.A., eds), Washington, DC:
United States Department of Agriculture Forest Service.
48-61 pp.

Rivas-Valencia P y Fernandez-Montes MR. 2017. Patron espa-
cial de muerte descendente de durazno ocasionada por Ar-
millaria sp. en Michoacan. Suplemento Revista Mexicana
de Fitopatologia Volumen 35: S128. Disponible en linea:
http://rmf.smf.org.mx/suplemento/Suplemento352017.
html

474



FuLry BILINGUAL

REvisTA MExicaNA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

Ross-Davis LA, Hanna WJ, Kim MS and Klopfenstein BN.
2012. Advances toward DNA-based identification and
phylogeny of North American Armillaria species using
elongation factor-1 alpha gene. Mycoscience 53:161-165.
https://doi.org/10.1007/s10267-011-0148-x

Saitou N and Nei M. 1987. The neighbor-joining method: a
new method for reconstructing phylogenetic trees. Mo-
lecular Biology and Evolution 4:406-25. Disponible en
linea: http://www.montefiore.ulg.ac.be/~Iwh/IBIOINFO/
Saitou-Nei-NJM-87.pdf

Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca
y Alimentacion (SAGARPA). 2015. Anuarios estadisticos
de la produccion agricola. Servicio de Informacion Agroa-
limentaria y Pesquera (SIAP). México, D. F. http://www.
siap.sagarpa.gob.mx (consulta: Enero, 2017).

Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pes-
ca y Alimentacion (SAGARPA). Sistema de Informacion
Agroalimentaria de Consulta, 1980-2014 (SIACON).
Meéxico. 2014. http://www.gob.mx/acciones-y-programas/
produccion-agricola-33119 (consulta: Febrero, 2017).

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2017

Steiner GW and Watson RD. 1965. Use for Surfactants in the
soil dilution and plate count method. Phytopathology 55:
728-730.

Tamura K, Nei M and Kumar S. 2004. Prospects for inferring
very large phylogenies by using the neighbor-joining me-
thod. Proceedings of the National Academy of Sciences
101: 11030-5 DOI:10.1073/pnas.0404206101

Valdés M, Coérdova J, Valenzuela R y Fierros AM. 2004. In-
cremento del fitopatogeno Armillaria mellea (Vahl.:Fr.)
Karsten en bosque de pino-encino, en relacion al grado de
disturbio por tratamiento silvicola. Revista Chapingo Serie
Ciencias Forestales y del Ambiente 10: 99-103. Disponible
en linea: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=62910205

Villasefior GLE (editora). 2005. La biodiversidad en Mi-
choacan: Estudio de Estado. 2005. Comision Nacional
para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad, Secre-
taria de Urbanismo y Medio Ambiente, Universidad Mi-
choacana de San Nicolas de Hidalgo. México. Disponible
en linea: http://www.biodiversidad.gob.mx/region/EEB/
pdf/EE_ MICHOACAN_2005.pdf

Worrall JJ. 1991. Media for selective isolation of hymenomy-
cetes. Mycologia 83: 296-302. DOI:10.2307/3759989

475



Etiology of rotting of gladiolus corms in storage in
Cuautla, Morelos, Mexico

Etiologia de la pudricion de cormos de gladiolo en
almacén en Cuautla Morelos, México

Areli Mitshu Herndndez-Moreno, Silvia Bautista-Bafios, Monica Hernindez-Lépez, Laura Leticia Ba-
rrera-Necha’, Instituto Politécnico Nacional-Centro de Desarrollo de Productos Bidticos, Carretera Yautepec-
Jojutla km. 6, Colonia San Isidro, CEPROBI 8, C.P. 62531, Morelos, México; Renato Ledén-Rodriguez, De-
partamento de Biologia Molecular y Biotecnologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, Tercer
circuito exterior s/n Ciudad Universitaria, Coyoacan, C.P. 04510, México, D.F.; Laura Garcia-Barrera, Cen-
tro de Investigacion en Biotecnologia Aplicada, Carretera Estatal Santa Inés Tecuexcomac Tepetitla Km 1.5
Tepetitla, C.P. 90700, Tlaxcala, México. *Autor para correspondencia: Ibarrera@ipn.mx.

Recibido: 16 de Marzo, 2017.

Aceptado: 03 de Agosto, 2017.

Hernandez-Moreno AM, Bautista-Banos S, Her-
nandez-Lopez M, Barrera-Necha LL, Ledn-Rodri-
guez R, Garcia-Barrera L. 2017. Etiology of the
rotting of gladiolus corms in storage in Cuautla,
Morelos, Mexico. Revista Mexicana de Fitopatolo-
gia 35(3): 476-493.

DOI: 10.18781/R.MEX.FIT.1703-6

Primera publicacion DOI: 31 de Agosto, 2017.
First DOI publication: August 31, 2017.

Resumen. Las ventajas de México como produc-
tor floricola recaen en su diversidad de climas y su
cercania al mercado norteamericano. Actualmente
la exportacion de flores y plantas ha quedado con-
solidada, tal como es el caso del gladiolo al estar
libre de arancel. Los principales estados producto-
res son Puebla, Estado de México y Morelos. La
produccion comercial de la flor de corte de gladiolo
se inicia a través de la plantacion del cormo; el cual
es afectado por diversos patdgenos que ocasionan

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2017

Abstract. The advantages of Mexico as a
floricultural producer lie in its diversity of climates
and its proximity to the North American market.
Currently the export of flowers and plants has been
consolidated, gladiolus free of tariff. The main
producing states are Puebla, State of Mexico and
Morelos. Commercial production of the gladiolus
cut flower is initiated through the planting of the
corm; Which is affected by various pathogens
that cause its rot, such as Penicillium that attacks
during storage, causing limited root development
and floral abortion. This causes infections through
wounds and rupture sites; Is present in 90% of
apparently healthy plant material. The objectives
of this work were to isolate and to identify cultural,
morphological and molecularly, as well as to realize
tests of pathogenicity to determine the species of
Penicillium that cause the rot. From the variety
GrandPrix® corps (10/12) with different levels of
morphological deterioration and according to visual
hedonistic scale of seven-point. P verrucosum
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su pudricion, como los del género Penicillium que
ataca durante el almacenamiento, provocando de-
sarrollo limitado de raices y aborto floral. Este pro-
voca infecciones a través de heridas y sitios de rup-
tura; se encuentra presente en un 90% de material
vegetal aparentemente sano. Los objetivos de este
trabajo fueron aislar e identificar cultural, morfolo-
gica y molecularmente, asi como realizar pruebas
de patogenicidad para determinar las especies de
Penicillium causantes de la pudricion. A partir de
cormos variedad GrandPrix® (10/12) con diferen-
tes niveles de deterioro morfoldgico y de acuerdo a
una escala heddnica visual de siete puntos. Se aislo
e identifico a P. verrucosum Dierckx y P. rugulo-
sum Thom como causantes de la pudricion de cor-
mos, este Gltimo reportado por primera vez como
fitopatdgeno en gladiolo.

Palabras claves: Penicillium verrucosum, Penici-
llium rugulosum, caracterizacion molecular, pato-
geno, caracterizacion cultural.

INTRODUCCION

Por la diversidad de climas y cercania al mer-
cado estadounidense, México cuenta con un gran
potencial como productor de flores; sin embargo,
su floricultura ha sido catalogada como un sector
de baja calidad y bajos niveles de productividad
(Claridades Agropecuarias, 2006). La FUNPRO-
VER (2008), menciona que México se sitlia en el
quinto lugar con respecto a la superficie dedicada a
la floricultura a nivel mundial y al realizar la com-
parativa de valor comercial, México es ampliamen-
te superado por paises como Colombia y Ecuador
cuya superficie de cultivo no es menor; a pesar de
esto durante el periodo 2000-2011 el valor de pro-
duccion de flores en México, aumentd a una tasa
media anual de 9.5% y alcanzo6 un valor de cinco
mil 646 millones de pesos (DISEMINA, 2012).
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Dierckx and P. rugulosum Thom were isolated and
identified as the cause corm rot, the latter reported
for the first time as a phytopathogen in gladiolus.

Key words: Penicillium verrucosum, Penicillium
rugulosum, molecular characterization, pathogen,
cultural characterization.

INTRODUCTION

Because of its diversity of climates and its
proximity to the North American market, Mexico
has a great potential as a producer of flowers;
however, its flower production has been catalogued
as a sector with low quality and productivity levels
(Claridades Agropecuarias, 2006). FUNPROVER
(2008) mentions that Mexico is fifth worldwide in
terms of the surface dedicated to flower production,
and when comparing commercial values, Mexico
is widely surpassed by countries such as Colombia
and Ecuador, the surfaces of which are not small.
Regardless of this, in the period between 2000
and 2011, the value of Mexican flower production
increased by an annual average 0f9.5%, and reached
a value of over 5.6 billion pesos (DISEMINA,
2012).

The main flower-producing states are the State
of Mexico, Puebla, and Morelos, which provide
48, 22, and 12% of the country’s production,
respectively (CESAVEM, 2011). The economically
important crops in the country are chrysanthemums,
roses, carnations, and gladiolus. In terms of planted
areas and demand, gladiolus is the main flower,
since it adapts easily to technological (limited
phytosanitary control,
management) and weather limitations (extreme
temperatures, high luminosity). In the state of
Morelos, the crop is concentrated in the municipal
areas of Cuautla, Yautepec, and Ayala.

inadequate postharvest
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Los principales estados productores de flor de
corte son: el Estado de México, Puebla y More-
los, aportando el 48, 22 y 12% de la produccién
respectivamente (CESAVEM, 2011). Los cultivos
de importancia econémica a nivel nacional son:
crisantemo, rosa, clavel y gladiola. En términos de
area cultivada y demanda, la gladiola es la flor pri-
mordial, pues se adapta con facilidad a las limitan-
tes tecnologicas (limitado control fitosanitario, mal
manejo postcosecha) y climaticas (temperaturas
extremas, alta luminosidad). En el estado de Mo-
relos el cultivo se concentra en los municipios de
Cuautla, Yautepec y Ayala.

La calidad de la gladiola, como flor de corte,
depende en gran medida del cormo que es la estruc-
tura de reproduccion vegetativa; los paises especia-
lizados en su distribucién son: Holanda, Francia,
Chile y Estados Unidos (Claridades Agropecuarias,
2006). Los productores cuando requieren renovar
el cultivar, acuden a casas comercializadoras o con
productores de la misma zona para la adquisicion
del nuevo material. Sin embargo, la sanidad del
cormo no es garantizada; enfrentando asi una de
las principales limitantes conocida como “pudri-
cion del cormo” que es asociada a los hongos del
género Penicillium (Pataky, 1983; Gonzalez-Pérez
et al., 2009; IFBC, 2012).

En almacenamiento, el agente asociado a la
pudricion del cormo en gladiola es Penicillium
gladioli, descrito por McCulloch y Thom (1928);
actualmente, existen reportes de otras especies de
Penicillium que afectan los cormos por las que se
estiman pérdidas del 50% en almacenamiento y del
15% en campo (Singh, 1970; Gonzalez-Pérez et al.,
2009; Gonzalez-Pérez, 2011). El presente estudio
tuvo como objetivos: a) aislar y caracterizar cul-
tural, morfolégica y molecularmente las especies
de Penicillium causantes de la pudricion de cormos
de gladiolo en almacenamiento y b) determinar la
patogenicidad de los aislamientos de Penicillium.
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The quality of the gladiolus, as a cut flower,
depends largely on the corm, which is the plant
reproductive structure. The countries specialized in
its distribution are the Netherlands, France, Chile,
and the United States (Claridades Agropecuarias,
2006). When farmers want to renew the cultivar
they go to marketing venues or to farmers of the
same area to acquire the new material. However, the
health of the corm is not guaranteed, presenting one
of the main limitations, known as “corm rotting,”
which is related to fungi of the genus Penicillium
(Pataky, 1983; Gonzalez-Pérez et al., 2009; IFBC,
2012).

In storage, the agent related to corm rotting in
the gladiolus is Penicillium gladioli, described by
McCulloch and Thom (1928). Currently, there are
reports of other species of Penicillium that affect the
corms, causing losses calculated in 50% in storage,
and 15% on the field (Singh, 1970; Gonzalez-Pérez
et al., 2009; Gonzalez-Pérez, 2011). The aims
of this study were a) to isolate and characterize
culturally, morphologically, and molecularly the
species of Penicillum that cause the rotting of
gladiolus corms in storage, and b) to determine the
pathogenicity of the isolations of Penicillium.

MATERIALS AND METHODS
Isolations

In August 2012, isolations were obtained from
pathogenic fungi from GrandPrix commercial
variety gladiolus corms, with a circumference
of 10/12 ecm (Grupo Nedermex, S.A. de C.V. del
Estado de México) that presented severe damage
caused by Penicillium. In a laminar flow cabinet,
the characteristic dust of this type of rotting was
placed in Petri dishes with potato dextrose agar
(PDA) medium and incubated for 10 d at 27 °C
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MATERIALES Y METODOS
Aislamientos

En agosto del 2012 se obtuvieron los aisla-
mientos de los hongos fitopatogenos de cormos de
gladiola comerciales variedad GrandPrix de cir-
cunferencia 10/12 cm (Grupo Nedermex, S.A. de
C.V. del Estado de México) que presentaban dafo
severo ocasionado por Penicillium. En camara de
flujo laminar, el polvo caracteristico de este tipo
de pudricion se coloco en cajas de Petri con medio
papa dextrosa agar (PDA) e incub6 durante 10 d a
27 °C en oscuridad total. Las diversas colonias se
aislaron, y purificaron hasta obtener cultivos mo-
nosporicos, en medio agar—agua por el método de
dilucién decimal seriada (Villanueva Arce et al.,
2005), se incubd en condiciones ambientales de la-
boratorio por 36 h. Algunas esporas germinadas se
transfirieron a cajas de Petri con PDA. La conser-
vacion de cepas fungicas se realizd con la técnica
de silica-gel (Chan y Elander, 1986).

Pruebas de patogenicidad

Se utilizaron cuatro cormos sanos por aisla-
miento, los cuales no presentaron dafios visibles
variedad GrandPrix 10/12, y cuatro mas sin ino-
cular como tratamiento testigo. Los cormos fueron
despojados de la tinica, lavados con solucion jabo-
nosa y enjuagados con agua corriente. En campana
de flujo laminar, los cormos se desinfestaron con
solucion de hipoclorito de sodio al 1.5% por 2 min,
se enjuagaron con agua destilada estéril en tres
ocasiones y colocaron sobre papel secante estéril
contenido en charolas de poliestireno nuevas y des-
infectadas. Una vez eliminada el agua superficial
de los cormos, cada charola se dispuso en bolsas
herméticas con cierre dentado. Los cormos se
inocularon con cultivos de Penicillium de 10 d e
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in complete darkness. The diverse cultures were
isolated and purified until monosporic cultures
were obtained in water-agar medium using the
decimal serial dilution method (Villanueva Arce
et al., 2005), and incubated under environment
conditions for 36 h. Some germinated spores
were transferred to Petri dished with PDA. The
fungal strains were conserved using the silica-gel
technique (Chan and Elander, 1986).

Pathogenicity tests

Four healthy corms were used for every
isolation, which presented no visible damages, of
the variety GrandPrix 10/12, and four more without
inoculating as a control treatment. The tunics were
removed from the corms, which were washed
with a soapy solution, and rinsed with tap water.
In a laminar flow bell, the corms were disinfected
with a sodium hypochlorite solution at 1.5% for
2 min, rinsed three times and placed on sterile
drying paper contained in new and disinfected
polystyrene trays. Once the surface water was
discarded, each tray was placed in airtight bags
with jagged zippers. The corms were inoculated
with 10 d old Penicillium cultures and incubated
for 8 d at 8 °C plus 22 d at room temperature.
The inoculation methods used were two: by the
infiltration of a suspension of spores following
the method proposed by Gonzalez-Pérez (2011),
which consists in adjusting the suspension to a
concentration of 1x10° spores mL"' plus a Tween
20 aliquot, adjusting to a concentration of 0.1%.
Later, 2 mL were infiltrated, one in the apical bud
and another in the basal disc; by inoculation with
mycelia, the latter was placed in an incision made
with a hole puncher, 3 mm in diameter near the
apical bud. The evaluation was based on a visual
appreciation using a seven-point scale (Table 1).
This evaluation was complemented by performing
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incubaron 8 d a 8 °C mas 22 d a temperatura am-
biente. Los métodos de inoculacion utilizados fue-
ron dos: por infiltracion de suspension de esporas
siguiendo la metodologia propuesta por Gonzalez-
Pérez (2011); que consiste en ajustar la suspension
auna concentracion de 1x10° esporas mL!' mas una
alicuota de Tween 20 ajustando a una concentra-
cion del 0.1%; se infiltraron 2 mL, uno en el brote
apical y el otro en el disco basal; por inoculacion
con micelio, éste se colocd en una herida hecha con
un sacabocados de 3 mm de didmetro cerca del bro-
te apical. La evaluacion se baso en una apreciacion
visual usando una escala de siete puntos (Cuadro
1). Esta evaluacion se complement6 realizando un

a vertical cut in the center of each corm. The total
exposed surface of each half was measured in mm?
along with the damaged surface with the aid of
images and the program ImageJ (Rasband, 2006).
Values were reported as a percentage of tissue
affected in respect to the total area.

Cultural and morphological characterization

In malt extract agar (MEA) and czapek agar
(Cz’) we observed color, texture, exudates,
and maximum culture growth from a saturated
spore solution from the monosporic cultures as
recommended by Frisvad and Samson (2004).

Cuadro 1. Escala de grado visual para el dafio de Penicillium en cormos de gladiolo.
Table 1. Visual scale for the damage of Penicillium on gladiolus corms.

Dafio en menos del
60% en raices.

Sin dano

Danio en el 100 % de la
zona basal. Puntos color
marron bien delimitados.

Daiio en el 100 % de la
zona basal. Los puntos
color marrén superan los

Dano en 100% de raices,
31-80% de infeccion en
la zona centro de la parte
basal. Posible dafo en la
periferia.

Daio entre el 61-100%
en raices mas 30% de
infeccion en zona centro
basal y manchas de color
marrdn en la periferia.

Zonas blandas

3 mm de didmetro
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corte vertical en el centro de cada cormo; de cada
mitad se midio la superficie expuesta total en mm?
y la superficie danada con la ayuda de imagenes y
el programa ImageJ (Rasband, 20006); los valores
se reportaron como porcentaje de tejido afectado
con respecto al area total.

Caracterizacion cultural y morfologica

En extracto de malta agar (MEA) y agar cza-
pek (Cz’) se aprecio coloracion, textura, exudados
y maximo crecimiento de las colonias a partir de
una solucion de esporas saturada proveniente de
los cultivos monosporicos como lo recomiendan
Frisvad y Samson (2004). Para las mediciones
morfométricas se establecieron microcamaras de
crecimiento (Moreno et al., 2005) a partir de las
cuales se prepararon montajes para observar a deta-
lle el micelio, conidi6éforos y conidios bajo micros-
copio compuesto (Olympus CX31, objetivo 40X).
Las preparaciones se realizaron con lactofenol, mi-
diendo en promedio 50 cuerpos fructiferos y 100
esporas por aislamiento. Se considerd longitud y
ancho de estipe, métula y fidlide, y el diametro del
conidio; también se determiné forma, textura y pa-
tron de ramificacion del conididforo. Para evaluar
la tasa de crecimiento (TC), como caracteristica fi-
siologica y diferencial entre especies, se utilizaron
discos de 5 mm provenientes de los cultivos mo-
nosporicos de Penicillium para colocarlos en cajas
de Petri de 50 mm de didmetro con PDA e incubd
a temperatura ambiente hasta que el micelio alcan-
70 su maxima area de crecimiento. El crecimiento
micelial considero la evaluacion de la maxima area
diaria utilizando imagenes y el programa Imagel
(Rasband, 2006), finalmente se utilizo la siguiente
ecuacion para determinar la TC:

Crecimiento final-Crecimiento inicial

TC= ; - .
Tiempo de incubacion
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For  morphometric growth
microchambers were set up (Moreno et al., 2005),
and from there, assemblies were prepared to
observe the mycelium, conidophora, and conidia in
retail under the compound microscope (Olympus
CX31, lens 40X). The preparations were made
with lactophenol, measuring an average of 50 fruit
bodies and 100 spores per isolation. We considered
the length and width of the stipe, metula, and
phialide, as well as the diameter of the conidium; we
also determined the shape, texture and ramification
pattern of the conidiophore. To evaluate the growth
rate (TC), as a physiological and differential
characteristic between species, 5 mm discs from

measurements,

monosporic Penicillium cultures were used to
place them in Petri dishes, 50 mm in diameter,
with PDA, and incubated at room temperature until
the mycelium reached its maximum growth area.
Myecelial growth considered the evaluation of the
maximum daily area using images and the program
Image] (Rasband, 2006); finally, the following
equation was used to determine the TC:

Final growth-Initial growth
TC=

Time of incubation

The cultural and morphological characterization
of each isolation was compared with the referent
species obtained from molecular characterization
using the taxonomic codes described by Frisvad
and Samson (2004) and Pitt and Hocking (2009).

Extraction and purification of genomic DNA

Based on the protocol proposed by Doyle
and Doyle (1990) with some modifications, in
order to obtain the fungal mycelium PDA discs,
5 mm in diameter, from monosporic discs, were
used to plant in 50 mL of potato dextrose broth
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La caracterizacién cultural y morfoldgica de
cada aislado se compar6 con la especie referencia
obtenida de la caracterizacion molecular utilizan-
do las claves taxonomicas descritas por Frisvad y
Samson (2004) y Pitt y Hocking (2009).

Extraccion y purificacion del ADN genémico

Con base en el protocolo propuesto por Doyle
y Doyle (1990) con algunas modificaciones; para
obtener el micelio del hongo se usaron discos de
PDA de 5 mm de diametro, provenientes de cul-
tivos monosporicos, para sembrar en 50 mL de
medio caldo papa dextrosa el cual se incubd por
4 d a 27 °C. El micelio recuperado con papel filtro
estéril, se macerd y triturd con nitrogeno liquido en
un mortero de porcelana. En tubos Eppendorf, se
agreg6 0.2 g de micelio pulverizado mas 600 mL
de solucion amortiguadora de lisis, se agito en vor-
tex e incubd 30 min a 65 °C en un termomezclador
(Thermomixer Compact-Eppendorf®). A continua-
cion, se adicionaron 250 mL de acetato de pota-
sio 5 M y se agit6é hasta homogeneizar en vortex
y centrifugo; esta al igual que las subsecuentes se
realizaron durante 5 min, 13000 rpm, 4 °C. El so-
brenadante se recuperd y coloco en un tubo nuevo
mas un volumen de fenol:cloroformo: isoamilico
(25:24:1 v/v/v), se mezcld y centrifugd. Recupera-
do nuevamente el sobrenadante en un tubo nuevo,
se agregd 1 mL de RNAsa e incubd por 30 min a
37 °C. Pasados los 30 min, se adiciono un volumen
de Cloroformo:Isoamilico (24:1 v/v), se mezclo y
centrifugd. Se recuperd el sobrenadante en un tubo
nuevo, se adicionaron 2/3 de volumen de isopro-
panol frio, dejando reposar 2 h a -20 °C; posterior-
mente se centrifugo y elimind el sobrenadante. La
pastilla se lavo con 1000 mL de etanol 70%, y se
dejo secar hasta que se evaporo totalmente el alco-
hol. Las muestras se resuspendieron en 50 mL de
agua destilada estéril y almacenaron a -20 °C. La
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medium, which was incubated for 4 d at 27 °C.
The mycelium recovered with sterile filter paper
was macerated and crushed with liquid nitrogen
in a porcelain mortar. In Eppendorf tubes, 0.2 g of
pulverized mycelia were added along with 600 mL
of lysis buffer solution, it was stirred in a vortex
and incubated for 30 min at 65 °C in a thermomixer
(Thermomixer Next,
250 mL of potassium acetate 5 M were added
and stirred until homogenized in a vortex and a
centrifuge. This one, as all the following, were
carried out for 5 min, 13000 rpm, 4 °C. The
supernatant was recovered and placed in a new tube
with a volume of pnenol:chlorophorm:isoamylic
acid (25:24:1 v/v/v), then mixed and centrifuged.
Once the supernatant was separated again and
placed in a new tube, I mL of RNAse was added and
incubated for 30 min at 37 °C. After the 30 min, one
volume of chlorophormo: isoamylic acid (24:1 v/v)
was added, mixed and centrifuged. Once again, the
supernatant was taken and placed in another tube,
2/3 volume of cold isopropanol were added, then
left to rest for 2 h at -20 °C. It was then centrifuged
and the supernatant was discarded. The tablet was
washed with 1000 mL of ethanol at 70%, and left
to dry until the alcohol evaporated completely.
The samples were resuspended in 50 mL of sterile
distilled water and stored at -20 °C. The purity of
the DNA obtained was verified by electrophoresis
in an agarose gel at 1% stained with 1 mL of GelRed
10,000x (0.1 mg mL") and observed in a molecular
photodocumenter (Imager®).

Compact-Eppendorf™).

DNA Quantification

The DNA concentration was determined in the
Nano Drop® (ND-1000), to later adjust to 50 ng mL"!,
as established by the method for quantification and
sequencing.
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pureza del ADN obtenido, se verificd por electro-
foresis en un gel de agarosa al 1 % tefiido con 1 mL
de GelRed 10,000x (0.1 mg mL™") y se observé en
un fotodocumentador molecular (Imager®).

Cuantificacion del ADN

Se determino la concentracion del ADN en el
Nano Drop ® (ND-1000), para posteriormente
ajustar a 50 ng mL"', como lo establece el método
para la cuantificacion y secuenciacion.

Amplificacion por PCR

Los iniciadores utilizados para amplificar la re-
gion ITS del ADN ribosomal fueron ITS1 con la
secuencia 5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG3 y el
ITS4 5STCCTCCGCTTATTGATATGC3’ (White
et al., 1990). La Reaccion en Cadena de la Poli-
merasa (PCR por sus siglas en inglés) se realizo
con un volumen final de la mezcla de 50 uL y se
corrié en un termociclador (Bio Rad DNA engi-
ne®). La mezcla de reaccion se compuso de: 5.0 uL
de solucion amortiguadora para la PCR, 3.0 puL de
MgCl, (50 mM), 2.0 mL de la mezcla de dNTPs
(10 mM), 1 mL de cada uno de los ITS’s (50 pmol
uL™1) y 0.5 uL de Tag-DNA polimerasa (Invitrogen®
94 kDa). El programa para la PCR (por sus siglas en
inglés) consistiéo de 30 ciclos: desnaturalizacion
inicial 95 °C por 5 min; desnaturalizacion 95 °C
por 1 min; alineacion a 57 °C por 40 s; extension 72
°C por 1 min. Los fragmentos amplificados se ve-
rificaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%
tefiido con 1 puL de GelRed 10, 000x (0.1 pg mL™)
y comparados los pesos moleculares con el mar-
cador TriDye 1kb DNA. Los productos de la PCR
amplificados se purificaron mediante el kit GeneJet
™ (Fermentas, USA).

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2017

Amplification by PCR

The primers used to amplify the ITS region of
the ribosomal DNA were ITS1, with the sequence
5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’, and ITS4
S’TCCTCCGCTTATTGATATGC3’ (White et al.,
1990). The Polymerase Chain Reaction (PCR) was
carried out with a final volume of the mixture of
50 puL and run in a thermocycler (Bio Rad DNA
engine”). The reaction mixture was composed
of: 5.0 uL of buffer solution for the PCR, 3.0 uL
of MgCl, (50 mM), 2.0 mL of the mixture of
dNTPs (10 mM), 1 mL of each one of the ITS’s
(50 pmol uL!) and 0.5 uL of Tag-DNA polymerase
(Invitrogen® 94 kDa). The program for the PCR
consisted of 30 cycles: initial denaturalization
95 °C for 5 min; denaturalization 95 °C for 1 min;
alignment at 57 °C for 40 s; extension 72 °C for
1 min. The amplified fragments were verified by
gel electrophoresis in agarose gel at 1% stained
with 1 pL of GelRed 10, 000x (0.1 ug mL") and
compared with the molecular weights with the
marker TriDye l1kb DNA. The products of the
amplified PCR were purified with the kit GeneJet
™ (Fermentas, USA).

Sequencing

The DNA was quantified and sequenced in both
ways to avoid assembly and comparison errors
in the Institute of Biotechnology of the National
Autonomous University of Mexico (Instituto
de Biotecnologia de la Universidad Nacional
Autonoma de México), Cuernavaca, Morelos. The
sequences were aligned and compared with the
National Center for Biotechnology Information
(Centro Nacional para la Informacion de
Biotecnologica) using BLAST.
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Secuenciacion

El ADN se cuantifico y secuencioé en ambos sen-
tidos para evitar errores de ensamble y compara-
cion; en el Instituto de Biotecnologia de la Univer-
sidad Nacional Autéonoma de México, Cuernavaca,
Morelos. Las secuencias se alinearon y compararon
con la base de datos del Centro Nacional para la
Informacion de Biotecnoldgica mediante BLAST.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamientos

De los aislados que se obtuvieron de los cormos
con sintomas de pudricion en almacén, se selec-
cionaron cuatro colonias representativas de Peni-
cillium de acuerdo a su comportamiento cultural en
PDA, las colonias se etiquetaron como 1P, 2P, 3P
y 4P.

Pruebas de patogenicidad

La evaluacion del porcentaje de superficie in-
fectada y dafio visual indico que los cuatro aislados
de Penicillium, inoculados en cormos de gladiolo
variedad GrandPrix 10/12, fueron patogénicos con
diferente grado de virulencia los aislados 1P y 4P
fueron los mas agresivos (Cuadro 2). Se observa-
ron diferencias entre la inoculacion por suspension
de esporas o micelio. El dafio visual fue mayor en
la inoculacion con micelio. La evaluacion de dafio
externo reportd necrosis de raices de anclaje, man-
chas y hundimientos de color marrén, con presen-
cia de micelio; aunque la presencia de micelio en
raices fue mayor. En general el dafio interno mostrd
decoloracion del tejido. En ambos casos, el hongo
se reaislo y verificaron las caracteristicas y el com-
portamiento cultural para cumplir con los postulados
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RESULTS AND DISCUSSION
Isolations

Out of the isolations obtained from the corms
with symptoms of rotting in storage, four cultures,
representative of Penicillium, were selected
according to their cultural behavior in PDA; the

cultures were labeled as 1P, 2P, 3P, and 4P.
Pathogenicity tests

The evaluation of the percentage of the surface
infected and of the visual damage indicated that the
four Penicillium isolations, inoculated in gladiolus
corms of the variety GrandPrix 10/12, were
pathogenic with different degrees of virulence, and
isolations 1P and 4P were the most aggressive (Table
2). Differences were noticed between inoculation of
spores and of mycelia. Visual damage was greater
in the inoculation with mycelia. The evaluation of
external damage reported the necrosis of anchor
roots, spots and brown-colored collapses, with
the presence of mycelia, although the presence of
mycelia was greater in roots. In general, internal
damage presented tissue discoloring. In both cases,
the fungus was reisolated and its characteristics and
cultural behavior were verified to comply with the
postulated by Koch. Despite the aggressiveness of
Penicillium as a phytopathogen being considered
low, the pathogenicity tests carried out in this study
show that the infection level increases depending
on the places with lesions and the natural rupture
of the corm. Gonzalez-Pérez et al. (2009) reported
an isolation of Penicillium affecting the production
area of Puebla with a aggressiveness that mainfests
itself in only 2.7% of the exposed area of the
corms. The behavior of the isolations found in this
investigation resemble descriptions by Overy et al.
(2005), who point out that in their pathogenicity
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Cuadro 2. Patogenicidad de cuatro aislados de Penicillium sp. en cormos de gladiola var. GrandPrix® 10/12.
Table 2. Pathogenicity of four Penicillium sp. isolations in gladiolus corms, var. GrandPrix® 10/12.

Suspension de esporas Micelio
Aislamiento Superficie infectada % Dafio visual Superficie infectada % Daiio visual
1P 373+ 6.4a 3.0 18.0+10.4 be 3.5
2p 30.9+12.6 ab 22 31.8+11.0 ac 2.7
3p 23.5+24.3ab 2.5 20.5+4.3 be 3.0
4P 28.0 +14.4 ab 2.7 41.5+223a 3.7
Testigo 94+ 62D 0.7 29.5+ 6.5b 2.7

Valores con la misma letra representan valores estadisticamente iguales. Prueba de analisis de varianza de una via
con una F =4.206, F = 8.55, gl (4, 35) y P <0.007 determinada con comparacion de medias por Tukey (P>0.05).
El valor mostrado en dafio visual corresponde a la media / Values with the same letter represent statistically equal
values. One-way test of analysis of variance with one F = 4.206, F = 8.55, gl (4, 35) y P < 0.007 determined with a
Tukey comparison of averages (P>0.05). The value shown for visual damage corresponds to the average.

de Koch. Atin cuando la agresividad de Penicillium
como fitopatogeno es considerada baja; las pruebas
de patogenicidad realizadas en este trabajo, mues-
tran que el nivel de infeccion incrementa depen-
diendo de los sitios lesionados y ruptura natural del
cormo. Gonzalez-Pérez et al. (2009), reportaron
un aislado de Penicillium, afectando la zona pro-
ductora de Puebla cuya agresividad se manifiesta
solo en el 2.7% del area expuesta de los cormos.
El comportamiento de los aislados encontrados en
este trabajo se asemejan a lo descrito por Overy
et al. (2005), quienes sehalan que en sus pruebas
de patogenicidad, los cormos presentaréon motea-
do, decoloracion externa, necrosis de raices y en su
caso, dafo interno.

Caracterizacion cultural y morfolégica de los
aislamientos

El comportamiento cultural y las caracteristicas
morfologicas de los aislados de Penicillium se en-
cuentran resumidas en los Cuadros 3 y 4; se ob-
serva que, las caracteristicas descritas coinciden en
la mayoria de los puntos referidos por la literatura
para la especie reportada en la identificacion mo-
lecular (Crous et al. 2004; Pitt y Hocking, 2009;
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test, corms presented spots, external discoloring,
root necrosis, and in their case, internal damage.

Cultural and morphological characterization of
isolations

The cultural behavior and the morphological
characteristics of the Penicillium isolations are
summarized in Tables 3 and 4. We can observe that
the characteristics described coincide with most of
the points referred to by the bibliography for the
species reported in the molecular identification
(Crous et al. 2004; Pitt and Hocking, 2009;
Frisvad and Samson, 2004). The morphological
characteristics of the conidiophore and the
behavior of the cultures in specific media have
been acknowledged as the main taxonomic
characteristics (Comerio, 2000). Figures 1, 2, 3,
and 4 show the cultural behavior in media Cz’,
MEA, and PDA. Isolations 1P, 2P, and 4P belong
to the same species P. verrucosum, although the
cultural characteristics differe between isolation
1P and isolations 2P y 4P, probably considering
the presence of two varieties, since they presented
lower growth rates (.12 to .55 cm?d' ) and
this physiological characteristic helps separate
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Cuadro 3. Comparacion del comportamiento cultural y micromorfologico de aislados de Penicillium en cormos de gladiolo

var. GrandPrix® en su tiempo de almacén con la especie de P. verrucosum (KC009832).

Table 3. Comparison of the cultural and micromorphologic behavior of Penicillium isolations in gladiolus var. GrandPrix®
corms in their time of storage with the species P. verrucosum (KC009832).

Cepa 1P Cepa 2P Cepa 4P P. verrucosum™
TC cm?d! PDA 2.159 0.555 0.120 Nr
Diémetro (mm) Cz 32 25 27 15-25
MEA 36 27 25 12-20
De crecimiento limitado
Aterciopelada o esparciéndose
. . Surcada y .
Cz Plano Aterciopelada ligeramente . ampliamente, textura
aterciopelada .
T algodonoso y granular aterciopelada a
extura algodonosa o granular
. Aterciopelado, centro  Sin y con centro .
Aterciopelada T Surcado, aterciopelado
MEA con micelio aéreo y abultado, surcado y
algodonoso . con centro algodonoso
surcado granular a las orillas
Verde grisaceo con Amarillo-verde, verde
. Verde opaco con Verde con margen )
Coloracion Cz margen blanco al T . oscuro a gris, verde-azul,
micelio blanco blanco estriado
centro blanco u ocre
MEA Verde opaco y Amarillo, verde y Amarillo delimitado Micelio blanco
blanco blanco por margen blanco
Exudado Cz np Np Claro Claro
MEA np Np Naranja Ocasional, de color claro
Centro marron . .
(- Beige, crema, centro , Incoloro u amarillo, rosa,
Reverso Cz a palido en las Marron - ,
orillas 0SCuro naranja o marron
MEA Amarillo al cen tro, Amarillo claro Amarillo Mar.ron a café, amarillo
crema a las orillas u olivo
.. Monoverticillate, .
Forr.na'lrdel PDA Monov'er'tlcﬂlate Y Biverticillate y Terverticillate BlVGI’tl?ll'late y
conidi6foro Terverticillate - Terverticillate
Terverticillate
Estipe (um) PDA ;91"9‘;&65'232 X 70395 x 2.958 77.738 x 2.887 200 - 400 x 3.0 — 4.0
Textura de
Estipe PDA Rugosa Rugosa Rugosa Rugosa
Métula (um) PDA 13.679 x 2.746 10.762 x 2.664 10.935 x 2.656 8-13x3-4
Forma de PDA Cilindrica Cilindrica Cilindrica Cilindrica
Métula
Fialide (um) PDA 9.254x 2.3 8.115x2.192 8.951 x 2.466 7.0-9.0x2.0-25
Forma de la Ampuliforme, con Ampuliforme o
o PDA i Ampuliformes lectiforme con Ampuiforme
Fialide colula corta
colula corta
Conidia(pum) PDA 2-3 2-2.8 2-3 3.0-4.0
Forma de Esferlgas, Esféricas, emergiendo Esferlgas Esféricas o elipsoidales,
L PDA emergiendo en emergiendo en
conidias en cadenas ordenadas en cadenas ordenadas

cadenas ordenadas

cadenas ordenadas

Caracteristicas en medio agar Czapek (Cz) y extracto de malta agar (MEA) a 25 °C 7dias en oscuridad. Presencia de exudados a
25 °C 14 dias en oscuridad en medio Cz y MEA; Np: no presente; Nr: no reportado. Montajes en papa dextrosa agar (PDA), obser-
vaciones a 3 — 5 dias en microscopio compuesto Olympus CX31, objetivo 40X. * Crous et al.2004; Pitt y Hocking, 2009; Frisvad y
Samson, 2004 / Characteristics in Czapek (Cz) agar medium and malt extract agar (MEA) at 25 °C 7 days in darkness. Presence of
exudates at 25 °C 14 days in darknes in Cz medium and MEA; Np: not present; Nr: not reported. Mounted on potato dextrose agar
(PDA), observations at 3 — 5 days under Olympus CX31 compound microscope, lens 40X. * Crous et al.2004; Pitt and Hocking,

2009; Frisvad and Samson, 2004.
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Cuadro 4. Comparacion del comportamiento cultural y micromorfolégico de aislados de Penicillium en cormos de gladiolo
var. GrandPrix® en su tiempo de almacén con la especie de P. rugulosum (GU566230.1).
Table 4. Comparison of the cultural and micromorphologic behavior of Penicillium isolations in gladiolus var. GrandPrix®
corms in their time of storage with the species P. rugulosum (GU566230.1).

Cepa 3P P. rugulosum*
TC cm?d! PDA 0.794 Nr
Diametro Cz 11-60 4-8-12
(mm) MEA  6-60 10-20
Textura Cz Aterciopelada, ligeramente algodonosa  Aterciopelada
MEA Aterciopelada, plana Aterciopelada
N Cz Amarillo, beige, blanco Usualmente blanco, se presenta también amarillo o rojo
Coloracion incrustado
MEA Amarillo, verde, blanco Amarillo incrustado
Cz Np Ausente o limitado
Exudado MEA Claro Ausente o limitado
Reverso Cz Np Palido, verde-olivo opaco o café
MEA Amarillo palido Palido, verde-olivo, opaco o café
Fon‘ng’del PDA Biverticillate, terverticillate Biverticillate principalmente
conidioforo
Estipe (um) PDA 78.775 x 2.506 70 — 100
Eex'tura de PDA Lisas o finamente rugosas Paredes lisas
stipe
Métula (um) PDA 9.168 x 2.003 10-15
Forma de e
Métula PDA cilindrica
Fialide (um) PDA 11.011 x 1.989 811
E?arlli?ii dela PDA Largas y ampuliformes Ampuliformes o cilindricas
Conidia (um)  PDA 1.6-2.6 2.5-3.0
Foqnq de PDA Elipsoidal (limén) emergiendo en Elipsoidal de pared suave o rugosa
conidias cadenas

Caracteristicas en medio agar Czapek (Cz) y extracto de malta agar (MEA) a 25 °C 7dias en oscuridad. Presencia de exudados
a 25 °C 14 dias en oscuridad en medio Cz y MEA; Np: no presente; Nr: no reportado. Montajes en papa dextrosa agar (PDA),
observaciones a 3 — 5 dias en microscopio compuesto Olympus CX31, objetivo 40X. * Crous et al.2004; Pitt y Hocking, 2009; y
Frisvad y Samson, 2004 / Characteristics in Czapek (Cz) agar medium and malt extract agar (MEA) at 25 °C 7 days in darkness.
Presence of exudates at 25 °C 14 days in darknes in Cz medium and MEA; Np: not present; Nr: not reported. Mounted on potato
dextrose agar (PDA), observations at 3 — 5 days under Olympus CX31 compound microscope, lens 40X. * Crous et al.2004; Pitt and

Hocking, 2009; Frisvad and Samson, 2004.

Frisvad y Samson, 2004). Las caracteristicas mor-
foldgicas del conididforo y el comportamiento de
las colonias en medios especificos han sido reco-
nocidas como caracter taxonémico primario (Co-
merio, 2000). En las Figuras 1, 2, 3 y 4 se observa
el comportamiento cultural en medio Cz’, MEA y
PDA. Los aislados 1P, 2P y 4P, pertenecen a la
misma especie P. verrucosum; sin embargo, las
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individuals of the same species. On the other hand,
the ITS region and the subunit 5.8s of the rTDNA
used in this type of analyses are very preserved
instraspecifically, and they are therefore not the
most adequate to carry out studies of subspecific
groups. Regarding isolation 3P, it belongs to the
species P. rugulosum. The difference lies in the
maximum growth of the culture. The bibliography
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Figura 1. Colonias del aislado 1P identificado como P. verrucosum de 7 dias, 25 °C en (A) PDA, (B) Cz y (C) MEA. (D) Co-

nidiéforos y conidias.

Figure 1. Cultures of isolate 1P identified as 7-day old P. verrucosum, at 25 °C in (A) PDA, (B) Cz and (C) MEA. (D)

Conidiophora and conidia.

caracteristicas culturales difieren entre el aislado
1Py los aislados 2P y 4P, considerandose probable-
mente la presencia de dos variedades debido a que
presentaron tasas de crecimiento menores (.12 a .55
cm?d! )y esta caracteristica fisiologica permite se-
parar individuos de la misma especie. Por otra parte
la region ITS y la subunidad 5.8s del ADNr utili-
zada en este tipo de analisis son muy conservadas
intraespecificamente por lo que no son las mas ade-
cuadas para estudiar grupos subespecificos. Con

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2017

reports behavior characteristics for the reference
species in a czapek yeast agar (CYA) medium
and the medium used for this characterization was
czapek agar medium (Cz’). However, the behavior
displayed in malt extract agar (MEA), reported in
the bibliography, also differs. Therefore, the use
of culture media is not considered a part of the
explanation in the discrepancy in the size of the
cultures. This discrepancy may also be justified by
the difference in growth rates.
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Figura 2. Colonias del aislado 2P identificado como P. verrucosum de 7 dias, 25 °C en (A) PDA, (B) Czy (C) MEA. (D) Co-

nidioforos y conidias.

Figure 2. Cultures of isolate 2P identified as 7-day old P. verrucosum, at 25 °C in (A) PDA, (B) Cz and (C) MEA. (D)

Conidiophora and conidia.

respecto al aislado 3P, pertenece a la especie de P,
rugulosum, la diferencia se encuentra en el creci-
miento maximo de la colonia. La literatura reporta
caracteristicas de comportamiento para la especie
referencia en medio agar czapek extracto de leva-
dura (CYA) y el medio usado para esta caracteriza-
cion fue medio agar czapek (Cz’). Sin embargo, el
comportamiento en extracto de malta agar (MEA),
reportado en literatura, también difiere; por lo que
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Molecular characterization of isolations

Table 5 shows the results of the amplification and
sequencing in both directions of the rDNA of the
four Penicillium isolations. This teste reported that
the causal agents of the rotting of gladiolus agents
in storage are P. verrucosum and P. rugulosum:
Traditionally, this pathology is related to P. gladioli
(McCulloch and Thom, 1928). However, Frisvad
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Figura 3. Colonias del aislado 4P identificado como P. verrucosum de 7 dias, 25 °C en (A) PDA, (B) Czy (C) MEA. (D) Co-

nidioforos y conidias.

Figure 3. Cultures of isolate 4P identified as 7-day old P. verrucosum, at 25 °C in (A) PDA, (B) Cz and (C) MEA. (D)

Conidiophora and conidia.

el uso de medios de cultivo no se considera como
parte de la explicacion en la discrepancia en el ta-
mafio de las colonias. Esta discrepancia también
puede justificarse por la diferencia en las tasas de
crecimiento.

Caracterizacion molecular de los aislamientos

En el Cuadro 5 se muestran los resultados de la
amplificacién y secuenciacion en ambos sentidos
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and Samson (2004) mention that this species could
be extinct due to the chemical management given
to plants. On the other hand, there are reports of
other species of Penicillium related to the rottinf
of gladiolus corms: P. funiculosum (Singh, 1970),
P hirsutum, P. venetum and P. tulipae (Overy
et al., 2005), Penicillium sp. (Gonzalez-Pérez
et al., 2009) and P. brevicompactum (Gonzalez-
Pérez, 2011). Crous et al. (2004) mention in the
mycobank database, that the species P. verrucosum,
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20 ym

Figura 4. Colonias del aislado 3P identificado como P. rugulosum de 7 dias, 25 °C en (A) PDA, (B) Cz’y (C) MEA. (D) Co-
nidioforos y conidias.

Figure 4. Cultures of isolation 3P identified as 7-day old P. rugulosum, at 25 °C in (A) PDA, (B) Cz’ and (C) MEA. (D)
Conidiophora and conidia.

Cuadro 5. Identificacién molecular de aislados de Penicillium en cormos de gladiolo var. Grand Prix® 10/12.
Table 5. Molecular identification of Penicillium isolations in gladiolus var. GrandPrix® corms 10/12.

Aislado Especie Tamafo molecular Porcentaje de identidad ~ No. de acceso al NCBI*
1P P, verrucosum Dierckx 522 100 KC009832.1
2P P. verrucosum Dierckx 526 100 KC009832.1
3P P, rugulosum Thom 529 100 GU566230.1
4P P. verrucosum Dierckx 517 100 KC009832.1

*NCBI: National Center for Biotechnology Information / NCBI: National Center for Biotechnology Information.
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del ADNr de los cuatro aislados de Penicillium.
Esta prueba reportd que los agentes causales de la
pudriciéon de cormos de gladiolo en almacén son
P. verrucosum y P. rugulosum: Tradicionalmente,
esta patologia es relacionada a P. gladioli (Mc-
Culloch y Thom, 1928). Sin embargo, Frisvad y
Samson (2004) mencionan que esta especie puede
estar extinta a causa del manejo quimico que se
da a las plantas. Por otro lado, existen reportes de
otras especies de Penicillium asociadas a la pudri-
cion del cormo de gladiolo: P. funiculosum (Singh,
1970), P. hirsutum, P. venetum y P. tulipae (Overy
et al., 2005), Penicillium sp. (Gonzalez-Pérez et
al., 2009) y P. brevicompactum (Gonzalez-Pérez,
2011). Crous et al. (2004), mencionan en la base
de datos mycobank, que la especie P. verrucosum,
reportada en el analisis molecular, se encuentra
relacionada con P. hirsutum y P. verrucosum var.
corymbiferum, por lo que se asocia como uno de
los principales agentes de pudricion de bulbos de
flor (Chauhan y Saaltink, 1969; Smid et al., 1995;
Overy et al., 2005). Por otro lado, P. rugulosum es
conocida como una especie ampliamente distribui-
da; aislada de tejido enfermo o sano de diversos
productos. Prince ef al. (1988), aislaron esta es-
pecie de bulbos de Tulipan; sin embargo, hasta la
fecha no se encuentran reportes de su presencia en
cormos de gladiolo.

CONCLUSIONES

Penicillum verrucosum 'y Penicillum rugulosum
se identificaron como agentes causales de la pudri-
cion del cormo de gladiolo durante almacenamiento.
La primera especie identificada se considerd como
la mas agresiva en las pruebas de patogenicidad.
Penicillum rugulosum es reportado por primera vez
como un agente fitopatogénico para gladiola.
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reported in the molecular analysis, is related to P,
hirsutum and P. verrucosum var. corymbiferum,
and therefore associated as being one of the main
agents of the rotting of flower bulbs (Chauhan and
Saaltink, 1969; Smid et al., 1995; Overy et al.,
2005). On the other hand, P, rugulosum is known as
a widely distributed species; isolated from diseased
or healthy tissues of diverse products. Prince et
al. (1988), isolated this species from tulip bulbs;
however, to date there are no reports found of its
presence in gladiolus corms.

CONCLUSIONS

Penicillum  verrucosum and  Penicillum
rugulosum were identified as causal agents of
rotting of the gladiolus corm during storage. The
first species identified was considered the most
aggressive in the pathogenicity tests. Penicillum
rugulosum is reported for the first time as a

phytopathogenic agent for gladiolus.
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Resumen. La pudricion gris en racimos de uva
causada por Botrytis cinerea, es la enfermedad
que mas afectan al mercado de la uva de mesa. Su
control es mediante almohadillas liberadoras de
dioxido de azufre (SO,) y fungicidas sistémicos,
actualmente en revision regulatoria. En este trabajo
se planted evaluar en forma volatil un extracto de
ajo (EHA), alicina, dialildisulfuro (DADS) y dialil-
trisulfuro (DATS), sobre la incidencia de pudricion
gris en racimos de uva variedad Flame seedless.
Los tratamientos fueron impregnados en celulosa,
que permitid la liberacion de los compuestos sobre
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Abstract. Gray mold in grape clusters caused by
Botrytis cinerea, is one of the diseases that most
affect the table grape market. To control this disease
sulphur dioxide releasing pads (SO,) and systemic
fungicides are used, currently in regulatory review.
In this work, it was proposed to use an extract of
garlic (EHA), allicin, dialyldisulfide (DADS) and
dialyltrisulfide (DATS) in volatile form to evaluate
the incidence of gray mold on clusters of table
grapes of the Flame seedless variety. Treatments
were impregnated with cellulose, which allowed
the release of the volatile compounds on clusters
of grape inoculated with 1x10° spores of B.
cinerea/mL. The results showed that the volatile
emitted by allicin and DADS had a lower effect
than that of EHA and DATS. Those compounds
similarly inhibited (P<0.05) disease development
in clusters of grape for 14 days at 4 and 25 °C,
showing increased effectiveness at low temperature
(4 °C). This is a result of particular relevance in the
problematic of this disease that occurs during grape
cold storage. The effectiveness of garlic-derived
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los racimos de uva inoculados con 1 x 10°esporas
de B. cinerea/mL. Los resultados mostraron que
los volatiles emitidos por alicina y DADS tienen
menor efecto que el EHA y DATS, los cuales inhi-
bieron de manera similar (P<0.05) el desarrollo de
la enfermedad en los racimos durante 14 diasa 4y
25 °C, presentando mejor efectividad a bajas tem-
peratura (4 °C). Resultado de particular relevancia
en la problematica de esta enfermedad, que se pre-
senta durante el almacenamiento en frio de la uva.
La efectividad mostrada por los compuestos deri-
vados de ajo, aplicados en su forma volatil, abre la
posibilidad de su utilizacion como una alternativa
a los fungicidas tradicionales para el control de en-
fermedades postcosecha.

Palabras clave: Vitis vinifera, Allium sativum, pu-
dricion de racimos, volatiles azufrados.

Entre los hongos patogenos que afectan el
cultivo de la uva de mesa, destaca Botrytis cine-
rea Pers.:Fr.[teleomorph: Botryotinia fuckeliana
(Bary) Whetz.], ascomiceto causante de la pudri-
cion gris. Este hongo afecta la produccion de uva
de mesa, tanto en la etapa de pre-cosecha como en
post-cosecha, en un amplio rango de condiciones
ambientales y de areas geograficas (Williamson et
al.,2007). El desarrollo de la pudricién gris duran-
te la etapa de comercializacion de la uva de mesa,
afecta el valor de la fruta en el mercado, y es mo-
tivo de rechazo en el momento de revision en las
fronteras de los paises importadores. Las condicio-
nes de temperatura y humedad durante el transporte
y/o almacenamiento en frio, favorecen el desarrollo
de B. cinerea, ya que durante estas etapas la fruta
alcanza su maxima concentracion de azucar, per-
mitiendo que el hongo crezca vigorosamente, pro-
pagandose con facilidad entre los racimos de uva
(Lichter et al., 2006). En el Noroeste de México el
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compounds applied in their volatile form opens
the possibility to use them as an alternative to the
traditional fungicides for controlling post-harvest
diseases.

Key words: Vitis vinifera, Allium sativum, cluster
rot disease, sulphur volatile.

cinerea Pers.:Fr.[teleomorph:
(Bary) Whetz.], the
ascomycete that causes gray mold, is one of the
most important fungal plant pathogens affecting
table grapes. The fungus affects table grapes
production both in pre-harvest and post-harvest
stages in a wide range of environment conditions
and geographic areas (Williamson et al., 2007).

Development of gray mold on table grapes affects

Botrytis
Botryotinia  fuckeliana

their market value and also causes them to be
rejected upon being inspected at the borders of
importing countries. Temperature and moisture
conditions during transportation and/or cold
storage favor the development of B. cinerea,
because during these stages berries achieve their
maximum sugar concentration allowing the fungus
to grow vigorously and spread easily among grape
clusters (Lichter et al., 2006). In northwestern
Mexico, 90% of table grape production is exported
to markets in the United States, Europe and Asia.
To reach those markets, they are sent in refrigerated
(4+1 °C) containers over land or sea and have to
withstand journeys of 14-25 days (Vazquez, 2011;
Lichter et al., 2008).

A common method to control gray mold on
table grapes during transportation and cold storage
is the use of sulphur dioxide (SO,) releasing pads;
SO, is a gaseous compound that disperses inside
the container and prevents B. cinerea spores to
germinate (Sanzani ef al., 2012). However, SO,
damages the berries by bleaching (Milkota ef al.,
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90% de la produccion de uva de mesa es exportada
a mercados de Estados Unido, Europa y Asia. Para
poder alcanzar estos mercados, la fruta es enviada
en contenedores refrigerados (4+1 °C), tanto por
tierra como por mar, debiendo soportar entre 14-25
dias de transporte (Vazquez, 2011; Lichter et al.,
2008).

El control de la pudricion gris bajo condiciones
de transporte y almacenamiento en frio de uva de
mesa, es mediante el uso de almohadillas libera-
doras de dioxido de azufre (SO,), compuesto ga-
seoso que se difunde en el espacio del contenedor,
impidiendo la germinacion de las esporas del hon-
go (Sanzani et al., 2012). El uso de SO,, ocasiona
blanqueamiento de las bayas (Milkota et al., 2010)
y puede provocar reacciones de hipersensibilidad
en consumidores (Ruiz-Moreno et al., 2015). Por
estos motivos y aunado a la importancia comercial
de la exportacion de uva de mesa, se han hecho es-
fuerzos por encontrar alternativas al uso de SO,. De
las diversas alternativas que se han presentado, las
mas aceptadas han sido aquellas, donde el compo-
nente activo proviene de origen natural (Tripathi
et al., 2008). Entre las alternativas naturales, los
compuestos de ajo han demostrado tener efecto
fungicida (Perell6 et al., 2013; Wallock-Richards et
al.,2014). Particularmente, se ha atribuido esta bio-
actividad al compuesto alicina (Curtis et al., 2004),
el cual es uno de los componentes mas abundantes
que se forma cuando el ajo es danado mecanica-
mente. Otros compuestos azufrados derivados de
ajo que también han demostrado tener efecto anti-
fungico son dialildisulfuro (DADS) y dialiltrisulfu-
ro (DATS) (Tsao and Yin, 2001; Gandara-Ledezma
et al., 2015). Una cualidad que hace atractivo el uso
de los compuestos azufrados derivados de ajo, es
su caracteristica de ser volatiles, permitiéndoles te-
ner bioactividad en la fase de vapor, facilitando la
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2010) and may produce hypersensitivity reactions
in consumers (Ruiz-Moreno et al., 2015). For
this reason, besides the commercial importance
of table grape exports, efforts have been made to
find alternatives to using SO,. From the various
alternatives considered, the most accepted have
been those whose active component comes from
natural sources (Tripathi et al., 2008). From natural
sources, garlic compounds have shown fungicidal
effect (Perello et al., 2013; Wallock-Richards et
al., 2014). Such bioactivity has been especially
attributed to the allicin compound (Curtis et al.,
2004), one of the most abundant components
formed when garlic is mechanically damaged.
Other sulphur compounds derived from garlic
that have also shown antifungal effects are diallyl
disulfide (DADS) and dialyltrisulfide (DATS)
(Tsao and Yin, 2001; Gandara-Ledezma et al.,
2015). A particularly attractive feature of sulphur
compounds derived from garlic is that they are
volatile. This characteristic allows them to have
bioactivity at vapor phase and makes it easier to use
them in a gaseous form to control diseases. This is
a relevant aspect of table grape marketing because,
after being harvested, the berries must not be in
contact with liquid substances (Codex Stan 255,
2007). In a previous research, it was found that a
hydroalcoholic extract of garlic (EHA) inhibited B.
cinerea in vitro spore germination in a magnitude
similar to that of allicin and dialyltrisulfide
compounds (Gandara-Ledezma et al., 2015).

Considering all the aspects above mentioned,
this research focused on evaluating the effect of the
volatile compounds from a hydroalcoholic extract
of garlic, allicin, dialyldisulfide and dialyltrisulfide
on the incidence of gray mold on table grapes
inoculated with B. cinerea at transportation (4 °C)
and marketing temperature (25 °C).
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posibilidad de utilizarlos en forma gaseosa para el
control de enfermedades. Este aspecto se hace re-
levante para la comercializacion de la uva de mesa,
donde la fruta después de su cosecha no debe entrar
en contacto con sustancias liquidas (Codex Stan
255, 2007). En un trabajo previo se encontrd que
un extracto hidroalcohdlico de ajo (EHA) fue capaz
de inhibir in vitro la germinacion de esporas de B.
cinerea, en una magnitud similar a los compuestos
alicina y dialiltrisulfuro (Gandara-Ledezma et al.,
2015).

Tomando en consideracion todos los aspectos
antes mencionados, este trabajo se centrd en eva-
luar el efecto de los compuestos volatiles emitidos
por un extracto hidroalcohélico de ajo, alicina, dia-
lildisulfuro y dialiltrisulfuro sobre la incidencia de
la pudricion gris en racimos de uva de mesa ino-
culadas con B. cinerea, evaluados a la temperatura
de transporte (4 °C) y de comercializacion (25 °C).

MATERIALES Y METODOS
Botrytis cinerea Pears

Botrytis cinerea se aislo de uvas infectadas
variedad Flame seedless de un campo ubicado en
la zona viticola de Pesqueira, Sonora. La cepa se
identificoé por las caracteristicas morfologicas y
moleculares, tales como tamafio de los conidios,
apariencia de la colonia y por la secuencia del
ITS1-5.8S RNA-ITS2 (acceso AY568636). Para su
crecimiento se utilizd6 como medio de cultivo agar
papa dextrosa (PDA) y se mantuvo a 25 °C de 7
a 9 dias en oscuridad (Tzortzakis et al., 2007). El
hongo se resembro tomando un pequeiio pedazo de
micelio e inoculandolo sobre PDA a 25 °C de 7 a
9 dias o hasta que el hongo alcanz6 una esporula-
cién suficiente para preparar una solucion de 1x10°
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MATERIALS AND METHODS

Botrytis cinerea Pears

Botrytis cinerea was isolated from infected
grapes of the Flame Seedless variety in a vineyard
located in the wine region of Pesqueira, Sonora.
The strain was identified by its morphological
and molecular characteristics such as conidia size,
colony appearance and ITS1-5.8S RNA-ITS2
sequence (access AY568636). For growth, it was
sown in agar-potato-dextrose (PDA) medium
culture and kept in darkness at 25 °C from 7 to
9 days (Tzortzakis et al., 2007). The fungus was
sown again by taking a piece of mycelium and
inoculating it into PDA at 25 °C from 7 to 9 days, or
until the fungus produced enough spores to prepare
a 1x10° spore/mL suspension. To prepare the
suspension, 5 mL of distilled water with 0.01% of
0.02% Tween 80 were poured on the surface of the
plate containing the fungus; then, it was scratched
using a glass rod, the liquid containing fungal
spores was collected and filtered through muslin
cloth to remove the mycelium, and the mixture was
centrifuged at 5000 x g. The collected spores were
re-suspended in sterile water until a 1x10° spores/
mL concentration was obtained, and quantified in a
Neubauer chamber, according to the methodology
of Moo-Koh et al. (2014).

Hydroalcoholic extract of garlic (EHA) and its
derived sulphur compounds (DADS, DATS and
allicin)

The extract was prepared using garlic of the
Regional variety purchased at the local market. Ten
gram of garlic cloves were blended with 14 mL of
distilled water for 1 min at room temperature. The
mixture was centrifuged at 15 000 x g at 4 °C for
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esporas/mL. La suspension de esporas se prepard
adicionando 5 mL de agua destilada conteniendo
0.01% de Tween 80 al 0.02% sobre la superficie de
la placa con el hongo, se rasp6 con una varilla de
vidrio, el liquido conteniendo las esporas del hongo
se colectd y filtré sobre gaza para eliminar micelio
y el filtrado fue centrifugado a 5000 x g. Las espo-
ras colectadas fueron resuspendidas en agua estéril
hasta lograr una concentracion de 1x10° esporas/
mL cuantificadas con un camara de Neubauer de
acuerdo con la metodologia de Moo-Koh et al.
(2014).

Extracto hidroalcohdlico de ajo (EHA) y sus
compuestos derivados azufrados (DADS, DATS
y alicina)

El extracto se prepar6 a partir de ajo de la va-
riedad “regional”, adquirido en el mercado local.
Diez gramos de dientes de ajo, se licuaron con 14 mL
de agua destilada durante 1 min a temperatura am-
biente. El homogenado se centrifugéd por 20 minu-
tosa 15000 x g a4 °C, se adicionaron 6 mL de eta-
nol al sobrenadante y se centrifugd nuevamente a
8000 x g por 20 min a 4 °C (Jansen et al., 1987). El
sobrenadante represento el extracto hidroalcohdli-
co de ajo. Los estandares con pureza por encima
del 98% de alicina, dialil disulfuro (DADS) y dialil
trisulfuro (DTS) se adquirieron en Neem Biotech
(Cardiff, UK).

Evaluacion in vitro del efecto de EHA, DADS,
DATS y Alicina en el desarrollo de pudricién
gris causada por Botrytis cinerea en racimos de
uva

Los racimos de uvas de la variedad Flame see-

dless se recolectaron al momento de la cosecha en
vifiedos de la region de Pesqueira, Sonora. Los
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20 min, then 6 mL of ethanol were added to the
supernatant and the mixture was centrifuged again
at 8000 x g at 4 °C for 20 min (Jansen et al., 1987).
The supernatant represented the hydroalcoholic
extract of garlic. Standards with purity above 98%
allicin, dialyldisulfide (DADS) and dialyltrisulfide
(DTS) were purchased from Neem Biotech
(Cardiff, UK).

In vitro evaluation of the effect of EHA, DADS,
DATS and allicin on gray mold development
caused by Botrytis cinerea on grape clusters

Grape clusters of the Flame Seedless variety
were collected at harvest in vineyards in the
wine region of Pesqueira, Sonora. The clusters
were reduced to 10 berries per cluster, ensuring
that they did not show visible symptoms of gray
mold caused by B. cinerea. The clusters were
disinfected by immersion in a 2% (v/v) sodium
hypochlorite solution for 5 min, rinsed with sterile
distilled water and dried on paper towels at room
temperature. A puncture wound near the peduncle
of each berry was made with a sterile scalpel.
Each cluster was sprayed with 1 mL of the 1x10°
spores/mL suspension of B. cinerea prepared in
dextrose sabouraud agar (CDS). The inoculated
clusters were placed in 50 cm’ plastic chambers
(one cluster per chamber) and exposed to volatile
compounds from EHA, DADS, DATS and allicin
at the doses per treatment shown in Table 1. The
compounds were impregnated in cellulose pads
(6x2 cm) that had been previously stuck on the
coverlid of the chambers. The control treatment
was impregnated with a water-glycerol solution
because glycerol was used as a retention agent to
control the release of the emitter’s volatiles. This
compound was incorporated into the treatments
before impregnating the emitter. The disease
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racimos se llevaron a 10 bayas por racimo, asegu-
randose que no presentaran sintomas visibles de
pudricion gris causada por B. cinerea. Los racimos
se desinfectaron sumergiéndolos durante 5 min en
una solucion de hipoclorito de sodio al 2% (v/v),
posteriormente se enjuagaron con agua destilada
estéril y se dejaron secar sobre papel absorbente
a temperatura ambiente. A cada una de las bayas,
se les hizo una herida por puncion cerca del pe-
dunculo con un bisturi estéril. Después se asperjo
sobre cada racimo 1 mL de la suspension de 1x10°
esporas/mL de B. cinerea preparadas en caldo dex-
trosa sabouraud (CDS). Los racimos inoculados
se colocaron en camaras de plastico de 50 cm® (un
racimo por camara). Los racimos de uva se expu-
sieron a los compuestos volatiles emitidos por el
EHA, asi como a los compuestos puros de DADS,
DATS vy alicina a las dosis que se muestran en los
tratamientos que se presentan en el Cuadro 1. Los
compuestos se impregnaron en almohadillas de ce-
lulosa (6 x 2 cm) previamente pegadas sobre la tapa
de las camaras. El tratamiento control consistié en
la impregnacidn de una solucion de agua-glice-
rol (1:2 v/v), ya que el glicerol fue utilizado como
agente de retencion, para controlar la liberacion de
los volatiles del emisor. Este compuesto fue incor-
porado a los tratamientos antes de la impregnacion
al emisor. La incidencia de la enfermedad se cuan-
tific6 cada dos dias durante un lapso de 14 dias, a
4y 25 °C. Se cuantificaron el nimero de bayas de
cada racimo con presencia de pudricidén gris. Los
resultados se presentan como incidencia de la en-
fermedad (porcentaje de bayas infectadas), calcula-
da con la formula propuesta por Nally et al. (2012).
Se prepararon tres repeticiones por tratamiento y la
evaluacion se realizo tres veces.

Incidencia %= X100 1)

n
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Cuadro 1. Tratamientos utilizados para la evaluacién in vi-
tro de la incidencia de pudricién gris en racimos
de uva de mesa a 4y 25 °C.

Table 1. Treatments used to evaluate in vitro incidence of

gray mold on table grape clusters at 4 and 25 °C.

Tratamiento Concentracion

T1(control) Agua (1mL) + glicerol (2mL)

T2 EHA (2 mL) + 3 mL de glicerol

T3 DADS (20 pL)+ 30 pL de glicerol
T4 DATS (20 pL)+ 30 pL de glicerol
T5 Alicina (20 pL)+ 30 pL de glicerol

incidence was quantified every other day during 14
days at 4 and 25 °C. Berries of each cluster with
gray mold symptoms were counted. The results
are presented as the disease incidence (percentage
of infected berries) calculated using the formula
proposed by Nally et al. (2012). Three replications
per treatment were prepared and the evaluation was
performed three times.

nd

Incidence %= —— X100 (1)
nT

Where:

nd = number of berries with disease symptoms

nT = Total number of berries in the cluster

Evaluation of the synergistic effect among
DADS, DATS and allicin on gray mold caused
by Botrytis cinerea on grape clusters

To determine a possible synergistic effect
among DADS, DATS and allicin compounds, a
mixture containing 20 pL of each compound and
90 pL of glycerol was prepared. The mixture was
homogenized with gentle agitation and kept in a
cold-water bath until it was applied to the emitter.
The treatments used are shown in Table 2. The same
procedure described for independent compounds
was used to determine the effect of the compound
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Donde:
nd = Numero de bayas con presencia de enfermedad
nT = Numero total de bayas en el racimo

Evaluacion de efecto sinérgico entre DADS,
DATS y alicina, en desarrollo de pudricion gris
causada por Botrytis cinerea en racimos de uva

Para determinar un posible efecto sinérgico
entre los compuestos DADS, DATS vy alicina, se
prepar6 una mezcla que contenia 20 uL de cada
compuesto y 90 uL de glicerol. La mezcla se ho-
mogenizo con agitacion suave y se mantuvo sobre
bafio frio hasta su aplicacion sobre el emisor. Los
tratamientos aplicados se muestran en el Cuadro 2.
Para determinar el efecto de la mezcla de compues-
tos en la incidencia de la pudricién gris sobre los
racimos de uvas, se utilizé el mismo procedimiento
descrito para los compuestos independientes.

Disefio experimental y analisis estadistico

Para la evaluacion de los compuestos indepen-
dientes, se aplico un disefio completamente al azar
con 5 tratamientos y tres repeticiones y para la eva-
luacion de la mezcla de compuestos, se aplicd un
disefio experimental completamente al azar con 3
tratamientos y tres repeticiones. En ambos experi-
mentos, la unidad experimental fue un racimo del0
bayas, y la variable respuesta fue el nimero de
bayas con presencia de pudricion gris, utilizando

mixture on the incidence of gray mold on grape
clusters.

Experiment design and statistical analysis

Independent compounds were arranged in a
completely randomized design with 5 treatments
and 3 replications; the mixture of compounds was
arranged in a completely randomized design with
3 replications and 3 treatments. The experiment
unit in both treatments was a 10-berry cluster, and
the response variable the number of berries with
gray mold symptoms. The percentage of disease
incidence was calculated using the equation of
Nally et al., 2012. Data of the percentage of gray
mold incidence were converted to y = arsin (sqrt
(y/100)) and then subjected to an analysis of
variance with a factor and, in case of significance,
a media comparison was made using Tukey-
Kramer test (P<0.05) and NCSS statistical program
(Number Cruncher Statistical System, 2007).

RESULTS
Effect of EHA, DADS, DATS and allicin on gray
mold development caused by Botrytis cinerea on

grape clusters

The effect of wvolatiles emitted by the
hydroalcoholic extract of garlic and DADS, DATS

Cuadro 2. Tratamientos utilizados para la evaluacion de la sinergia de DADS, DATS y ali-
cina en la incidencia de pudricion gris en racimos de uva de mesa a 4 y 25 °C.
Table 2. Treatments used to evaluate the synergy among DADS, DATS and allicin in the
incidence of gray mold on table grape clusters at 4 and 25 °C.

Tratamiento

Concentracion

T1(control) Agua (1mL) + glicerol (2mL)
T2 EHA (2 mL) + 3 mL de glicerol
T3 DADS (20 puL) + DATS (20 pL) + Alicina (20 uL) + 90 uL de glicerol
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la ecuacion de Nally et al., 2012, para determinar
el porcentaje de incidencia de la enfermedad. Los
datos de porcentajes de incidencia de la pudricion
gris se transformaron a y = arsin (sqrt (y/100)). Los
datos fueron procesados en un analisis de varianza
con un factor y en caso de significancia se reali-
z6 una comparaciéon de medias con la prueba de
Tukey-Kramer (P< 0.05) con el programa estadis-
tico NCSS (Number Cruncher Statistical System,
2007).

RESULTADOS

Efecto de EHA, DADS, DATS y Alicina en el de-
sarrollo de pudricion gris causada por Botrytis
cinerea en racimos de uva

El efecto de los volatiles emitidos por el extrac-
to hidroalcohdlico de ajo y DADS, DATS y alicina
sobre el desarrollo de la pudricion gris en racimos
de uva de mesa, evaluado durante 14 dias después
de la aplicacion de los tratamientos, se muestra
en la Figura 1, donde se observa que los volatiles
emitidos por el T2 (EHA), mantuvieron un control
sobre el desarrollo de la pudricion gris en las uvas,
tanto a 4 °C como a 25 °C. Los tratamientos T3,
T4 y T5 evaluados a 25 °C (Figural B), solamente
el T4, presentd efecto similar (p<0.05) al EHA so-
bre el desarrollo de la pudricion gris. Los racimos
bajo el tratamiento T3, presentaron un 70% de la
incidencia de la pudricion gris y con el T3, la inci-
dencia de la enfermedad se presento igual (p<0.05)
que el control, alcanzando el 100% al dia 10 de los
14 que se mantuvo la evaluacion.

El efecto de los tratamientos evaluados a 4 °C
mostrd que T2, T3 y T4, presentaron un control so-
bre el desarrollo de la pudricion gris (Figura 1A),
y aunque TS5 permitié un 10% de la incidencia de
la enfermedad, el analisis estadistico resultd igual
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and allicin on gray mold development on table
grape clusters evaluated during 14 days after
treatment application is shown in Figure 1. The
figure shows that volatiles emitted by T2 (EHA)
controlled gray mold development on grape table
clusters both at 4 °C and 25 °C. From T3, T4 and
TS5 treatments evaluated at 25 °C (FigurelB),
only T4 showed a similar effect (p<0.05) to EHA
on gray mold development. Clusters treated with
T3 showed 70% of gray mold incidence, and T5
a similar incidence (p<0.05) to that of the control,
reaching 100% on day 10 of the 14-day evaluation.

The effect of the treatments evaluated at 4 °C
showed that T2, T3 and T4 controlled gray mold
development (Figure 1A), and although T5 allowed
10% of disease incidence, the statistical analysis
(p<0.05) was the same as that of T2, T4 and T5.
Special importance should be given to the effect of
the treatments evaluated at 4 °C, because during
the first 8 days under treatment, TS showed only
5% of gray mold incidence, whereas the control
presented 30%.

Effectiveness of the treatments evaluated to
inhibit gray mold development on table grape
clusters is shown in Table 3. Results show that T2
was more effective in controlling the disease during
14 days at 25 and 4 °C, followed by T4 treatment
that controlled the disease 8 and 12 more days than
the control at 25 and 4 °C, respectively.

Synergistic effect of a mixture of DADS, DATS
and allicin on gray mold development caused by
Botrytis cinerea on table grape clusters

The mixture of DADS, DATS and allicin had a
similar effect (P<0.05) that of EHA on gray mold
development on grape clusters (Figure 2). When
evaluated at 4 °C, both EHA and the mixture of
compounds inhibited disease development during
14 days (Figure 2 A), while when evaluated
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Figural. Efecto de los volatiles emitidos por EHA, DADS, DATS y alicina sobre el progreso de la pudricién gris en racimos
de uva de mesa, evaluados a 25 y 4 °C, durante 14 dias. Los valores son la media de tres repeticiones de 10 bayas
cada una. Barras verticales representan la desviacion estandar (n=3). Letras iguales no son estadisticamente dife-
rentes entre si de acuerdo con Tukey-Kramer para P<0.05. El experimento se repitio tres veces.

Figure 1. Effect of volatiles emitted by EHA, DADS, DATS and allicin during gray mold development on table grape clusters
evaluated at 25 and 4 °C during 14 days. Values represent the media of three replications of 10 berries each. Verti-
cal bars represent the standard deviation (n=3). Values with the same letter are not statistically different from each
other for P<0.05, according to Tukey-Kramer. The experiment was conducted three times.
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(p<0.05) que T2, T4 y T5. Particularmente es des-
tacado el efecto de los tratamientos evaluados
a 4 °C, donde los primeros 8 dias solamente en el
tratamiento TS5 se presento el 5% de la incidencia
de la pudricion gris, cuando el control ya presenta-
ba un 30% de la enfermedad.

La eficacia de los tratamientos evaluados para
inhibir el desarrollo de la pudricion gris en los ra-
cimos de uva de mesa se muestra en el Cuadro 3.
Donde se observa que el T2 mostro el mejor control
de la enfermedad durante 14 dias en ambas tem-
peraturas evaluadas. Seguido por el tratamiento T4
que mantuvo el control de la enfermedad por 8 y
12 dias mas que el control a 25 y 4 °C, respectiva-
mente.

Efecto sinérgico de una mezcla de DADS, DATS
y Alicina en el desarrollo de pudricion gris cau-
sada por Botrytis cinerea en racimos de uva

La mezcla de DADS, DATS vy alicina presentd
un efecto similar (P<0.05) al EHA en el desarro-
llo de la pudricion gris en racimos de uva (Figura
2). La evaluacion a 4 °C, mostr6 que tanto el EHA
como la mezcla de compuestos, inhibieron por 14

at 25 °C only EHA controlled the disease during
14 days. The mixture of DADS, DATS and allicin
resulted in 9% of gray mold incidence at day
10; this value remained until day 14, when the
evaluation ended.

DISCUSSION

Given the growing interest to find natural
alternatives to the use of SO, to control gray
mold on table grape (Parafati et al., 2015), it was
proposed to evaluate volatiles emitted by a garlic
extract (EHA) and three of its main components
(DADS, DATS and allicin) (Iciek et al., 2009) to
control the disease. Both EHA and DADS, DATS
and allicin have showed to become bioactive
at vapor phase (Curtis et al., 2004; Gandara-
Ledezma et al., 2015), a characteristic that makes
it easier to use them in a gaseous form to control
B. cinerea, a pathogen causing gray mold on
grape clusters. Due to marketing norms, table
grape berries should not come into contact with
liquids after being harvested (Codex Stan 255,
2007). Several studies have been published on the

Cuadro 3. Efectividad de los tratamientos sobre la proteccion de la pudricién gris
en racimos de uva de mesa, evaluado in vitro.
Table 3. Evaluation in vitro of the effectiveness of treatments to protect clusters of

table grape from gray mold.

Incremento en la proteccion de la

Tratamiento  Inicio de la enfermedad (dias) enfermedad (dias)
25°C 4°C 25°C 4°C
T1 (Control) 2 2 - -
T2 (EHA)* Mas del4 Mas del4 14 14
T3 (DADS) 4 10 2 8
T4 (DATS) 10 14 8 12
T5 (Alicina) 2 4 0 2

“El inicio de la enfermedad en el EHA fue posterior a los 14 dias /*Disease development

in EHA started 14 days after.
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dias el desarrollo de la enfermedad (Figura 2 A),
mientras que la evaluacion a 25 °C, mostr6 que uni-
camente el EHA mantuvo control del desarrollo de
la enfermedad durante los 14 dias. La mezcla de

antibacterial and antifungal effect of garlic extracts
evaluated in liquid media (Harris et al., 2001;
Durairaj et al, 2010). However, few studies have
been published on volatile evaluations of garlic

100 -
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Figura 2. Efecto sinérgico de una mezcla de DADS, DATS y alicina sobre el progreso de la pudricién gris en racimos de uva
de mesa, evaluados a 25y 4 °C, durante 14 dias, comparada con el EHA y su control. Barras verticales representan

la desviacién estandar (n=3). Letras iguales no
Kramer para P<0.05.

son estadisticamente diferentes entre si de acuerdo con Tukey-

Figure 2. Synergistic effect of a mixture of DADS, DATS and allicin on gray mold development evaluated at 25 and 4 °C
during 14 days, compared with EHA and its control. Vertical bars represent the standard deviation (n=3). Values
with the same letter are not statistically different from each other for P<0.05, according to Tukey-Kramer.
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DADS, DATS vy alicina, presentdé 9% de inciden-
cia de pudricion gris al dia 10, permaneciendo ese
valor hasta el dia 14 que se mantuvo la evaluacion.

DISCUSION

Debido al creciente interés por encontrar alter-
nativas de ocurrencia natural al uso de SO, para el
control de la pudricion gris en uva de mesa (Para-
fati et al., 2015), se plante6 la evaluacién de los
volatiles que emite un extracto de ajo (EHA) y
tres de sus principales componentes como DADS,
DATS vy alicina, (Iciek et al., 2009) en el control
de la pudricién gris en uva de mesa. Tanto el EHA
como DADS, DATS y alicina, han demostrado ser
bioactivos en la fase de vapor (Curtis et al., 2004;
Gandara-Ledezma et al., 2015;), facilitando la po-
sibilidad de utilizarlos en forma gaseosa para el
control de B. cinerea, causante de la pudricion gris
en racimos de uva, donde este fruto, por normas
regulatorias para su comercializacion, no debe en-
trar en contacto con sustancias liquidas después
de haber sido cosechada (Codex Stan 255, 2007).
Varios trabajos se han publicado sobre el efecto
antibacteriano y antifiingico de extractos de ajo
evaluados en medios liquidos (Harris et al., 2001;
Durairaj et al, 2010). Sin embargo, son pocos las
publicaciones de evaluaciones en forma volatil
de los compuestos del ajo. En trabajos publicado
por Curtis et al. (2004) y Gandara-Ledezma et al.
(2015), se demostro el potencial antimicrobiano de
los derivados de ajo aplicados en forma volatil. En
el presente estudio, esos resultados se extienden al
control de la pudricién gris, al demostrar que los
compuestos volatiles que emite el EHA, DADS y
DTS presentaron una marcada reduccion de la in-
cidencia de esta enfermedad en racimos de uva de
mesa (Cuadro 3, Figura 1). La efectividad del EHA
y los compuestos azufrados en reducir la pudricion
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compounds. Studies published by Curtis et al.
(2004) and Gandara-Ledezma et al. (2015) showed
the antimicrobial potential of garlic derivatives
applied in a volatile manner. In this study, those
results were extended to the control of gray mold
by demonstrating that volatile compounds emitted
by EHA, DADS and DTS resulted in a significant
reduction in the incidence of gray mold on table
grape clusters (Table 3, Figure 1). EHA and sulphur
compounds were more effective in reducing gray
mold at low temperatures (4 °C) (Figure 1A), a
relevant fact for the purpose of this research since
B. cinerea develops vigorously at low temperatures
(-0.5 °C) (Lichter et al., 2006) and spreads easily
throughout grape clusters during transportation
and cold storage (Crisosto et al., 2012). The effect
of allicin on the incidence of gray mold showed
a contrasting result at both temperatures, showed
a similar effect on the control (p<0.05) at 25 °C,
as well as a similar effect on the more effective
treatment (EHA) (P<0.05) at 4 °C. Results from
allicin may be associated with thermal instability
given that, when it is not in liquid media, at higher
temperatures it volatilizes quickly (Chong et al.,
2015), which causes a loss of antifungal activity.
This was demonstrated by Curtis et al. (2004), who
evaluated the effect of allicin from a garlic extract
applied in a volatile manner on bacteria and fungi;
they observed that the antimicrobial activity of
allicin decreased as temperature increased, while
at 4 °C activity remained constant. Antifungal
activity of garlic extracts has been correlated with
allicin content (Singh et al., 2001). However, in this
research, DATS volatiles were better than allicin
in controlling gray mold, since DATS delayed the
onset of the disease by 12 days at 4 °C and 8 days
at 25 °C (Table 3), and only EHA controlled the
disease during 14 days at both temperatures (Table
3). EHA effectiveness is attributed to its content
of sulphur compounds (allicin, DADS and DATS)
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gris, fue mejor cuando se evaluo6 a bajas tempera-
tura (4 °C) (Figura 1A), siendo de particular rele-
vancia para el objetivo de este estudio, ya que B.
cinerea, se desarrolla vigorosamente a bajas tem-
peraturas (- 0.5 °C) (Lichter et al., 2006), disper-
sandose con facilidad sobre la uva de mesa durante
el transporte y almacenamiento en frio (Crisosto et
al., 2012). El efecto de la alicina sobre la inciden-
cia de la pudricion gris, mostré un resultado opues-
to en las dos temperaturas evaluadas, presentando
un efecto similar al control (p<0.05) a 25 °C y un
efecto similar al tratamiento mas efectivo (EHA)
(P<0.05) a 4 °C. Este comportamiento de la alicina
puede estar relacionado a la inestabilidad térmica,
donde a mayores temperaturas se volatiliza rapida-
mente al no estar en un medio liquido (Chong et
al., 2015), perdiendo su actividad antifingica, lo
cual fue demostrado por Curtis et al. (2004) quie-
nes evaluaron el efecto de la alicina obtenida de
un extracto de ajo aplicado de forma volatil sobre
bacterias y hongos, observando que la actividad
antimicrobiana de la alicina se perdia conforme se
incrementaba la temperatura, mientras que a 4 °C la
actividad se mantuvo constante. La actividad anti-
fungica de los extractos de ajo ha estado correla-
cionada con el contenido de alicina (Singh ef al.,
2001). Sin embargo, en este trabajo los volatiles de
DATS resultaron mejo que alicina en el control de
la pudricion gris, donde DATS retraso el inicio de
la enfermedad en 12 dias a 4 °C y 8 dias a 25 °C
(Cuadro 3), y solamente el EHA mantuvo el control
de la enfermedad durante 14 dias en ambas tem-
peraturas evaluadas (Cuadro 3). La efectividad del
EHA se ha atribuido a su contenido de compues-
tos azufrados (alicina, DADS y DATS) (Fujisawa
et al., 2008), los cuales pueden estar actuando de
manera sinérgica, como fue posible comprobarlo
en este estudio (Figura 2), al evaluar una mezcla
de DADS, DATS y alicina, la cual mantuvo control
del desarrollo de la pudricion gris en los racimos de
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(Fujisawa et al., 2008), which may be acting in
a synergistic way, as it was demonstrated in this
research (Figure 2) by evaluating a mixture of
DADS, DATS and allicin that controlled gray mold
development on grape clusters at 4 °C, while
at 25 °C the disease decreased by 94% compared
with its control. The mixture of DADS, DATS and
allicin produced a better effect on disease incidence
than the individual components evaluated under
the same temperature conditions and concentration
(Figures 1 and 2).

Although in the literature there are reports on
active agents for controlling gray mold, such as
those by Mufioz and Moret (2010) and Tripathi
et al. (2008), who used chitosan and acibenzolar-
S-methyl, respectively,
compounds were evaluated in liquid media and
in direct contact with the fungus. The strength of
this research is based on the effectiveness of garlic
derived-compounds to control gray mold when
they are applied in a gaseous form. According to
Martinez et al. (2007), when antifungal agents are
applied in a gaseous form they are less effective
than when applied in liquid form at the same
doses. In spite of the good results to reduce the
incidence of gray mold on table grape, sulphur
compounds still require further evaluations to be
proposed as fungicide agents, especially studies
including different dose ranges in large-scale
tests. Organoleptic tests should also be conducted

essential oils, those

to ensure the absence of touches of flavor in fruit
conferred by sulphur compounds.

CONCLUSIONS

Dialyltrisulfide and hydroalcoholic extract
of garlic emitted volatiles that protected grape
clusters against gray mold caused by B. cinerea
during 14 days at 4 and 25 °C. This potential
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uva evaluados a 4 °C, mientras que a 25 °C la re-
duccion de la enfermedad fue del 94% comparada
con su control. La mezcla de DADS, DATS vy ali-
cina, presentd mejor efecto sobre la incidencia de
la enfermedad, que los componentes individuales
evaluados a las mismas condiciones de temperatura
y concentracion (Figuras 1y 2).

Aunque existen reportes en la literatura de
agentes activos para el control de la pudricion gris
como el de Mufioz y Moret (2010) y Tripathi et al.
(2008), quienes utilizaron quitosano y metil aci-
benzolar, aceites esenciales, respectivamente, estos
compuestos fueron evaluados en medios liquidos
y en contacto directo con el hongo. La fortaleza
de este estudio es la efectividad en el control de la
pudricién gris mostrada por los compuestos deriva-
dos de ajo al ser aplicados en forma gaseosa, que
de acuerdo con Martinez et al. (2007), los agentes
antifungico, cuando son aplicados en forma ga-
seosa, presentan menor efectividad que cuando la
misma dosis es aplicada en forma liquida. Aun con
los buenos resultados obtenidos en la reduccion de
la incidencia de la pudricion gris en uva de mesa,
los compuestos azufrados requieren de mayores
evaluaciones para ser propuestos como agentes
fungicidas, particularmente, estudios que incluyan
diferentes rangos de dosis en pruebas de mayor
escala. También son necesarias las evaluaciones
organolépticas para asegurar la ausencia de notas
de sabor conferidos por los compuestos azufrados
a los frutos.

CONCLUSIONES

El dialiltrisulfuro y un extracto hidroalcohoélico
de ajo emiten volatiles que son capaces de conferir
proteccion a los racimos de uvas contra la pudri-
cion gris causada por B. cinerea durante 14 dias
evaluados a 4 y 25 °C. Este potencial, abre la posi-
bilidad de su utilizaciéon como una alternativa a los
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offers the possibility to use them as an alternative
to traditional fungicides to control postharvest
diseases.
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Resumen. Ralstonia solanacearum es uno de los
fitopatogenos mas destructivos en la agricultura;
en el cultivo de platano la raza 2 causa la enfer-
medad denominada Moko del platano, la cual en
México esta restringida a algunas areas y provo-
ca pérdidas cuando ocurren brotes epidémicos. La
raza 2 comprende subgrupos (secuevares), los cua-
les usualmente son identificados mediante PCR de
tipo Multiplex. El aislamiento de R. solanacearum
es usualmente dificil, ain sobre medios semiselec-
tivos, debido a su crecimiento lento y a la frecuente

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2017

Abstract. Ralstonia solanacearum is one of the
most destructive phytopathogens in the agriculture.
In banana cultivation, the race 2 causes Moko
disease, which is present in some areas in Mexico,
and when epidemic outbreaks burst there are
losses. Race 2 comprises subgroups (sequevars)
which are usually identified by Multiplex PCR
reactions. Isolation of R. solanacearum is usually
hard, even on semiselective media, because it
grows slowly and it is frequently contaminated
with  Pseudomonas, Klebsiella and Erwinia
bacteria, which show similar phenotypes. This
work shows a strategy that make easy the isolation,
identification and classification of R. solanacearum
race 2. The protocol comprises immunodiagnosis
of plant suspicious samples, confirmation of
diagnosis by PCR, isolation on semiselective media
SMSA and B-King, and genotyping of sequevars
by single, specific PCR reactions. In the present
work 25 strains were isolated from Tabasco, and
they genotyped in sequevar 6. Their previous
genotyping by Multiplex yielded confuse results,
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contaminacion con bacterias Pseudomonas, Kleb-
siella 'y Erwinia, que presentan fenotipos similares.
En este trabajo se presenta una estrategia que faci-
lita el aislamiento, identificacion y clasificacion de
R. solanacearum raza 2. El protocolo comprende
inmunodiagnostico del material vegetal sospecho-
so, confirmacién mediante PCR, aislamiento sobre
medios semiselectivos SMSA y B-King, y genoti-
pificacién de los secuevares mediante reacciones
de PCR sencillas, especificas. En el presente tra-
bajo se aislaron 25 cepas de muestras obtenidas del
estado de Tabasco, las cuales genotipificaron en
el secuevar 6. Su previa genotipificacion median-
te Multiplex fue confusa, lo que evidencia que ese
ensayo puede llevar a conclusiones erroneas. Por lo
tanto no es valido proponer divergencia genética y
emergencia de nuevas cepas con base en su resulta-
do, como se ha hecho en algunos reportes recientes.

Palabras claves. Platano, diagnostico, aislamiento
bacteriano, genotipificacion, secuevar.

Ralstonia solanacearum (Smith, 1896) es uno
de los fitopatdgenos bacterianos mas destructivos
en la agricultura. Existe una alta variabilidad dentro
de la especie, por lo que R. solanacearum es con-
siderada una “especie complejo”, abreviado como
RSSC por sus siglas en inglés “Ralstonia solana-
cearum species complex” (Safni et al., 2014; Prior
et al., 2016). Una especie complejo es definida
como un grupo de aislados relacionados cercana-
mente, cuyos miembros individuales pueden repre-
sentar mas de una especie (Fegan y Prior, 2005). R.
solanacearum tiene una amplia distribucion mun-
dial y un alto nimero de plantas hospedantes, que
incluye cientos de plantas de al menos 54 familias
botanicas, tanto dicotiledoneas como monocotile-
doneas (Prior et al., 2016). Muchas de las especies
vegetales afectadas son cultivos agricolas estratégicos
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which make evident that Multiplex can result in
incorrect conclusions. We discourage to propose
genetic divergence and emergency of new strains
based on Multiplex results, as done in some recent
reports.

Key words: Banana, diagnosis, bacterial isolation,
genotyping, sequevar.

Ralstonia solanacearum (Smith, 1896) is one
of the most destructive bacterial plant pathogens in
agriculture. There is a high variability within the
species, therefore R. solanacearum is considered
a “species complex”, abbreviated as RSSC, for
“Ralstonia solanacearum species complex” (Safni
et al., 2014; Prior et al., 2016). A species complex
is defined as a group of closely-related isolations,
the individual members of which can represent
more than one species (Fegan and Prior, 2005). R.
solanacearum has a wide global distribution and a
high number of host plants, which include hundreds
of plants from at least 54 botanical families, both
dicotyledonous and monocotyledonous (Prior et
al., 2016). Many of the plant species affected are
strategic crops or important subsistence foods.
They include potatoes (Solanum tuberosum),
tomato (S. lycopersicum), eggplant (S. melongena),
peanut (Arachis hypogea) and banana (Musa spp.)
(Cardozo et al., 2010).

Bananas are the most widely produced tropical
fruit in the world. In 2013, a worldwide production
of approximately 17 million tons was reported
(FAO, 2014). India is the main producer, with
26% of the global production. Bananas are a basic
staple food and its export is an important source of
income and jobs in several developing countries.

Mexico is one of the world’s 15 largest banana
producers (FAO, 2017; Workman, 2017), with
a production volume of 2.2 million tons and a
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o importantes alimentos de subsistencia. Entre es-
tos figuran la papa (Solanum tuberosum), tomate
(S. lycopersicum), berenjena (S. melongena), mani
(Arachis hypogea) y los platanos (Musa spp.) (Car-
dozo et al., 2010).

El platano es la fruta tropical de mayor produc-
cion a nivel mundial. En el 2013 se reportd una
produccion de alrededor de 17 millones de tone-
ladas (FAO, 2014). India es el principal productor,
con el 26% del total mundial. El platano es un pro-
ducto basico para la alimentacién y su exportacion
genera divisas y es fuente de empleo en numerosos
paises en desarrollo.

Meéxico esta entre los primeros quince paises en
la produccion de platano (FAO, 2017; Workman,
2017), con un volumen de produccion de 2.2 mi-
llones de toneladas y una derrama econdmica de
M$ 6,209,716.85 (SIAP, 2017). Se cultiva en 17
estados de México, siendo Chiapas y Tabasco los
principales estados productores, contribuyendo con
el 60% de la produccion (SIAP, 2017).

El Moko bacteriano es uno de los problemas
fitosanitarios mas importantes en la agroindustria
platanera en paises tropicales, siendo la principal
enfermedad bacteriana en este cultivo. En la actua-
lidad la enfermedad se encuentra presente en varios
paises productores de platano en América, Asia,
Africa y Oceania (Cardozo et al., 2010).

El patogeno sobrevive o permanece latente en
residuos de cosecha infectados y rizosfera de ma-
lezas hospedantes, siendo este el indculo primario
e infecta a plantas sanas por las raices y heridas,
colonizando los vasos del xilema. Los sintomas
incluyen hojas amarillas y flacidas que finalmente
colapsan y quedan adheridas a la planta; los frutos
son chiclosos, de aspecto oscuro y tendiendo a de-
gradarse. Se observa una necrosis vascular interna
y la presencia de puntos oscuros debido a una in-
feccion sistémica. Esta enfermedad es comtn en el
genotipo ABB (platano de coccidn), pero todos los
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revenue of MXNS$ 6,209,716.85 (SIAP, 2017). It is
planted in 17 states of Mexico, with Chiapas and
Tabasco as the states with the highest production
rate, contributing with 60% of the country’s
production (SIAP, 2017).

The bacterial Moko is one of the most important
plant health problems in the banana agroindustry
in tropical countries, since it is the main bacterial
disease in this crop. Currently, the disease is
present in several banana-producing countries in
the Americas, Asia, Africa, and Oceania (Cardozo
et al.,2010).

The pathogen survives or remains latent in
infected harvest residues and the rhizosphere of
host weeds, the latter being the main inoculant,
and infecting healthy plants through the roots and
lesions, colonizing the xylem vessels. Symptoms
include yellow, flaccid leaves that finally collapse
and adhere to the plant; fruits have a gummy
texture, with a dark appearance, and tending to
degrade. An internal vascular necrosis is present,
along with dark dots due to a systematic infection.
This disease is common in the genotype ABB
(cooking banana), but all types of bananas are
affected (Albuquerque et al., 2014). In Mexico,
this disease appears in some areas and is subjected
to official control; the campaign against banana
Moko operates in the states of Chiapas, Tabasco,
and Nayarit in order to reduse the spreading of the
disease into areas without it (SENASICA, 2016).

Reports on R. solanacearum, the cause of Moko,
claim it was introduced into Mexico in 1960 in the
banana-producing area of Tapachula, Chiapas.
Eight years later, the disease spread into another 12
municipal areas of the same state. In 1991, the first
reports were presented in Teapa, Tabasco, and in
2009, the disease spread to the areas of Cunduacan,
Huimanguillo, Centro, Cardenas, and Jalapa. The
banana Moko is present in the banana-producing
municipal areas

of Pichucalco, Huehuetan,
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genotipos de platanos son afectados (Albuquerque
et al., 2014). En México esta enfermedad se pre-
senta en algunas areas y estd sujeta a control ofi-
cial; la campaiia contra Moko del platano opera en
los estados de Chiapas, Tabasco y Nayarit, con el
objetivo de reducir el riesgo de dispersion a zonas
sin presencia (SENASICA, 2016).

Se tienen reportes que R. solanacearum causan-
te de Moko se introdujo a México en 1960 en la
zona platanera de Tapachula, Chiapas. Ocho afios
mas tarde la enfermedad se extendio a otros 12 mu-
nicipios de dicho estado. En 1991 se presentaron
los primeros reportes en Teapa, Tabasco, y en el
2009 la enfermedad se extendié a los municipios
de Cunduacéan, Huimanguillo, Centro, Cardenas y
Jalapa. El Moko del platano se encuentra presen-
te en las zonas plataneras de Pichucalco, Huehue-
tan, Mazatan, Suchiate y Tapachula en el estado de
Chiapas; en los municipios de Centro, Cunduacan,
Huimanguillo, Jalapa, Teapa y Cardenas en el es-
tado de Tabasco, y en el municipio de Santiago Ix-
cuintla en el estado de Nayarit. Su incidencia ha
aumentado en el estado de Tabasco en los tltimos
afnos (SENASICA, 2015). Actualmente esta sujeta
a control oficial, mediante la campafia fitosanitaria
contra Moko del platano, que opera en los estados
de Chiapas, Tabasco y Nayarit, con el objetivo de
reducir el riesgo de dispersion a zonas sin presen-
cia, reduciendo los niveles de infestacion en las zo-
nas bajo control fitosanitario (SENASICA 2017).

R. solanacearum se subdivide en cinco biova-
res, con base en su metabolismo de carbohidratos,
y cinco razas, en base al rango de hospedantes que
infecta (Denny y Hayward, 2001; Fegan y Prior,
2005; Champoiseau et al., 2009). Las razas pue-
den ser hospedante-especifico como las 4 y 5 que
infectan jengibre y mora respectivamente, o pue-
den presentar un amplio rango como la raza 1
(tomate, papa, berenjena, entre otros), la raza 3
(papa, tomate y geranio) y la raza 2 (heliconias y
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Mazatan, Suchiate, and Tapachula in the state
of Chiapas; in the municipal areas of Centro,
Cunduacan, Huimanguillo, Jalapa, Teapa, and
Cardenas in the state of Tabasco, and in Santiago
Ixcuintla in the state of Nayarit. Its incidence has
increased in the state of Tabasco in recent years
(SENASICA, 2015). It is currently under official
control, with the plant health campaign against
the Moko disease of banana, which is operant in
the states of Chiapas, Tabasco, and Nayarit, with
the aim of reducing the risk of spreading to areas
with no incidence, reducing infestation levels in
the areas under phytosanitary control (SENASICA
2017).

R. solanacearum is subdivided into five biovars,
based on its carbohydrate metabolism, and five
races, based on the range of hosts it infects (Denny
and Hayward, 2001; Fegan and Prior, 2005;
Champoiseau et al., 2009). Races can be host-
specific, such as races 4 and 5, which infect ginger
and blackberry, respectively, or they can present a
wide range, such as race 1 (tomato, potato, eggplant,
and others), race 3 (potato, tomato, and geranium),
and race 2 (heliconia and bananas) (Denny and
Hayward, 2001; Champoiseau et al., 2009).

Since R. solanacearum makes up a heterogenous
group of strains with a high genetic and phenotypic
diversity, its classification has been under constant
reconsideration for 50 years (Hayward, 1964;
Fegan and Prior, 2005; Safni et al., 2014; Prior
et al., 2016). Classification into biovars does not
reflect the genetic background of the strains, so a
genetic classification scheme is currently used,
hierachically organized into the categories of
phylotypes and sequevars (Fegan and Prior, 2005;
Prior et al., 2016). Phylotypes correlate the strains
of R. solanacearum with its geographic origins:
phylotype 1 comprises mostly Asian strains;
phylotype II, strains from the Americas; phylotype
III, from Africa and the Indian Ocean; and
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platanos) (Denny y Hayward, 2001; Champoiseau
et al., 2009).

Debido a que R. solanacearum comprende un
grupo heterogéneo de cepas con alta diversidad
genética y fenotipica, su clasificacion ha estado
en continuos replanteamientos desde hace 50 afios
(Hayward, 1964; Fegan y Prior, 2005; Safni ef al.,
2014; Prior et al., 2016). La clasificacién en bio-
vares no refleja el fondo genético de las cepas,
por lo que actualmente se utiliza un esquema de
clasificacion genética organizada jerarquicamente
en las categorias de filotipos y secuevares (Fegan
y Prior, 2005; Prior et al., 2016). Los filotipos co-
rrelacionan las cepas de R. solanacearum con sus
origenes geograficos: el filotipo I comprende cepas
principalmente de Asia; el Filotipo II los de Amé-
rica; el Filotipo III de Africa y el Océano Indico;
y el filotipo IV de Indonesia, Japoén y Australia
(Fegan y Prior, 2005). Los filotipos se subdividen
en secuevares, los cuales estan basados en la se-
cuencia nucleotidica del gen Eg/, que codifica para
una endoglucanasa (Fegan y Prior, 2005). Hasta el
momento, se han identificado 54 secuevares en el
complejo de R. solanacearum (Li et al., 2016); los
secuevares causantes de la enfermedad Moko en
platano son el 3, 4, 6, 24, 25, 41 y 53. En el conti-
nente americano la enfermedad Moko esta presente
desde Brasil hasta Estado Unidos (Sanchez-Perez
etal.,2008; Norman et al., 2009; Hong et al., 2012;
Albuquerque et al., 2014).

Para estudios genéticos, de patogénesis u otras
caracterizaciones, R. solanacearum es usualmente
aislada en medio semiselectivo SMSA (“selective
media from south africa”), (Alvarez-Restrepo et
al., 2008; Cardozo et al., 2010; Elphinstone ef al.,
1996). Sin embargo, alin sobre este medio el aisla-
miento de esta bacteria es dificil debido al creci-
miento de otros microorganismos (Champoiseau et
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phylotype IV, from Indonesia, Japan and Australia
(Fegan and Prior, 2005). Phylotypes are subdivided
into sequevars, which are based on the nucleotidic
sequence of the gene Egl/, which codifies for an
endoglucanase (Fegan and Prior, 2005). So far,
54 sequevars have been identified in the complex
R. solanacearum (Li et al., 2016); the sequevars
that cause the Moko disease in bananas are 3, 4,
6, 24, 25, 41, and 53. In the Americas, the Moko
disease is present from Brazil to the United States
(Sanchez-Perez et al., 2008; Norman et al., 2009;
Hong et al., 2012; Albuquerque et al., 2014).

For genetic studies, pathogenesis, or other
characterizations, R. solanacearum is usually
isolated in the
(“selective media from South Africa”), (Alvarez-
Restrepo et al., 2008; Cardozo et al, 2010;
Elphinstone et al., 1996). However, even in this
medium, isolating this bacteria is difficult, due to
the growth of other microorganisms (Champoiseau
etal.,2009; Kalpage y De Costa, 2015), particularly
bacteria of the genera Klebsiella, Erwinia, and
Pseudomonas. These three gram-negative bacteria,

semiselective media SMSA

like other species of Ralstonia, such as Ralstonia
mannitolilytica, are majority endophytic in banana
plants (Thomas et al., 2008; Ganen et al., 2009;
Souza et al., 2013). These bacteria are common
contaminants in R. solanacearum plantations,
since they present a faster growth and similar
microscopic and colonial morphologies (French et
al., 1995; Nasim, 2011).

The isolation of pure R. solanacearum strains
can take a long time (French et al., 1995; Thera,
2007; Doolotkeldieva and Bobuseva, 2014;
Doolotkeldieva and Bobusheva, 2016). This report
describes a strategy that makes the isolation and
genetic characterization of R. solanacearum easier,
from banana diseased with Moko.
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al., 2009; Kalpage y De Costa, 2015), particular-
mente bacterias de los géneros Klebsiella, Erwinia
y Pseudomonas. Estos tres géneros de bacterias
gram-negativas, asi como otras especies de Rals-
tonia como por ejemplo Ralstonia mannitolilytica,
son endofitos mayoritarios en las plantas de platano
(Thomas et al., 2008; Ganen et al., 2009; Souza et
al., 2013). Estas bacterias son contaminantes co-
munes en los cultivos de R. solanacearum debido
a que presentan mayor capacidad de crecimiento y
muestran morfologias microscopicas y coloniales
similares (French et al., 1995; Nasim, 2011).

El aislamiento de cepas puras de R. solanacea-
rum puede llevar bastante tiempo (French et al.,
1995; Thera, 2007; Dodlotkeldieva y Bobuseva,
2014; Doolotkeldieva y Bobusheva, 2016). En este
reporte se describe una estrategia que facilita el ais-
lamiento y caracterizacion genética de R. solana-
cearum a partir de platano enfermo de Moko.

MATERIALES Y METODOS
Muestreo de tejidos vegetales

Se realizaron muestreos en Tabasco (20-24 de
octubre, 2014) con apoyo del personal del Comité
Local de Sanidad Vegetal de Tabasco (CESVETAB)
para la ubicacion, diagndstico visual y colecta del
material, de acuerdo a instrucciones del SENASI-
CA. Las muestras se depositaron en bolsas tipo Zi-
ploc y se etiquetaron con la informacion del tejido
colectado, fecha y sitio de muestreo. Las muestras
fueron colocadas en hieleras con geles refrigeran-
tes y enviadas al laboratorio de biotecnologia mole-
cular de platano del Centro de Investigacion Cienti-
fica de Yucatan, donde fueron procesadas.
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MATERIALS AND METHODS
Sampling plant tissues

Samples were taken in Tabasco (October 20-24,
2014) with the technical support of the personnel
from the Tabasco Local Plant Health Committee
(Comité Local de Sanidad Vegetal de Tabasco -
CESVETAB) for the location, visual diagnosis and
collection of material, according to instructions
by SENASICA. The samples were deposited in
Ziploc bags and labelled with the information of
the tissue collected, date and sampling site. The
samples were places in coolers with cooling gels
and sent to the banana molecular biotechnology
lab in the Scientific Research Center (Centro de
Investigacion Cientifica) in Yucatan, where they
were processed.

Detection of R. solanacearum by immunology
tests

To detect R. Solanacearum, the ELISA
(“Enzyme-Linked ~ Immunosorbent  Assay”)
(Agdia®, N.C. SRP 33900) was carried out in a
96-well tray, following the instructions of the
manufacturer. Positive controls and samples of
plants infected with R. solanacearum produce a
blue color, whereas negative controls and samples
of healthy plants produce a colorless result. The
tray was visually examined to avoid false positives
by possible contaminations or impurities on the
tray and the spectrophotometric absorbance was
measured at 655 nm (Bio-Rad Modelo 680XR).
Optic densities equal to or lower than 0.09 was
considered negative. To scrutinize the samples in
the lab, ImmunoStrips (Agdia®, N.C. STX33900)
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Deteccion de R. solanacearum por pruebas in-
munolégicas

Para la deteccion de R. solanacearum se utili-
z6 el ensayo ELISA (“Enzyme-Linked Immuno-
sorbent Assay”) (Agdia®, N.C. SRP 33900), en
placa de 96 pozos, de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. Los controles positivos y muestras
de plantas infectadas con R. solanacearum gene-
ran una coloracion azul; los controles negativos y
muestras de plantas sanas dan resultado incoloro.
Se examino visualmente la placa para evitar falsos
positivos por posibles contaminaciones o suciedad
en la placa y se midi6 la absorbancia espectrofo-
tométrica a 655 nm (Bio-Rad Modelo 680XR). La
densidad 6ptica igual o menor de 0.09 se considerd
negativo. Para el escrutinio de las muestras en el
laboratorio también se utilizaron inmunotiras (Ag-
dia®, N.C. STX33900), siguiendo las instrucciones
del fabricante.

Extraccion de ADN

Para enriquecer la poblacion de R. solanacea-
rum en el medio SMSA, un fragmento (1 cm?) del
tejido vegetal infectado se depositd en el medio li-
quido y se incub6 durante 24 h en agitacion a 180
rpm a 28 °C (Alvarez-Restrepo et al., 2008). Una
alicuota de este cultivo (1.5 mL) se centrifugd a
5,200 X g durante 5 min. La pastilla bacteriana
se resuspendio con 1 mL de buffer CTAB (2% de
bromuro de cetil trimetil-amonio, 1% polivinil pi-
rrolidona, 100 mM Tris-HCI, 1.4 M NaCl, 20 mM
EDTA), agitando con vortex durante 30s. Posterior-
mente se congeld a —20 °C por 10 miny se incubo
a 65 °C a bafio Maria por 20 min. Se temperizo 1
min a temperatura ambiente y centrifugd a 20,800
X g. El sobrenadante se recuperd en tubo de 1.5
mL para microcentrifuga, se adicionaron 500 pL
de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) y se agitod
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were also used, following the instructions of the
manufacturer.

DNA extraction

To enrich the R. solanacearum population
in the SMSA medium, a fragment (1 cm?) of the
infected plant tissue was deposited in the liquid
medium and incubated for 24 h, shaking constantly
at 180 rpm at 28 °C (Alvarez-Restrepo et al.,
2008). One aliquot of this culture (1.5 mL) was
centrifuged at 5,200 X g for 5 min. The bacterial
pellet was resuspended with 1 mL of the buffer
CTAB (2% cetyl trimethyl ammonium bromide,
1% polyvinylpyrrolidone, 100 mM Tris-HCI,
1.4 M NaCl, 20 mM EDTA), stirring with a vortex
for 30s. Later it was frozen at —20 °C for 10 min
and incubated at 65 °C in a water bath for 20 min.
It was tempered for 1 min at room temperature and
centrifuged at 20,800 X g. The supernatant was
recovered in a 1.5 mL tube for centrifuging, 500 uL
of phenol:chlorophorm:isoamylic (25:24:1) were
added, and stirred for 10 min at room temperature
(CNRF, 2012). Later, it was centrifuged for 5
min at 20,800 X g and the acqueous phase was
collected. Next, the standard DNA recovery
procedure was carried out using cold absolute
ethanol, washings with 70% ethanol, air-drying of
the pellet and resuspension in ultrapure distilled
water (Sambrook and Russell, 2001). The DNA
purity was determined by spectrophotometry at
260nm/280nm and the integrity was determined by
electrophoresis in agarose gel.

Detection of R. solanacearum by PCR
Detection was carried out by the amplification
of genomic regions with the primers of 759: 5°-

GTC GCC GTC AAC TCA CTT TCC - 3’ and
760: 5°- GTC GCC GTC AGC AAT GCG GAA
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por 10 min a temperatura ambiente (CNRF, 2012).
Posteriormente, se centrifugd 5 min a 20,800 X g
y se colectd la fase acuosa. Se continud con el pro-
cedimiento estandar de recuperacion de ADN con
etanol absoluto frio, lavados con etanol al 70%, se-
cado de la pastilla y resuspension en agua destilada
ultrapura (Sambrook y Russell, 2001). La pureza
del ADN se determind por espectrofotometria a
260nm/280nm y la integridad se determind me-
diante electroforesis en gel de agarosa.

Deteccion de R. solanacearum por PCR

La deteccidn se realizé mediante la ampliacion
de regiones gendmicas con los iniciadores de 759:
5’- GTC GCC GTC AAC TCA CTT TCC - 3’y
760: 5°- GTC GCC GTC AGC AAT GCG GAA
TCG- 3 (Diagnostico universal de R. solanacea-
rum, 280 pb), (Opina et al., 1997); pechA#3-F 5°-
CAG CAG AAC CCG CGC CTG ATC CAG- ¥
y pehA#6-R 5°- ATC GGA CTT GAT GCG CAG
GCC GTT- 3’ (gen pga, 532pb), (Gillings et al.,
1993); ISRs019-F 5’- TGG GAG AGG ATG GCG
GCT TT - 3° y ISRso19-R 5’ - TGA CCC GCC
TTT CGG TGT TT - 3’ (iniciadores especificos a
la Raza 2; 1884pb), (Lee y Chin, 2003). La mezcla
de reaccion de PCR se prepard con 20 ng de ADN,
0.1 uM de cada iniciador, 1 U de Taq ADN polime-
rasa recombinante (Invitrogen®), IX del Buffer de
la enzima Taq, , 200 uM de cada INTP y 1.5 mM
MgCl,, en 25uL de volumen final. El programa en
el termociclador (Bio-Rad modelo T100™) para el
diagnostico universal de R. solanacearum (inicia-
dores 759/760) tuvo un ciclo de desnaturalizacion
de 2 min a 96 °C, seguido de 35 ciclos de 94 °C
por 45 s, alineamiento a 64 °C por 20 s y un ciclo
de 72 °C por 1 min y al final, un ciclo de extension
de 72 °C por 5 min. El programa de amplificacion
para los otros genes fue idéntico, excepto que el
paso de alineamiento fue de 70°C por 45 s para el
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TCG- 3 (Universal diagnosis for R. solanacearum,
280 pb), (Opina et al., 1997); pehA#3-F 5’-CAG
CAG AAC CCG CGC CTG ATC CAG- 3’ and
pehA#6-R 5’- ATC GGA CTT GAT GCG CAG
GCC GTT- 3’ (gen pga, 532pb), (Gillings et al.,
1993); ISRs019-F 5’- TGG GAG AGG ATG GCG
GCT TT - 3’ and ISRso19-R 5° - TGA CCC GCC
TTTCGG TGTTT -3’ (primers specific to Race 2;
1884pb), (Lee and Chin, 2003). The PCR reaction
mixture was prepared with 20ng of DNA, 0.1 uM
of each primer, 1 U of recombinant DNA Taq
polymerase (Invitrogen®), IX of the Buffer of the
Taq enzyme, 200 uM of each dNTP and 1.5 mM
MgCl,, in 25uL of final volume. The program in
the thermocycler (Bio-Rad model T100™) for the
universal diagnosis of R. solanacearum (primers
759/760) had a denaturalization cycle of 2 min
at 96 °C, followed by 35 cycles of 94 °C for 45 s,
alignment step at 64 °C for 20 s, and a step of 72 °C
for 1 min, and finally, an extension cycle of 72 °C
for 5 min. The amplification program for the other
genes was identical, except for the step of alignment
was 70 °C for 45 s for the gene pga, and for Race
2, alignment was 55°C for 30 s, and the extension
of 72 °C for 1.5 min in each cycle. The products
(10 pL of each PCR reaction) were analyzed by
electrophoresis in 1.5% agarose gel (p/v) using the
buffer TAE (Tris-acetate-EDTA) 1X supplemented
with 3 puL of ethidium bromide (10mg/mL). The
strips were visualized over a transilluminator using
UV light (Gel Doc™ XR, Bio-Rad).
Isolation of R. solanacearum

Tissues (pseudostem and fruit) which
were positive at immunology tests ELISA and
ImmunoStrips were used for bacterial isolation.
Samples were cut into small pieces with a sterilized

blade, and later disinfested by washing twice with
sterilized water, sodium hypochlorite at 10% (from
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gen pga, y para la raza 2 el alineamiento fue de 55
°C por 30 s y la extension de 72 °C por 1.5 min
en cada ciclo. Los productos (10 uL de cada reac-
cion PCR) se analizaron por electroforesis, en gel
de agarosa de 1.5% (p/v) usando buffer TAE (Tris-
acetato-EDTA) 1X suplementado con 3 pL de bro-
muro de etidio (10mg/mL). La visualizacion de las
bandas se realizo sobre un transiluminador con luz
UV (Gel Doc™ XR, Bio-Rad).

Aislamiento de R. solanacearum

Se utilizaron tejidos (pseudotallo y fruto) que
fueron positivos en los ensayos inmunologicos de
ELISA e inmunotiras. Las muestras se cortaron en
pequenos trozos con una cuchilla estéril y poste-
riormente se desinfestaron mediante dos lavados
con agua estéril, hipoclorito de sodio al 10% (par-
tiendo de una solucion comercial al 6%) durante
1 min, agua estéril, etanol por 30 s, agua estéril y
posteriormente se coloco en buffer TE y se dejo in-
cubar por una hora, con agitacion suave. Se sem-
bré una asada sobre medio semiselectivo SMSA
(formulacion por cada litro: 1g de casaminoacidos,
10g de peptona, 5g de glucosa, Smg de cristal vio-
leta, 100mg de B-sulfato de polimyxina, 25mg de
bacitracina, Smg de cloranfenicol, 0.5mg de peni-
cilina, 17g de agar bacteriologico, 50mg de TZC
(2,3,5-trifenil cloruro de tetrazolio) y se incubd a
28 °C durante 72 h (Kelman, 1954; Cardozo et al.,
2010). Las colonias resultantes fueron sembradas
por estria cruzada sobre medio B-King sélido y cul-
tivadas a 28 °C por 48 h. El medio B-King permite
distinguir a las bacterias Pseudomonas spp. debido
a que éstas generan fluorescencia al ser expuestas a
una longitud UV de 360 nm, mientras que R. sola-
nacearum no fluoresce (King et al., 1954; Dulla y
Lindow, 2009; Lamichhane y Varvaro, 2013).

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2017

a commercial solution at 6%) for 1 min, sterile
water, ethanol for 30 s, sterile water, and it was
later placed in TE buffer and left to incubate for an
hour, stirring softly. A bacterial loop was placed on
a semi-selective SMSA medium (formula for every
liter: 1g of casamino acids, 10g of peptone, 5g of
glucose, Smg crystal violet, 100mg polymyxin
B-sulfate, 25mg bacitracine, Smg chloranphenicol,
0.5mg penicillin, 17g bacteriological agar, 50mg
TZC (2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride) and
incubated at 28 °C for 72 h (Kelman, 1954; Cardozo
et al., 2010). The bacterial colonies were streak by
crossing on a solid B-King medium and incubated
at 28 °C for 48 h. The B-King medium helps to
distinguish Pseudomonas spp. bacteria, since
they produce fluorescence when exposed to a UV
wavelength of 360 nm, whereas R. solanacearum
does not fluoresce (King et al., 1954; Dulla and
Lindow, 2009; Lamichhane and Varvaro, 2013).

Caracterization of the sequevar

Forthe characterization of the sequevars, weused
the primers of the Mus serie from Fegan and Prior
(2005): 5'-CGGGTCGCTGAGACGAATATC-3"
and 5’-GCCTTGTCCAGAATCCGAATG-3"
(Sequevar 4 , 351 pb);
5’-GCAGTAAAGAAACCCGGTGTT-3" and
5"-TCTGGCGAAAGACGGGATGG-3" (Sequevar
3,400pb);5 -GCTGGCATTGCTCCCGCTCAC-3"

and 5-TCGCTTCCGCCAAGACGC-3’
(Sequevar 4 SFR, 167 pb);
5’-CGTTCTCCTTGTCAGCGATGG-3" and

5-CCCGTGTGACCCCGATAGC-3’" (Sequevar 6,
221 pb). PCR was carried out in Multiplex using
20 ng of DNA, 2 U of recombinant DNA Taq
polymerase (Invitrogen®), 1X of the Buffer of the
Taq enzyme, 200 uM of each dNTP, 1.5 mM MgCl,
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Caracterizacion del secuevar

Para la caracterizacion de los secuevares se uti-
lizaron los iniciadores de la serie Mus de Fegan
y Prior (2005): 5’-CGGGTCGCTGAGACGA-
ATATC-3" y 5-GCCTTGTCCAGAATCCGA-
ATG-3" (Secuevar 4 , 351 pb); 5-GCAG-
TAAAGAAACCCGGTGTT-3" y 5'-TCTGGC-
GAAAGACGGGATGG-3" (Secuevar 3, 400
pb); 5-GCTGGCATTGCTCCCGCTCAC-3" 'y
5"-TCGCTTCCGCCAAGACGC-3" (Secuevar 4
SFR, 167 pb); 5'-CGTTCTCCTTGTCAGCGAT-
GG-3" y 5-CCCGTGTGACCCCGATAGC-3’
(Secuevar 6, 221 pb). Se realizo PCR en Multiplex
utilizando 20 ng de ADN, 2 U de Taq ADN poli-
merasa recombinante (Invitrogen®), 1X del Buffer
de la enzima Taq, 200 uM de cada ANTP, 1.5 mM
MgCl,y 6 pmoles de cada iniciador, en un volu-
men final de 25pL. Las condiciones de PCR fue-
ron similares a las descritas previamente, usando
temperatura de alineamiento de 59 °C. Las PCR
sencillas para cada secuevar se realizaron en las
mismas condiciones, pero usando en cada caso una
sola pareja de iniciadores. En cada caso se analizo
mediante electroforesis en gel de agarosa 15 pL del
producto de la reaccion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizo el diagnostico de Moko bacteriano en
muestras de pseudotallo y fruto de platano de plan-
tas sospechosas. El diagnostico del material vegetal
colectado se realiz6 mediante 2 pruebas serologi-
cas y 2 ensayos de PCR. Un total de 40 muestras
fueron analizadas, de las cuales 35 fueron positivas
en el diagnostico con el ELISA 'y 28 con el diagnos-
tico con las inmunotiras. Las 40 muestras fueron
analizadas por PCR con los dos pares de iniciado-
res, y ambas reacciones de PCR amplificaron 28
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and 6 pmoles of each primer, in a final volume of
25uL. The PCR conditions were similar to those
described previously, using an alignment temperature
of 59 °C. Single PCRs for each sequevar were
carried out in the same conditions, but using only
one pair of primers in each case. In each case, 15
uL of the product of the reaction was analyzed by
in gel electrophoresis.

RESULTS AND DISCUSSION

The diagnosis for bacterial Moko disease was
carried out on suspicious banana plant pseudostems
and fruits. The diagnosis of the plant material
collected was carried out with 2 serological tests
and 2 PCR tests. A total of 40 samples were
analyzed, out of which 35 were positive in the
diagnosis with ELISA and 28 with the diagnosis
with ImmunoStrips. All 40 were analyzed with
PCR with the two pairs of primers, and both PCR
reactions amplified 28 samples. The diagnosis with
the ImmunoStrips provided a congruence of 100%
with the PCR diagnoses, both in the number of
positives and in the samples identified, whereas the
ELISA test presented 20% of error (7 false positives
out of the 35). Neither of the two immunological
methods presented false negatives (Table 1).
Figures 1A and 1B show typical results obtained in
the ELISA diagnoses and with ImmunoStrips. Some
ImmunoStrips were darker than others, depending
on the phenolization of the extract, yet the color did
not interfere in the reaction of the control line and
that of the negative or positive result.

The ELISAtechnique has been widely used in the
protocols for the identification of R. solanacearum
amongst colonies with similar phenotypes
(Alvarez—Restrepo et al., 2008; Doolotkeldieva
and Bobusheva, 2016). The diagnosis is based
on the use of monoclonal antibodies against
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muestras. El diagndstico con las inmunotiras pro-
porcion6 100% de congruencia con los diagnoésti-
cos por PCR, tanto en niimero de positivas como en
las muestras identificadas, mientras que el ensayo
ELISA present6 un 20% de error (7 falsas positivas
de las 35). Ninguno de los dos métodos inmuno-
logicos presentd falsos negativos (Cuadro 1). Las
Figuras 1A y 1B muestran resultados tipicos obte-
nidos en los diagnodsticos de ELISA y con las inmu-
notiras. Algunas inmunotiras eran mas oscuras que
otras, dependiendo de la fenolizacion del extracto,
pero la coloracion no interfirio en la reaccion de la
linea de control y la del resultado negativo o posi-
tivo.

La técnica de ELISA ha sido ampliamente usa-
da en los protocolos de identificacion de R. sola-
nacearum entre colonias con fenotipo similares
(Alvarez—Restrepo et al., 2008; Doodlotkeldieva y
Bobusheva, 2016). El diagnoéstico se basa en el uso
de anticuerpos monoclonales contra exopolisacari-
dos (EPS) producidos por la bacteria. Naranjo-Fe-
liciano y Martinez-Zubiaur (2013) diagnosticaron
tejidos vegetales enfermos comparando los ensa-
yos de ELISA, la aglutinaciéon con particulas latex
y la deteccion de R. solanacearum por PCR. La
aglutinacion con particulas latex fue la técnica mas
rapida y mas sencilla entre las 3, pero fue menos
especifica, ya que reacciond con otros microorga-
nismos, y un orden de magnitud menos sensible
(limite 10° ufc/mL) que la otra prueba serologica.

exopolysaccharides (EPS) produced by the bacteria.
Naranjo-Feliciano and Martinez-Zubiaur (2013)
diagnosed diseased plant tissues by comparing the
ELISA trials, agglutination with latex particles,
and the detection of R. solanacearum by PCR.
The agglutination with latex particles was the
quickest and simplest technique of the 3, but
it was less specific, since it reacted with other
microorganisms, and it is less sensitive by one order
of magnitude (limite 10° ufc/mL) than the other
serological test. According to the manufacturer,
the R. solanacearum detection limit in the ELISA
technique is of 10° ufc/mL. These authors observed
differences in reliability of the detection of the
pathogenic bacteria by the 3 methods, when they
compared the results of the diagnosis with the
development of the plant’s disease, afterwards. The
reliability of the diagnosis using PCR was up to
20% higher than with the ELISA test. In this work,
the PCR test confirmed 80% of the positive cases
diagnosed using ELISA, indicating 20% of false
positives in this serological tests, which coincides
with the report by Naranjo-Feliciano and Martinez-
Zubiaur (2013). Other authors have discussed the
limitations of the ELISA test and the advantages
of molecular markers, which can detect up to 10?
ufc/mL (Alvarez-Restrepo et al., 2008). Eriksson
and Aspan (2007) compared PCR and ELISA in
the diagnosis of bacteria of the genus Salmonella
in pig fecal samples, and they found discrepancies

Cuadro 1. Diagnéstico de la enfermedad Moko bacteriano en plantas de platano con sintomatologia sospechosa.
Table 1. Diagnosis of the bacterial Moko disease in banana plan ts with suspicious symptomatology.

PCR PCR
Positivas Iniciadores 759, 760 Iniciadores Falsos Falsos Certeza
(universales para pehA#3-F, pehA#6-R positivos negativos (%)
R. solanacearum) (gen pga)
ELISA* 35 28 28 7 0 80
INMUNOTIRAS* 28 28 28 0 0 100

*Se analizaron en total 40 muestras: 14 de pseudotallo y 26 de fruto / *A total of 40 samples were analyzed: 14 pseudostem and

26 fruit samples.
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Figura 1.

Figure 1.
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Diagnéstico serologico de Moko bacteriano en muestras de pseudotallo y fruto de platano. Panel A, diagnéstico
por ELISA. Los controles y muestras fueron analizados por duplicado. Columna 1, controles negativos (Filas C,
D, G y H) y positivos (Filas A, B, E y F). Las muestras se colocaron en las columnas 3, 4, 6,7, 9, 10 y 12. Panel B,
diagnéstico mediante inmunotiras; se incluye el resultado de una muestra negativa (una sola linea que corresponde
al control); muestras positivas, dos lineas. En ambos diagnosticos se observan diferencias en la intensidad de color
de la sefial en las muestras positiva, lo cual se relaciona con las diferencias en la cantidad de inoculo, de acuerdo al
fabricante.

Serological diagnosis of bacterial Moko disease in banana pseudostem and fruit samples. Panel A, diagnosis by
ELISA. Controls and samples were analyzed by duplicate. Column 1, negative (Rows C, D, G, and H) and positive
controls (Rows A, B, E, and F). Samples were placed in columns 3, 4, 6, 7, 9, 10, and 12. Panel B, diagnosis by im-
munostrips; the result of a negative sample is included (only one line for the control); positive samples, two lines.
Both diagnoses show differences in the intensity in color of the signal in the positive samples, which is related to

the differences in the amount of inoculant, according to the manufacturer.

De acuerdo al fabricante, el limite de deteccion de
R. solanacearum en la técnica de ELISA es de 10°
ufc/mL. Estos autores observaron diferencias en
la confiabilidad de la deteccion de la bacteria pa-
togena por los 3 métodos, cuando compararon los
resultados del diagnostico con el desarrollo de la
enfermedad en la planta posteriormente. La con-
fiabilidad del diagnostico por PCR fue hasta 20%
superior en comparacion con la prueba de ELISA.
En el presente trabajo la prueba de PCR confirmoé
80% de los casos positivos diagnosticados con
ELISA, indicando 20% de falsos positivos en esta
prueba serologica, lo que coincide con el reporte
de Naranjo-Feliciano y Martinez-Zubiaur (2013).
Otros autores han discutido las limitaciones de la
prueba de ELISA y las ventajas sobre ella de los
métodos moleculares, que pueden detectar hasta
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between the results of both techniques due to the
low specificity of the antibodies used, which shows
that the problem of the immunodiagnosis by ELISA
is not exclusive of the R. Solanacearum diagnosis.

The R. solanacearum diagnosis in the banana
samples with ImmunoStrips was 100% congruent
with the later detection by PCR. ImmunoStrips are
a pocket diagnosis, also sold by Agdia®, Inc. and
offers the same limit of detection than the ELISA
test (10° ufc/mL). These ImmunoStrips have been
used in other investigations as a method to confirm
the identities of isolated R. solanacearum strains
(Sanchez-Pérez et al., 2008; Hong et al., 2012).
Thera (2007) used ImmunoStrips to diagnose R.
solanacearum in tomato, potato, tobacco, and
green chili pepper tissues. The ImmunoStrips had
one false negative in a frozen sample of green
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10% ufc/mL (Alvarez-Restrepo et al., 2008). Eriks-
son y Aspan (2007) compararon la PCR y el ELISA
en el diagnodstico de bacterias del género Salmo-
nella en muestras fecales de cerdo, y encontraron
discrepancia entre los resultados de ambas técnicas
debido a la baja especificidad de los anticuerpos
que usaron, lo que muestra que la problematica del
inmunodiagnoéstico por ELISA no es exclusivo del
diagndstico de R. solanacearum.

El diagnostico de R. solanacearum en las mues-
tras de platano con las inmunotiras fue 100% con-
gruente con la deteccion posterior por PCR. La in-
munotira es un diagnostico de bolsillo, comerciali-
zado también por Agdia®, Inc. y ofrece el mismo li-
mite de deteccion que el ensayo de ELISA (10° ufc/
mL). Estas inmunotiras han sido usadas en otros
trabajos como método confirmativo de identidad de
cepas aisladas de R. solanacearum (Sanchez-Pérez
et al., 2008; Hong et al., 2012). Thera (2007) utili-
z6 inmunotiras para diagnosticar R. solanacearum
en tejidos de tomate, de papa, de tabaco y de chile
verde. Las inmunotiras tuvieron un falso negativo
en una muestra congelada de chile verde y confir-
maron 24 de las 25 muestras infectadas (96%), lo
que apoya que esta prueba tiene alta certidumbre.

Korus (2011) diagnostico Clavibacter michiga-
nensis comparando ELISA e inmunotiras y obtu-
vo resultados similares de 100% de eficiencia de
deteccion usando inmunotiras, en comparacion
con eficiencias de deteccion variables (entre 33 y
100%) en las pruebas con ELISA para diferentes
subespecies del patdgeno. Ambos ensayos pueden
usar los mismos anticuerpos, como es el caso de los
productos Agdia® para detectar R. solanacearum.
La deteccion con las inmunotiras es sencilla, i.e. la
muestra es macerada y aplicada sobre la inmunoti-
ra, mientras los ensayos ELISA incluyen multiples
pasos como preparacion de buffers, tiempos pro-
longados de incubacion y multiples lavados, lo cual
incrementa la posibilidad de error. También puede
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chilies and confirmed 24 of the 25 infected samples
(96%), supporting the fact that this test has a high
degree of certainty.

Korus  (2011)
michiganensis comparing ELISA and ImmunoStrips
and obtained similar results of an efficiency of 100%
using ImmunoStrips, in comparison with variable
detection efficiencies (33 to 100%) in ELISA tests
for different pathogen subspecies. Both tests can
use the same antibodies, as in the case of Agdia®
products to detect R. solanacearum. Detection
with ImmunoStrips is simple, ie. the sample
is macerated and applied on the ImmunoStrip,
whereas ELISA tests include multiple steps such
as buffer preparations, prolonged incubation times,
and multiple washing steps, which increase the
possibilities of error. A dilution effect could also
occur in the sample in the ELISA test, affecting
the detection in some samples (Ruiz-Garcia et al.,
2009).

The robustness

diagnosed  Clavibacter

of the R.
diagnosis with ImmunoStrips in banana tissues in
this and other investigations (Thera, 2007), as well
as its speed, simplicity and portability, make its use
advisable to monitor R. solanacearum on the field,
and for the gathering of samples for the isolation
and study of the bacteria. The confirmation of
the diagnosis must continue to be with molecular
markers, since the limits of serological detection
do not allow for the detection of cases of early
infection (Thera, 2007), nor do they distinguish
between the different races of R. solanacearum
(Rajeshwari et al., 1998).

solanacearum

Isolation of R. solanacearum

With the sequential use of 2 culture media,
SMSA and B-King, it was possible to isolate 25 R.
solanacearum strains from the 28 positive samples.
The three samples from which R. solanacearum
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ocurrir un efecto de diluciéon de la muestra en el
ensayo ELISA, afectando la deteccion en algunas
muestras (Ruiz-Garcia et al., 2009).

La robustez del diagnostico de R. solanacearum
con las inmunotiras en los tejidos de platano, en el
presente trabajo y otros (Thera, 2007), asi como su
rapidez, sencillez y portabilidad, hacen que su uso
sea aconsejable para monitorear R. solanacearum
en campo, y para la colecta de muestras para el ais-
lamiento y estudio de la bacteria. La confirmacion
del diagnostico debera continuar siendo con los
métodos moleculares ya que los limites de detec-
cion seroldgicos no permiten detectar casos de in-
feccion temprana (Thera, 2007), y tampoco distin-
guen entre las diferentes razas de R. solanacearum
(Rajeshwari et al., 1998).

Aislamiento de R. solanacearum

Mediante el uso secuencial de 2 medios de cul-
tivo, el SMSA y el B-King, se logré aislar 25 cepas
de R. solanacearum de las 28 muestras positivas.
Las tres muestras donde no se pudo recuperar R.
solanacearum fueron las que presentaron las lineas
diagnosticas mas palidas en las inmunotiras, lo que
indica que esas muestras contenian una baja canti-
dad de bacteria.

El medio SMSA es frecuentemente utilizado
para el aislamiento de R. solanacearum, porque
evita el crecimiento de muchos otros microorga-
nismos (Kelman, 1954; Alvarez—Restrepo et al.,
2008; Cardozo et al., 2010). Sin embargo, aun asi
R. solanacearum es dificil de aislar debido a que
in vitro presenta crecimiento lento, mientras otras
bacterias, e.g. Pseudomonas, crecen rapido y con-
taminan los aislamientos (Ramesh et al., 2009;
Champoiseau et al., 2009; Nasim, 2011; Kalpa-
ge y De Costa, 2015). La combinacion del medio
SMSA y el medio B-King permite distinguir R.
solanacearum de Pseudomonas spp. Ambos tipos
de bacterias crecen sobre el medio SMSA como
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could not be recovered had the palest diagnosis
lines in the ImmunoStrips, indicating that these
samples contained a low bacteria count.

The SMSA medium is frequently used to
isolate R. solanacearum, since it avoids the
growth of many other microorganisms (Kelman,
1954; Alvarez—Restrepo et al., 2008; Cardozo et
al., 2010). However, even so, R. solanacearum is
difficult to isolate since it has slow growth rates in
vitro, while other bacteria, e.g. Pseudomonas, grow
quickly and contaminate the isolations (Ramesh et
al., 2009; Champoiseau et al., 2009; Nasim, 2011;
Kalpage and De Costa, 2015). The combination of
the media SMSA and B-King helps to distinguish
R. solanacearum from Pseudomonas spp. Both of
these bacteria grow on the SMSA medium as mucoid
cultures, with irregular, white edges, and pink to
red centers. On the B-King medium, Pseudomonas
spp. fluoresces, whereas R. solanacearum do not
(Figure 2), helping to put them apart. Ramesh et
al., (2009) point out that genus Pseudomonas is
opportunist during the colonization of the host by
R. solanacearum. Along with Pseudomonas, the
bacteria Klebsiella, Erwinia, and other species of the
genus Ralstonia, such as Ralstonia mannitolilytica,
are mostly endophytic of the banana (Thomas et
al., 2008; Ganen et al., 2009; Souza et al., 2013).
The bacteria recovered from the 3 samples that
produced faint lines on the ImmunoStrips presented
fluorescence on the B-King medium and did not
amplify in any of the PCR diagnosis reactions for
R. solanacearum. Some of these bacteria were
identified by sequencing the 16S, and belonged to
Pseudomonas fulva, Pseudomonas aeruginosa, and
Pseudomonas citronellolis, consistent with reports
by the bibliography.

Confirmation of the identity of R. solanacearum

The identity of the R. solanacearum strains was
confirmed by sequencing the amplified fragment

522



FuLLy BILINGUAL

REvisTA MEXIcANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

colonias mucoides, de bordes blancos irregulares
y centros rosas a rojos. Sobre el medio B-King las
colonias de Pseudomonas spp. fluorescen mientras
que las de R. solanacearum no lo hacen (Figura 2),
lo que permite distinguirlas entre si. Ramesh ef al.,
(2009) senalan que las bacterias del género Pseu-
domonas son oportunistas durante la colonizacion
del hospedero por R. solanacearum. Ademas de las
Pseudomonas, las bacterias Klebsiella, Erwinia y
otras especies del género Ralstonia, como Ralsto-
nia mannitolilytica, son endofitas mayoritarias del
platano (Thomas et al., 2008; Ganen et al., 2009;
Souza et al., 2013). Las bacterias recuperadas de
las 3 muestras que dieron las lineas tenues en las in-
munotiras presentaron fluorescencia sobre el medio
B-King y no amplificaron en ninguna de las reac-
ciones de PCR de diagndstico para R. solanacea-
rum. Algunas de esas bacterias fueron identificadas
mediante secuenciacion del 16S, y correspondieron
a Pseudomonas fulva, Pseudomonas aeruginosa y
Pseudomonas citronellolis, consistente con lo re-
portado en la bibliografia.

with primers pehA#3-F, pehA#6-R (fragment
of the gene pga). The 25 strains that amplified
the 532pb diagnostic band were confirmed to be
R. solanacearum using the BlastN analysis with
the sequences obtained, and compared with the
GenBank database (hit 99-100% identity with R.
solanacearum). Based on the positive PCR results
when using the primers ISRsol9, the 25 isolated
strains corresponded to Race 2.

The identification of the sequevars was first
determined by PCR Multiplex, using the primers of
the series Mus (Fegan and Prior, 2005). According
to these authors, each sample must give only
one diagnostic DNA band: ~167 pb (sequevar
4 ecotype SFR), ~350 pb (sequevar 4), ~220 pb
(sequevar 6), ~400 pb (sequevar 3). These DNA
bands were observed among the products of the
Multiplex (Figure 3A), although they were not
unique DNA bands per sample. According to the
Multiplex (Figure 3A), the Race 2 R. solanacearum
strains genotype in sequevar 3 (lanes 11 and 13),
sequevar 4 (lanes 3 and 5), sequevar 4 SFR (lane

Figura 2. Pre-seleccion de bacterias con fenotipo similar a R. solanacearum. Aislamiento sobre medio SMSA (panel A). Las
colonias con caracteristicas mucoides, bordes blancos irregulares y centros rojos fueron transferidas sobre medio
B-King. Las bacterias del género Pseudomonas fluorescen sobre este medio (Panel B). Se seleccionaron las bacte-
rias no fluorescentes (panel C) para continuar el aislamiento de R. solanacearum.

Figure 2. Preselection of bacteria with similar phenotypes to R. solanacearum. Isolation on SMSA medium (panel A). Strains
with mucoid characteristics, white, irregular edges and red centers were transferred on a B-King medium. Bacte-
ria of the genus Pseudomonas fluoresce on this medium (Panel B). Non-fluorescent bacteria were selected (panel

C) to continue the isolation of R. solanacearum.
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Confirmacion de la identidad R. solanacearum

La identidad de las cepas R. solanacearum fue
confirmada mediante secuenciacion del fragmento
amplificado con los iniciadores pehA#3-F, pehA#6-
R (fragmento del gen pga). Las 25 cepas que am-
plificaron la banda diagndstica de 532pb fueron
confirmadas como R. solanacearum mediante el
analisis BlastN con las secuencias obtenidas, y
comparando con la base de datos de GenBank (hit
99-100% de identidad con R. solanacearum). Con
base en los resultados positivos de la PCR cuando
se usaron los iniciadores ISRso019, las 25 cepas ais-
ladas corresponden a la Raza 2.

La identificacion de los secuevares se determind
primero mediante PCR Multiplex, usando los ini-
ciadores de la serie Mus (Fegan y Prior, 2005). De
acuerdo a estos autores, cada muestra debe de dar
una sola banda diagnostica: de ~167 pb (secuevar 4
ecotipo SFR), ~350 pb (secuevar 4), ~220 pb (se-
cuevar 6), ~400 pb (secuevar 3). Estas bandas se vi-
sualizaron en los productos de la Multiplex (Figura
3A), pero no fueron bandas tinicas por muestra. De
acuerdo a la Multiplex (Figura 3A), las cepas de
R. solanacearum Raza 2 genotipifican en el secue-
var 3 (carriles 11 y 13), secuevar 4 (carriles 3 y 5),
secuevar 4 SFR (carril 1) y secuevar 6 (carriles 2,
4, 6, 8). Otras cepas generaron perfiles que no pu-
dieron asignarse a ninguno de los secuevares (e.g.
carriles 7, 10). Debido a la inconsistencia en los
resultados de la PCR en Multiplex, cada cepa fue
posteriormente genotipificada mediante PCR inde-
pendiente para cada secuevar. Ninguna cepa de Ta-
basco amplificod con las parejas de iniciadores para
los secuevares 3, 4 y 4 SFR (datos nos mostrados).
Las 25 cepas amplificaron la banda diagnostica de
~220 pb con la pareja de iniciadores SI28, que co-
rresponde al secuevar 6 (Figura 3B). El secuevar 6
se origind en las islas del Caribe (Trinidad) y llego
al continente en Venezuela; en 1950 se introdujo
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1), and sequevar 6 (lanes 2, 4, 6, 8). Other strains
produced profiles that could not be assigned to
any of the sequevars (e.g. lanes 7, 10). Due to the
inconsistency in results of the PCR in Multiplex,
each strain was later genotyped using independent
PCR for each sequevar. No Tabasco strains
amplified with the pairs of primers for sequevars
3, 4 and 4 SFR (data not shown). The 25 strains
amplified the diagnostic DNA band of ~220 with
the pair of primers SI28, that corresponds to
sequevar 6 (Figure 3B). Sequevar 6 originated in
the Carribbean islands (Trinidad) and entered the
continent mainland through Venezuela; in 1950,
it was accidentally introduced into Costa Rica in
infected bananacorms. In 1960, acommercial freight
ship introduced it accidentally into Honduras, and
from there it spread rapidly northward to Mexico
and southward to Panama (Sequeira, 1998). The
first report in Mexico was in 1960 in Chiapas.
Currently, sequevar 6 has been reported in North
America in Hawaii (Fegan and Prior, 2005) and
Florida (Hong et al., 2012); in Central America,
in Guatemala (Sanchez-Pérez et al., 2008), and
in South America, in Brazil (Alburquerque ef al.,
2014). Central and South America are considered
the center of origin of strains related to the Moko
disease of banana (Sequerira, 1998; Fegan and
Prior, 2005, 2006). Other countries in the Americas
have, along with sequevar 6, some of the sequevars
3,4, 24, 25, 41, and 53 (Raymundo et al., 1998;
Prior and Fegan. 2005; Alburquerque et al., 2014).
Studies in Mexico must be broadened to determine
if there are other sequevars related to the bacterium
causing Moko disease in banana.

The taxonomic classification of the strains of
the R. solanacearum species complex (RSSC)
has been under constant revision and correction
for over 50 years, and more frequently in the last
10 years (Peeters et al., 2013; Prior et al., 2016).
As the world collections increase, and along
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Figura 3. Caracterizacion de bacterias R. solanacearum aisladas a partir de plantas de platano; tipificacion de los secueva-
res. Panel A, PCR en Multiplex (Iniciadores de la serie Mus y SI28 juntos). El carril 1 presenté una banda de ~167
pb que corresponde a lo esperado para el secuevar 4 SFR y otra de ~450 pb no descrita para ningin secuevar; el
carril 2 muestra una banda de aproximadamente ~220 pb que corresponde a lo descrito para el secuevar 6; en el
carril 3 se observé una banda de ~350 pb, lo que corresponde al secuevar 4. En los carriles siguientes se observaron
bandas inesperados, como por ejemplo ~850 pb (carriles Sy 7) y ~1000pb (carril 10). Panel B, PCR con iniciadores
especificos para el secuevar 6 (iniciadores SI28, banda diagnoéstica de ~220 pb). En ambos paneles los carriles co-
rresponden a: M) Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen® Carlsbad, CA, USA); carriles 1-13, cepas de R.
solanacearum, 1) MT01, 2) MT02, 3) MT03, 4) MT04, 5) MT05, 6) MT06, 7) MTO07, 8) MT08, 9) MT09, 10) MT10,
11) MT11, 12) MT12, 13) MT13.

Figure 3. Characterization of R. solanacearum bacteria isolated from banana plants; tipification of the sequevars. Panel A,
PCR in Multiplex (primers of the series Mus and SI28 together). Lane 1 shows a band of ~167 pb that corresponds
to expected for sequevar 4 SFR, and another of ~450 pb, not described for any sequevar; lane 2 shows a band of
approximately ~220 pb that corresponds to descriptions for sequevar 6; lane 3 showed a band of ~350 pb, which
corresponds to sequevar 4. The following lanes showed unexpected bands, such as ~850 pb (lanes 5 and 7) and
~1000pb (lane 10). Panel B, PCR with specific primers for sequevar 6 (primers SI28, diagnosis band of ~220 pb). In
both panels the lanes correspond to: M) Marker 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen® Carlsbad, CA, USA); lanes
1-13, strains of R. solanacearum, 1) MT01, 2) MT02, 3) MT03, 4) MT04, 5) MTO05, 6) MT06, 7) MT07, 8) MTO08,
9) MT09, 10) MT10, 11) MT11, 12) MT12, 13) MT13.
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accidentalmente a Costa Rica en cormos de plata-
no infectados. En 1960 un embarque comercial lo
introdujo accidentalmente en Honduras y de alli se
disperso rapidamente por el norte a México y por el
sur a Panama (Sequeira, 1998). En México el pri-
mer reporte fue en 1960 en Chiapas. Actualmente
el secuevar 6 se ha reportado en Norte América en
Hawai (Fegan y Prior, 2005) y Florida (Hong et al.,
2012); en Centroamérica en Guatemala (Sanchez-
Pérez et al., 2008) y en Sudamérica en Brasil (Al-
burquerque et al., 2014). El Centro y Sudamérica
es considerado el centro de origen de las cepas re-
lacionadas a Moko del platano (Sequerira, 1998;
Fegan y Prior, 2005, 2006). Otros paises en Amé-
rica tienen, ademds del secuevar 6, alguno(s) de
los secuevares 3, 4, 24, 25, 41 y 53 (Raymundo et
al., 1998; Prior y Fegan. 2005; Alburquerque et al.,
2014). El estudio en México debe ampliarse para
determinar si existen otros secuevares relacionadas
al Moko bacteriano del platano.

La clasificacion taxonoémica de las cepas del
complejo de especies de R. solanacearum (RSSC)
ha estado en constante revision y correccion desde
hace 50 afios y mas frecuentemente en los tltimos
10 (Peeters et al., 2013; Prior et al., 2016). A medi-
da que las colecciones mundiales van aumentando
y junto con ella la diversidad genética global co-
nocida del RSSC, se han encontrado discrepancias
en los resultados de clasificacion de algunas cepas
mediante diferentes herramientas de diagndstico
(Hong et al., 2012), e incluso en clasificacion de
poblaciones, como son los casos de las R. sola-
nacaerun aisladas de Solanaceas y Cucurbitaceas
en la Guayana Francesa y de tomate en Guadalu-
pe (Alvarez-Restrepo et al., 2008; Deberdt ef al.,
2014). Aunque las razones de las inconsistencias
no son del todo claras, algunas de las diferencias se
han convertido en herramientas de diagnostico. Por
ejemplo, muchas cepas del secuevar 4 producen la
banda de 351 pb con los iniciadores Mus06, pero
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with them, the known global genetic diversity of
the RSSC, discrepancies have been found in the
classification results of some strains with different
diagnosis tools (Hong et al., 2012), and even in the
classification of populations, such as in the cases
of the isolated R. solanacaerun of Solanaceae and
Cucurbits in the French Guyana, and tomatoes
in Guadalupe (Alvarez-Restrepo et al., 2008;
Deberdt et al., 2014). Although the reasons for the
inconsistencies are not entirely clear, some of the
differences have turned into diagnosis tools. For
example, many strains of sequevar 4 produce a 351
pb band with primers Mus06, but they additionally
amplify a band of 167pb (Alvarez-Restrepo et al.,
2008), while some strains of sequevar 4 isolated
in Florida in 2008 do not produce the diagnosis
band of 351pb, but only the unspecific 167pb band,
therefore the authors propose that the Florida strains
that only amplify the 167pb band are emerging
strains (Hong et al., 2012).

The Multiplex to distinguish between sequevars
3, 4, and 6 within Race 2 (i.e. strains causing
banana Moko) was generated by Fegan and Prior
(2005) and it has been used to classify strains in
Martinique (Wicker et al., 2007, 2009), Colombia
(Alvarez-Restrepo et al., 2008), United States
(Hong et al., 2012), French Guyana (Deberdt et al.,
2014), Brazil (Albuquerque et al.,2014), and others.
In the reports that show electrophoresic analyses
of the PCR products, we can notice unspecific
bands in some lanes, alongside the diagnosis band
(Alvarez—Restrepo et al., 2008; Hong et al., 2012;
Albuquerque et al., 2014), as observed in this
investigation about Mexico. Even the analysis of
one same sequevar shows discrepancies between
the different research groups. Sequevar 4 amplifies
2 bands in the Moko Multiplex, although the band
sizes are different between the report by Alvarez-
Restrepo et al., (2008) and the one by Albuquerque
et al., (2014), despite both investigations having
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adicionalmente amplifican una banda de 167pb
(Alvarez-Restrepo et al., 2008), mientras que al-
gunas cepas del secuevar 4 aisladas en Florida en
2008 no producen la banda diagndstica de 351pb
sino unicamente la banda inespecifica de 167pb,
con lo que los autores proponen que las cepas de
Florida que amplifican tnicamente la banda de
167pb son cepas emergentes (Hong et al., 2012).

El Multiplex para identificar entre los secueva-
res 3, 4 y 6 dentro de la Raza 2 (i.e. cepas causan-
tes de Moko en platano) fue generado por Fegan y
Prior (2005) y ha sido usado para clasificar cepas
en Martinica (Wicker et al., 2007, 2009), Colombia
(Alvarez—Restrepo et al., 2008), Estados Unidos
(Hong et al., 2012), La Guayana francesa (Deberdt
et al., 2014), Brasil (Albuquerque et al., 2014), en-
tre otros. En los reportes que muestran los analisis
electroforéticos de los productos de PCR se pueden
observar en algunos carriles bandas inespecificas
adicionales a la banda diagnéstica (Alvarez-Res-
trepo et al., 2008; Hong et al., 2012; Albuquerque
et al.,2014), como lo observado en el presente tra-
bajo de México. Incluso el analisis de un mismo
secuevar muestra discrepancias entre los diferentes
grupos de investigacion. El secuevar 4 amplifica 2
bandas en el Multiplex de Moko, pero los tamafios
de las bandas son diferentes entre el reporte de Al-
varez-Restrepo et al., (2008) y el de Albuquerque
et al., (2014); a pesar de que en ambos trabajos se
utilizaron geles de agarosa de la misma concentra-
cion (1.5% p/v).

En el presente trabajo el diagnostico por Multi-
plex fue ambiguo. En el caso de las cepas que am-
plificaron la banda de 221pb (secuevar 6), esta fue
una banda unica (Figura 3A, carriles 2, 4, 6, 8,12),
contrario al resultado de Albuquerque et al., (2014)
que obtuvieron 2 bandas para la cepa IBSBF2661
(secuevar 6), pero similar a lo obtenido por Hong
et al., (2012), quienes también obtuvieron una sola
banda para la cepa 527 (secuevar 6) en la Multiplex
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used agarose gels with the same concentrations
(1.5% p/v).

In this investigation the diagnosis by Multiplex
was ambiguous. In the case of the strains that
amplified the 221pb band (sequevar 6), it was
a single band (Figure 3A, lanes 2, 4, 6, 8, 12),
contrary to results by Albuquerque et al., (2014)
who obtained 2 bands for the strain IBSBF2661
(sequevar 6), but similar to results obtained by Hong
etal.,(2012), who also obtained one band for strain
527 (sequevar 6) in the Moko Multiplex. In some
Mexican strains, the diagnostic band expected for
sequevars 3 (400pb, lane 11) and 4 (351pb, 167pb,
lanes 1 and 3) were amplified, although other
bands observed in those same lanes do not coincide
with any of the reports. PCR bands were also
observed that have not been reported previously
in the Multiplex results for Moko strains (Figure
3A, lanes 5, 7, 10), or in other words, they are new
bands. The new ~850 pb band amplifies in different
strains (Figure 3A, lanes 5 and 7), suggesting they
have a genetic origin, and it reflects the diversity in
the populations of R. solanacearum. These results
are difficult to interpret in further detail because the
diagnosis primers amplify marker bands, although
the function in the microorganism of those genomic
regions is unknown (Deberdt ef al., 2014).

The presence of new and reproducible PCR
products in different strains (e.g. ~850 pb band in
strains MTO05 and MT07) could be interpreted as
an emergence of new strains of R. solanacearum
in Tabasco, as proposed for the Florida strains
that presented atypical results in this Multiplex
diagnosis (Hong et al., 2012). Due to the ambiguity
of results, the individual diagnosis of each sequevar
was carried out. No amplification of any strain was
obtained in the diagnosis of sequevars 3 or 4 (data
not shown). All the strains isolated in Tabasco in
this investigation belong to sequevar 6 (Figure
3B). The recommendation by the present report is
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de Moko. Con algunas cepas mexicanas se observd
amplificacion de la banda de diagnéstico esperada
para los secuevares 3 (400pb, carril 11) y 4 (351pb,
167pb, carriles 1 y 3), pero otras bandas observa-
das también en esos mismos carriles no coinciden
con ninguno de los trabajos reportados. También se
observaron bandas de PCR que no se han reporta-
do previamente en los resultados de Multiplex de
cepas de Moko (Figura 3A, carriles 5, 7, 10) es de-
cir, son bandas nuevas. La banda nueva de ~850 pb
amplifica en diferentes cepas (Figura 3A, carriles 5
y 7), lo que sugiere que tienen una base de origen
genético y refleja la diversidad en las poblaciones
de R. solanacearum. Es dificil interpretar con mas
detalle estos resultados porque los iniciadores de
diagnodstico amplifican bandas marcadoras, pero la
funcion en el microorganismo de esas regiones ge-
nomicas es desconocida (Deberdt ef al., 2014).

La presencia de productos de PCR nuevos y re-
producibles en diferentes cepas (e.g. banda de ~850
pb en cepas MTO05 y MTO07), pudiera interpretarse
como emergencia de nuevas cepas de R. solana-
cearum en Tabasco, como fue propuesto para las
cepas de Florida que presentaron resultados ati-
picos en este diagnostico Multiplex (Hong et al.,
2012). Debido a la ambigiiedad de resultados se
realizo el diagndstico individual de cada secuevar.
No se obtuvo amplificacion de ninguna cepa en los
diagnosticos de los secuevares 3 y 4 (datos no mos-
trados). Todas las cepas aisladas en Tabasco en el
presente trabajo pertenecen al secuevar 6 (Figura
3B). La recomendacion que surge en el presente re-
porte es no basarse en resultados de Multiplex de
Moko para proponer emergencia de nuevas cepas
de R. solanacearum. Se sugiere que los productos
amplificados sean secuenciados.

La Figura 4B presenta un resumen del protocolo
propuesto a partir del presente trabajo, con el objeti-
vo de simplificar el aislamiento de cepas de R. sola-
nacearum Raza 2. Se compara con el procedimiento
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to avoid basing only in Moko Multiplex results to
propose the emergence of new R. Solanacearum
strains. We suggest amplified products to be
sequenced.

Figure 4B presents a summary of the protocol
proposed from the present investigation, in order to
simplify the isolation of R. solanacearum Race 2
strains. It is compared with the procedure followed
by other investigations (Figure 4A). Procedure 4A
is more expensive, since the diagnosis by ELISA
or ImmunoStrips must be carried out on each
isolated bacterial strain. In the present research,
that strategy had little success. When the samples
were not diagnosed before isolation, a large part
of the bacteria isolated on the SMSA were not
R. solanacearum. The sequential use of B-King
medium after the isolation on SMSA is a quick
and inexpensive option that allows the phenotypic
preselection of R. solanacearum. According to the
bibliography, the most reliable R. solanacearum
identity diagnoses are PCR and sequencing,
whether of ITS or specific genes (Fegan and
Prior, 2005). After confirming the identity of R.
solanacearum, the collection of isolated bacteria
can be characterized genetically, phenotypically,
phylogenetically, or be used for other studies. We
recommend performing individual PCR with the
specific primers of each Moko sequevar instead of
the Moko Multiplex whenever results are unclear.

Moko is a
in Mexico and a phytosanitary campaign is
established. Identified outbreaks are therefore

quarantine-regulated disease

under continuous surveillance and eradication
measures. It is important to emphasize that due to
regulations and for food security, it is crucial to
prevent the dispersal of the pathogen by collection
of the material by inexperienced personnel. For
this reason, all studies of this pathogen in Mexico
should be carried out with the permission of, and in
collaboration with the General Plant Health Board
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Figura 4. Comparacion esquematica del protocolo generalmente usado para el aislamiento de R. solanacearum relacionadas
a la enfermedad Moko (Panel A), y el protocolo recomendado en el presente estudio (panel B). El panel A se basa
en Alvarez-Restrepo et al. (2008); Dooolotkeldieva y Bobusheva (2016); Hong ef al. (2012); Sanchez-Pérez et al.

(2008).

Figure 4. Schematic comparison of the protocol generally used for the isolation of R. solanacearum related to the Moko
disease (Panel A), and the protocol recommended in the present study (panel B). Panel A is based on Alvarez-
Restrepo et al. (2008); Dooolotkeldieva and Bobusheva (2016); Hong ef al. (2012); Sanchez-Pérez et al. (2008).

seguido en otros trabajos (Figura 4A). El procedi-
miento 4A es mas costoso debido a que el diagnos-
tico por ELISA o inmunotiras debe realizarse sobre
cada colonia aislada. En este trabajo esa estrategia
tuvo poco éxito. Cuando no se diagnosticaron las
muestras previamente al aislamiento, una gran parte
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(Direccion General de Sanidad Vegetal - DGSV),
the National Food Health, Safety and Quality
Service (Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad
y Calidad Agroalimentaria - SENASICA) and the
State Plant Health Committees (Comités Estatales
de Sanidad Vegetal).
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de las bacterias aisladas sobre el SMSA no fueron R.
solanacearum. El uso secuencial de medio B-King
después del aislamiento sobre SMSA es una opcion
rapida y economica que permite la preseleccion fe-
notipica de R. solanacearum. De acuerdo a la lite-
ratura los diagnosticos de identidad mas confiables
de R. solanacearum son la PCR y secuenciacion,
ya sea de ITS o de genes especificos (Fegan y Prior,
2005). Una vez confirmada la identidad de R. sola-
nacearum la coleccion de bacterias aisladas puede
ser caracterizada genéticamente, fenotipicamente,
filogenéticamente, o usarse para otros estudios. Se
recomienda realizar PCR individual con los inicia-
dores especificos de cada secuevar de Moko, en vez
del Multiplex de Moko, cada vez que los resultados
no sean claros.

Moko es una enfermedad bajo regulaciones
cuarentenarias en México y se tiene establecida la
campafia fitosanitaria, y por lo tanto se mantiene
bajo continua vigilancia y medidas de erradicacion
de los brotes identificados. Es importante enfatizar
que por normatividad y por seguridad alimentaria,
es indispensable prevenir la dispersion del patoge-
no por colecta del material por personal inexperto.
Por ello, todos los estudios que se realicen sobre
este patogeno en México deberan ser llevados a
cabo con el permiso y en colaboracion con la Di-
reccion General de Sanidad Vegetal (DGSV), el
Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASICA) y los Comités Esta-
tales de Sanidad Vegetal.

CONCLUSIONES

Se recomienda incluir el uso sistematico de in-
munotiras para fortalecer el diagnostico de R. sola-
nacearum en campo.

El aislamiento e identificacion de R. solanacea-
rum es dificil, como han mencionado otros autores.
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CONCLUSIONS

The systematic use of ImmunoStrips is
recommended to strengthen the diagnosis of R.
solanacearum in the field.
of R
solanacearum 1is difficult, as other authors have

The isolation and identification
mentioned. The modification of the procedure
published in the bibliography for the isolation of
R. solanacearum facilitated the bacterial isolation
from diseases banana plants: the serological
diagnosis of the suspicious samples, the systematic
inclusion of the B-King medium to discard bacteria
of the genus Pseudomonas, and the confirmative
diagnosis by PCR with primers pehA#3-F
-pehA#6-R, and ISRso19F-ISRso19R.

The detection of atypical results in the Multiplex
PCR for Moko disese of banana must be interpreted
with care. The results must be confirmed using
individual (specific) PCRs for each sequevar.
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La modificacién del procedimiento citado en la lite-
ratura para el aislamiento de R. solanacearum faci-
lit6 aislar la bacteria a partir de platanos enfermos:
el diagndstico seroldgico de las muestras sospecho-
sas, la inclusion sistematica del medio B-King para
descartar bacterias del género Pseudomonas, y el
diagnostico confirmativo por PCR con los iniciado-
res pehA#3-F -pehA#6-R, e ISRso19F-ISRso19R.

La deteccion de resultados atipicos en la PCR
Multiplex para Moko debe interpretarse con cuida-
do. Los resultados deben confirmarse empleando
PCRs individuales (especificas) para cada secue-
var.
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Resumen. El carbon de la espiga (Sporisorium
reilianum f. sp. zeae) del maiz (Zea mays L.) es
una enfermedad de gran importancia que se pre-
senta en zonas productoras de maiz, incluyendo
los Valles del Mezquital y Toluca. El objetivo del
presente estudio fue identificar lineas C,-S, y C,-S,
de maiz adaptadas al Altiplano de México para ser
utilizadas en un programa de mejoramiento de re-
sistencia y buenas caracteristicas agronomicas.
Semillas de cada linea se inocularon con una
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Abstract. Head smut (Sporisorium reilianum f.
sp. zeae) of maize (Zea mays L.) is an important
disease present in Mexico, including the Mezquital
and Toluca Valleys. The objective of this research
was to identify C-S, and C,-S, maize lines adapted
to Mexican highlands to be used in a breeding
program for disease resistance and good agronomic
characters. Seed of lines were inoculated with a
suspension of 7x107 teliospores mL™! of S. reilianum
f. sp. zeae with 1% sodium carboximethyl cellulose
and planted in a greenhouse. Plants were monitored
until tassel stage, when disease incidence was
recorded. In 258 C -S| lines with white endosperm
showed an incidence 0£92.3% and 41.7%in 71 lines
with yellow endosperm. Based on disease incidence
and agronomic characters, 38 and 24 C-S| lines
with white and yellow endosperm, respectively,
were selected and self-pollinated in the field. A total
of 123 and 114 C-S, lines with white and yellow
ensoperm, respectively, inoculated with teliospores
of the pathogen showed incidence of the disease up
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suspension de 1.7x107 mL! teliosporas de S. reilia-
num f. sp. zeae en 1% de carboximetilcelulosa de
sodio y se sembraron en invernadero. Las plantas
fueron monitoreadas hasta la formacion de espiga,
donde se evalud la incidencia. En 258 lineas C-S,
de endospermo blanco se presentd hasta 92.3% de
incidencia y hasta 41.7% en 71 lineas de endosper-
mo amarillo. Con base en la incidencia y caracteris-
ticas agronémicas, se seleccionaron y autofecunda-
ron en campo 38 lineas C,-S, de endospermo blan-
coy 24 de endospermo amarillo. Un total de 123 y
114 lineas C,-S, de endospermo blanco y amarillo,
respectivamente, fueron inoculadas con teliospo-
ras del patdogeno y presentaron una incidencia de
la enfermedad de hasta 42.8% y 28.5%, respecti-
vamente. La inoculacion con teliosporas y siembra
en invernadero permitié identificar lineas de maiz
con diferente porcentaje de infeccion y seleccionar
las lineas resistentes, probando la eficiencia de ésta
técnica.

Palabras clave: Sporisorium reilianum f. sp. zeae,
Zea mays, carbon de la espiga, inoculacion de se-
milla, lineas resistentes.

INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es susceptible a enfer-
medades en diferentes etapas de su desarrollo. El
carbon de la espiga, causado por Sporisorium rei-
lianum f. sp. zeae (Kithn) Langdon y Fullerton, si-
noéonimo Sphacelotheca reiliana (Khiin) Clint. (Ma-
tyac y Kommedahl, 1985a; Matyac y Kommedahl,
1985b) es un problema serio desde la década de
1970 en EE.UU., México, Australia, China, Suda-
frica y Francia (Stromberg, 1981; Bernardo et al.,
1992; Jin et al., 2000).

Los sintomas del carbon de la espiga son visi-
bles en la floracion, aun cuando el patdégeno infecta
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to 42.8% and 28.5%, respectively. Inoculation with
teliospores and planting in the greenhouse resulted
in the identification of maize lines with different
percentages of infection allowing the selection
of resistant lines, proving the efficiency of the
technique.

Key words: Sporisorium reilianum f. sp. zeae, Zea
mays, head smut, seed inoculation, resistant lines.

INTRODUCTION

Maize (Zea mays L.) is susceptible to diseases
in different stages of its development. Head smut,
caused by Sporisorium reilianum f. sp. zeae (Kiithn)
Langdon and Fullerton, synonym Sphacelotheca
reiliana (Khiin) Clint. (Matyac and Kommedahl,
1985a; Matyac and Kommedahl, 1985b) has been
a serious problem since the 1970s in the U.S.A.,
Mexico, Australia, China, South Africa, and France
(Stromberg, 1981; Bernardo et al., 1992; Jin et al.,
2000).

The symptoms of head smut are visible in
flowering stage, even when the pathogen infects
the root during germination and in the first
stages of seedling development (Martinez et al.,
2000; Martinez et al., 2002; Zhao et al., 2015).
The infective mycelium invades the tissues
systematically until it reaches the apical meristem
(Frederiksen and Reyes, 1980; Martinez et al., 1999;
Zhao et al., 2015). The main damages are caused
during flowering, when the mycelium established
in the meristem produces sori that replace grains in
the ear (female inflorescence) and anthers. When
maturing, the sori release teliospores that fall to the
ground and are carried short distances by the wind
(Montes and Diaz, 2006; Ghareeb et al., 2011).

Becausetheinoculumisfoundinthesoil, effortsto
fight this disease are focussed on avoiding infection
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la raiz durante la germinacion y primeras etapas
de desarrollo de la plantula (Martinez et al., 2000;
Martinez et al., 2002; Zhao et al., 2015). El mi-
celio infectivo invade sistémicamente los tejidos,
hasta llegar al meristemo apical (Frederiksen y Re-
yes, 1980; Martinez et al., 1999; Zhao et al., 2015).
El dafio principal lo ocasiona durante la floracion,
cuando el micelio establecido en el meristemo pro-
duce soros que reemplazan granos en mazorca (in-
florescencia femenina) y anteras. Al madurar, los
soros liberan las teliosporas, que caen al suelo y
el aire las transporta a distancias cortas (Montes y
Diaz, 2006; Ghareeb et al., 2011).

Debido a que el indculo se encuentra en el sue-
lo de cultivo, los esfuerzos por combatir a ésta en-
fermedad se enfocan en evitar la infeccion durante
el desarrollo de la plantula. Para esto, se utilizan
estrategias de control como el tratamiento de semi-
lla con fungicidas (Stienstra et al., 1985; Martinez
y Ledesma, 1990; Pradhanang y Ghimire, 1996;
Wright et al., 2006), practicas culturales (Mack et
al., 1984; Matyac y Kommedahl, 1985a) y la resis-
tencia del hospedante (Baggett y Koepsell, 1983;
Stromberg et al., 1984; Song et al., 2000; Aquino
etal.,2011). Estaultima es la estrategia mas conve-
niente evitando dafios ecologicos y reducir costos
de produccion.

Entre los estudios efectuados para identificar ge-
notipos resistentes al carbon de la espiga destacan
los realizados en Sudafrica (Kriiger, 1962), EE.UU.
(Baggett y Koepsell, 1983), Kenya (Njuguna y Od-
hiambo, 1989), Francia (Liibberstedt et al., 1999)
y China (Duan ef al., 1992; Wang et al., 2008). En
Meéxico, a pesar de ser una enfermedad importante
en los Valles Altos (Estados de Hidalgo y de Méxi-
co), los programas de mejoramiento no contemplan
la seleccion para resistencia y solamente se han en-
focado a determinar porcentajes de incidencia en
hibridos y variedades de maiz (Pérez y Bobadilla,
2002 y 2003; Aquino et al., 2011), en condiciones
de infeccion natural (Quezada ef al., 2013).
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during seedling development. In order to do this,
several strategies are used, such as treating seeds
with fungicides (Stienstra ef al., 1985; Martinez and
Ledesma, 1990; Pradhanang and Ghimire, 1996;
Wright et al., 2006), cultural practices (Mack et al.,
1984; Matyac and Kommedahl, 1985a), and host
resistance (Baggett and Koepsell, 1983; Stromberg
etal., 1984; Song et al., 2000; Aquino et al., 2011).
The latter is the most convenient technology, since
it avoids environmental damages and reduces costs
of production.

Among the studies carried out to identify
genotypes resistant to head smut, some of the most
important are those performed in South Africa
(Kriiger, 1962), the United States (Baggett and
Koepsell, 1983), Kenya (Njuguna and Odhiambo,
1989), France (Liibberstedt et al., 1999), and China
(Duan et al., 1992; Wang et al., 2008). In Mexico,
despite the importance of this disease in Valles Altos
(States of Hidalgo and Mexico), breeding programs
do not contemplate the selection for resistance and
have only focused on determining percentages of
incidence in hybrids and maize varieties (Pérez and
Bobadilla, 2002 and 2003; Aquino et al., 2011),
under natural infection conditions (Quezada et al.,
2013).

In 2006 and 2007, the “National Food Health,
Safety and Quality Service” (Servicio Nacional
de Sanidad, Inocuidad y Calidad - SENASICA),
and the “General Board for Plant Health - DGSV”
(Direccion General de Sanidad Vegetal), and
the Colegio de Postgraduados (CP), created the
genetic improvement programs PMO0531 and
PMO0542, which included the selection of maize
populations and lines with head smut resistance for
Valles Altos. In the states of Mexico and Hidalgo,
maize populations were formed with a wide genetic
base of white or yellow endosperm, with the aim
of selecting material resistant to S. reilianum f.
sp. zeae implementing a S, recurrent selection
program.
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En 2006 y 2007, el Servicio Nacional de Sa-
nidad, Inocuidad y Calidad Alimentaria (SENA-
SICA), la Direccion General de Sanidad Vege-
tal (DGSV) y el Colegio de Postgraduados (CP),
crearon los proyectos de mejoramiento genético
PMO0531 y PM0542 en los que se incluy¢ la selec-
cion de poblaciones y lineas de maiz con resisten-
cia al carbon de la espiga para los Valles Altos.
En los Estados de México ¢ Hidalgo se formaron
poblaciones de maiz con amplia base genética de
endospermo blanco y amarillo con el propdsito de
seleccionar materiales resistentes a S. reilianum f.
sp. zeae implementando un programa de seleccion
recurrente.

Los métodos de seleccion recurrente de proge-
nies o lineas autofecundadas S,y S,, son los mas
usados para mejorar la resistencia a plagas y enfer-
medades; ademas de incrementar su eficiencia au-
mentando la frecuencia de genes favorables de una
0 mas caracteristicas agronémicas bajo seleccion
y mantiene la variabilidad genética para continuar
la seleccion (Hallauer y Miranda, 1988; Hallauer,
1992). La variacidén genética presente en las lineas
autofecundadas permite seleccionar diferente nivel
de susceptibilidad al patogeno. Asi, el objetivo del
presente estudio fue el de evaluar el nivel de resis-
tencia o susceptibilidad de lineas C-S, y C,-S, de
maiz inoculadas artificialmente con teliosporas del
patoégeno.

MATERIALES Y METODOS
Hospedante

La formacion de poblaciones base de maiz de
endospermo blanco y amarillo se inicio (C ) en el
ciclo primavera-verano de 2007 recombinando va-
rias fuentes de germoplasma deseable en un vivero
en el ejido de Cinta Larga, Hgo. (20° 13" 47” N,
99° 127 52” O), seleccionado por la alta incidencia
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The recurrent selection method involving S,
or S, lines are the most widely used to improve
resistance to pests and diseases; they also increase
their efficiency by increasing the frequency
of favorable genes of one or more agronomic
characteristics under selection while maintaining
genetic variability to continue the selection
(Hallauer and Miranda, 1988; Hallauer, 1992). The
genetic variation present in open-pollinated crops
helps select different levels of susceptibility to the
pathogen. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the level of resistance or susceptibility
of maize C,-S, lines artificially inoculated with
teliospores of the pathogen.

MATERIALS AND METHODS
Host

The formation of base maize populations
with white or yellow endosperms began (C)) in
the Spring-Summer cycle 2007, by recombining
several sources of desirable germplasm in a nursery
established in the ejido of Cinta Larga, Hgo. (20°
137477 N, 99° 12" 52” O), selected due to its high
incidence of head smut under natural conditions.
In the Autumn-Winter cycle 2007/08, in a nursery
established in a farmer’s plot in Valle de Bravo,
Mex. (19° 117 42” N, 100° 07" 52” O), the C seeds
were planted, and best plants were self-pollinated
obtaining the C-S, seed. The nursery in Valle de
Bravo, Mex. was established due to the presence of
head smut and to advance a planting season under
subtropical conditions without frost.

From this cycle onwards, a S, population
improvement program was followed, recombining
S, families selected for agronomic characters and
resistance to head smut in the Spring-Summer
cycle in Hidalgo and generating new S lines in the
Autumn-Winter cycle in Valle de Bravo, Mex.
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de carbon de la espiga (panoja) en condiciones
naturales. En el ciclo otofno-invierno 2007/08, en
un vivero establecido en el municipio de Valle de
Bravo, Méx. (19° 11" 42” N, 100° 07" 52” O), se
sembraron las mazorcas de medios hermanos, se
autofecundaron las mejores plantas y se obtuvo la
semilla C-S,. El vivero en Valle de Bravo, Méx. se
establecid por la presencia de carbon de la espiga y
para avanzar una temporada de siembra en condi-
ciones subtropicales sin heladas.

A partir de éste ciclo, se siguié el método de me-
joramiento poblacional de S, recurrente recombi-
nando las familias S, en el ciclo primavera-verano
en Hidalgo y generando nuevas lineas S, en el ciclo
otofno-invierno en Valle de Bravo, Méx.

En 2009 se completaron dos ciclos de mejora-
miento obteniéndose semilla C,-S , con un total de
258 lineas de endospermo blanco y 71 de endosper-
mo amarillo. En éstas lineas se evaluo la respuesta
a la infeccion por S. reilianum f. sp. zeae mediante
inoculacion artificial de semillas y siembra en in-
vernadero.

En 2010, en el vivero en el Estado de Hidalgo,
se sembraron las lineas C,-S , las cuales se recom-
binaron y autofecundaron y se obtuvo semilla C, y
C,-S,. Para obtener la semilla C,-S,, se selecciona-
ron las mejores lineas C,-S, en base a caracteristi-
cas agrondmicas con una presion de seleccion al
carbon de la espiga entre 0 a 7.7% de incidencia
en las lineas de endospermo blanco y de 0 a 12.5%
en las de endospermo amarillo. El porcentaje de
incidencia fue el resultado de la evaluacion en con-
diciones de invernadero previamente descrito. Seis
o siete plantas de las lineas seleccionadas se auto-
fecundaron para obtener semilla C-S,. Después de
cosecha, semillas de 123 y 114 mazorcas C,-S, de
endospermo blanco y amarillo, respectivamente, se
inocularon, se sembraron en invernadero y se eva-
luaron por su resistencia al patégeno.
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In 2009, two breeding cycles were completed,
resulting in C,-S, seed with a total of 258 lines
of white endosperm, and 71 lines of yellow
endosperm. In these lines, the response to infection
by S. reilianum f. sp. zeae was evaluated by artificial
inoculation of seeds and crops in greenhouse
conditions.

In 2010, in the state of Hidalgo, C -S| lines were
planted and were simultaneaously recombined and
self-pollinated, resulting in C, and C,-S, seeds. To
obtain the C,-S, seed, six or seven plants of the best
artificially inoculated C,-S, lines were selected
based on agronomic traits with a pressure of
selection to head smut with 0 to 7.7% of incidence
in the lines of white endosperm and 0 to 12.5% in
the lines of yellow endosperm. After harvest, seeds
from 123 and 114 C,-S, ears with white or yellow
endosperm, respectively, were inoculated, planted
in the greenhouse, and evaluated for resistance to
the pathogen.

Pathogen

The study used S. reilianum f. sp. zeae
teliospores obtained from tassels and ears of maize
plants infected in natural conditions in the state
of Hidalgo. The teliospores were disinfested in a
1% CuSO, solution for 24 h, washed with three
changes of sterile distilled water and recovered in
filter paper for drying.

To determine the viability of the inoculum,
a suspension of teliospores was prepared with a
concentration of 50 000 teliospores mL™! in sterile
distilled water and 0.5 mL of this suspension was
spread in Petri dishes with a PDA medium. The
dishes were incubated at 25 °C in darkness. The
percentage of germination was determined after 96 h
counting 4 compound microscope fields (40X),
and the percentage of germinated teliospores was
recorded.
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Patégeno

En el estudio se usaron teliosporas de S. reilia-
num f. sp. zeae obtenidas de espigas y mazorcas
de plantas de maiz infectadas naturalmente en el
estado de Hidalgo. Las teliosporas se desinfestaron
en una solucion de 1% de CuSO, por 24 h, se lava-
ron con tres cambios de agua destilada estéril y se
recuperaron en papel filtro para su secado.

Para determinar la viabilidad del indculo se pre-
pard una suspension de teliosporas con una concen-
tracion de 50,000 teliosporas mL' en agua destila-
da estéril. 0.5 mL de la suspension se coloco y dis-
persoé en cajas de Petri con medio de cultivo PDA.
Las cajas se incubaron a 25 °C en obscuridad. El
porcentaje de germinacion se determind a las 96 h
en 4 campos de microscopio compuesto (40X), re-
gistrando el porcentaje de teliosporas germinadas.

Inoculacion del hospedante

Una suspension de teliosporas a una concentra-
cion de 1.7x107 esporas mL! se prepard en agua
destilada estéril con carboximetilcelulosa de sodio
como adherente (NaCMC; Drogueria Metropolita-
na, México, D. F.). Las semillas de maiz (22 por
cada linea), se sumergieron por 1 min en esta sus-
pension y se secaron a 22 °C durante 48 h. Como
testigo y fuente de comparacion se usaron semillas
del hibrido susceptible AS-910.

Las semillas inoculadas se sembraron en mace-
tas con suelo esterilizado, a una profundidad de 2
cm. El suelo tenia pH 8.0, conductividad eléctrica
de 5.08 dSm', 3.23% de materia organica y textura
franco-arenosa (arena 75.6%, limo 14.5% y arcilla
9.9%). Las macetas (40 cm de ancho x 40 cm de
altura) se colocaron en invernadero distribuidas en
un disefio completamente al azar, los tratamientos
fueron 123 lineas de endospermo blanco y 114 de
endospermo amarillo. La unidad experimental fue
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Inoculation of the host

A suspension of teliospores at a concentration of
1.7x107 spores mL! was prepared in sterile distilled
water with sodium carboxymethylcellulose as
a sticker (NaCMC; Drogueria Metropolitana,
Mexico, D. F.). Twenty two seeds of each maize
line, were submerged for 1 min in this suspension
of teliospores and dried at 22 °C during 48 h. As
a control and source of comparison, seed of the
susceptible hybrid AS-910 was used.

The inoculated seeds were planted in pots with
sterilized soils at a depth of 2 cm. The soil had a pH
of 8.0, electric conductivity of 5.08 dSm™, 3.23%
of organic matter and a sandy-loam texture (sand
75.6%, lime 14.5%, and clay 9.9%). The pots (40
cm wide x 40 cm high) were placed in a greenhouse
and distributed in a completely randomized. The
treatments were 123 lines of white endosperm
and 114 of yellow endosperm. The experimental
unit was a pot with 22 plants and 2 repetitions per
treatment. After planting, the pots were watered
at field capacity. Temperature and moisture in the
greenhouse and soil were taken with a data recorder
(WatchDog Micro Station, Spectrum Technologies
Inc.).

Evaluation of the incidence of the disease

In C,-S, and C,-S, lines, resistance and
susceptibilty were recorded during flowering by
visual observation of the symptoms of smut, both in
the ear and tassel of the plants of each line. A plant
was considered as susceptible when presented sori
in the ear, tassel, or both.

The percentage of incidence was determined as
the quotient between plants with symptoms and the
total of plants in the experimental unit, multiplied
by 100; later, these values were transformed by
arcsine to homogenize the variances. According to
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una maceta con 22 plantas y dos repeticiones por
tratamiento. Después de la siembra, las macetas se
regaron a capacidad de campo. Temperatura y hu-
medad dentro del invernadero y del suelo se midie-
ron con un registrador de datos (WatchDog Micro
Station, Spectrum Technologies Inc.).

Evaluacion de la incidencia de la enfermedad

En lineas C-S, y C-S,, la susceptibilidad y
resistencia se registraron durante la floracion por
observacion visual de sintomas del carbon tanto
en la mazorca como en la espiga de las plantas de
cada linea. Una planta susceptible fue aquella con
presencia de soros en la espiga, en la mazorca o
ambas.

El porcentaje de incidencia se determind como
el cociente entre plantas con sintomas y el total de
plantas en la unidad experimental multiplicado por
100; después se transformaron por arcoseno para
homogeneizar las varianzas. De acuerdo a la inci-
dencia, las lineas se clasificaron siguiendo la escala:
0%=altamente resistente, 11-25%= moderadamen-
te resistente, 26-50%= moderadamente suscepti-
ble, 51-75%= susceptible y 76-100%= altamente
susceptible. Los datos se analizaron utilizando el
sistema de analisis SAS y comparacion de medias.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las teliosporas de S. reilianum f. sp. zeae uti-
lizadas como indculo presentaron germinacion de
31% después de 96 h de incubacion en oscuridad
a 25 °C. La infeccion por S. reilianum f. sp. zeae
se identifico por la presencia de soros en la espiga,
en donde las flores fueron reemplazadas por masas
de teliosporas. En plantas infectadas se observaron
espigas compactas (Figura 1A), con proliferacion
de espiguillas y presencia de teliosporas de color
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the incidence, the lines were classified according
to the following scale: 0%=highly resistant, 11-
25%= moderately resistant, 26-50%= moderately
susceptible, 51-75%= susceptible, and 76-100%=
highly susceptible. The data were anlyzed using the
SAS analysis system and a mean comparison.

RESULTS AND DISCUSSION

The S. reilianum f. sp. zeae teliospores used
as an inoculum presented a germination of 31%
after 96 h of incubation in darkness at 25 °C. The
infection by S. reilianum f. sp. zeae was identified
by the presence of sori in the ears, where kernels
were replaced by masses of teliospores. In infected
plants, ears were small (Figure 1A), with the
proliferation of bracts and presence of the black
masses of teliospores. To observe the infection
in the ear, it was necessary to cut them in half
lengthwise; in infected ears, teliospores developed
inside these sori, grouped in a black mass (Figure
1B). The symptoms and signs observed in the tassel
and ear coincide with those reported by White
(1999) and Baggett and Kean (1989).

The plants developing symptoms and signs
determined the percentage of incidence of the
disease in the C,-S, and C-S, lines evaluated.

Evaluation of incidence in lines C,-S,

In the lines with white endosperm, only one
was highly susceptible to the disease, with an
incidence of 92.3%. In the yellow endosperm lines,
the highest incidence values were moderately
susceptible with 28.6, 30, 33.3, and 40%. The
frequency of the disease in the 258 C,-S, lines with
white endosperm and 71 C,-S, lines with yellow
endosperm is shown in Figures 1 and 2, and the
analysis of variance included in Table 1, showing
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negro. Para observar la infeccion en la mazorca,
fue necesario cortarlas a la mitad en sentido longi-
tudinal; en las mazorcas infectadas se desarrollaron
soros, dentro de estos teliosporas agrupadas en una
masa de color negro (Figura 1B). Los sintomas y
signos observados en la espiga y mazorca coinci-
den con los reportados por White (1999) y Baggett
and Kean (1989).

Las plantas que presentaron sintomas y signos
sirvieron para determinar el porcentaje de inciden-
cia de la enfermedad en las lineas C,-S, y C-S,
evaluadas.

Evaluacion de incidencia en lineas CZ-S1

Entre las lineas con endosperma blanco sola-
mente una fue altamente susceptible a la enferme-
dad presentando una incidencia de 92.3%. En las
lineas de endospermo amarillo, los valores mas
altos de incidencia fueron de moderadamente sus-
ceptibles con valores de 28.6, 30, 33.3 y 40%. La
frecuencia de la enfermedad en las 258 lineas C,-S,
de endospermo blanco y 71 lineas C-S, de endos-
permo amarillo se presenta en las Figuras 2 y 3 y
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Figura 1. Sintomas y signos del carbon de
la espiga presentes en plantas
de maiz provenientes de semilla
inoculada con una suspension de
teliosporas de Sporisorium reilia-
num f. sp. zeae de 1.7x107 telios-
poras mL' a 1% de carboxime-
tilcelulosa de sodio y sembradas
en invernadero. A) Formacién de
soros en la espiga. B) Formacion
de soros en la mazorca.

Figure 1. Symptoms and signs of head smut
present in maize plants after
seeds were inoculated with a sus-
pension of Sporisorium reilianum
f. sp. zeae with 1.7x107 teliospores
mL"' in a 1% sodium carboxy-
methylcellulose and planted in
the greenhouse. A) Formation of
sori in the tassel. B) Formation of
sori in the ear.

that only one line with white endosperm presented
an average incidence value of 92.3%, higher than
the control, with incidence of 77.8% of the disease.

In the greenhouse, average temperatures for
soil and environment were 19.4 and 22.1°C,
respectively, and a relative humidty of 70%,
adequate conditions for the development of the
disease.

Lines with the greatest susceptibility to the
disease had up to 92.3 and 40% of incidence in
white or yellow endosperm maize, respectively.
These results suggest that maize with white
endosperm is more susceptible than those with
yellow endosperm.

The frequency of the disease in the 258
inoculated lines with white endosperm was: 106
lines (41.1%) did not show the disease, 47 (18.2%)
had an incidence of 1-10%, 58 (22.5%) with an
incidence of 11-20%, 46 (17.8 %) with an incidence
of 21-70%, only one line had an average incidence
value of 92.3%, greater than in the control which
had a value of 77.8% of disease incidence.

In the case of the 71 S| yellow endosperm lines,
the distribution of the incidence was: 35 lines

541



REvisTA MExicaNA DE FITOPATOLOGIA

MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY FuLry BiLINGuAL
45 4 80 -
40
35 -
- 7]
? 30 g
825 | £
= I
E 20 | -
8 - 3
En R
210 I
] - |
0 5175 76-100
0 110 1125 26-50 5175 76-100 0 110 1125 26:50 : -

% de infeccion en familias S,

Figura 2. Frecuencia de la incidencia de carbon de la espi-
ga en lineas C-S, de endospermo blanco.

Figure 2. Frequency distribution of incidence of head smut
in C-S, lines with white endosperm.

los valores del analisis de varianza se incluyen en
el Cuadro 1, mostrando que solamente una linea de
endospermo blanco present6 un valor promedio de
incidencia de 92.3% superando al testigo que mos-
tr6 un valor de 77.8% de incidencia de la enferme-
dad.

Las temperaturas promedio para suelo y am-
biente fueron de 19.4 y 22.1 °C, respectivamente, y
una humedad relativa de 70%, condiciones adecua-
das para el desarrollo de la enfermedad.

Las lineas mas susceptibles a la enfermedad pre-
sentaron valores de hasta 92.3 y 40% de incidencia
en maiz de endospermo blanco y amarillo, respecti-
vamente. Estos resultados sugieren que maices con
endospermo blanco son mas susceptibles que los de
endospermo amarillo.

La frecuencia de la enfermedad en las 258 li-
neas de endospermo blanco inoculadas fue: 106
lineas (41.1%) no presentaron la enfermedad, 47
(18.2%) con incidencia de 1-10%, 58 (22.5%) con
incidencia de 11-20%, 46 (17.8 %) con incidencia
entre 21-70%, solamente una linea presentd un va-
lor promedio de incidencia de 92.3% superando al
testigo que mostrd un valor de 77.8% de incidencia
de la enfermedad.
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% de infeccion en familias S

Figura 3. Frecuencia de la incidencia de carbon de la espi-
ga en lineas C,-S, de endospermo amarillo.

Figure 3. Frequency distribution of incidence of head smut
in C-S, lines with yellow endosperm.

(49.3%) did not show the disease, 17 (23.9%) had an
incidence of 1-10%, 13 (18.3%) had an incidence of
11-20%, and 6 (8.4%) had an incidence of 21-40%.
In the greenhouse, the average temperature values

Cuadro 1. Respuesta de lineas S, de endospermo blanco y
amarillo a la infecién por carbon de la espiga
(Sporisorium reilianum f. sp. zeae) con inocula-
cién artificial de la semilla.

Table 1. Response of S, lines with white or yellow
endosperm to the infection of head smut
(Sporisorium reilianum f. sp. zeae) with artificial
seed inoculation.

Incidencia de la Lineas de Lineas de
enfermedad (%) endospermo endo.spermo
blanco (258) amarillo (71)

0 106 35
1-10 47 17
11-25 73 15
26-50 27 4
51-75 4 0
76-100 1 0
Incidencia media 11.2 10.18
Incidencia minima 0 0
Incidencia maxima 92.3 40.0
Desviacion estandar 1591 14.32
DMS (5%) 343 34.58
CV (%) 64.19 77.74
R? 0.89 0.84
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En el caso de las 71 lineas S, de endospermo
amarillo, la distribucion de la incidencia fue: 35
lineas (49.3%) no presentaron la enfermedad, 17
(23.9%) con incidencia entre 1-10%, 13 (18.3%)
con incidencia entre 11-20% y 6 (8.4%) con in-
cidencia entre 21-40%. Los valores promedio de
temperatura fueron de 19.4 y 22.1 °C para el sue-
lo y ambiente, respectivamente, con una humedad
relativa de 70%. Estos valores fueron conductivos
para el desarrollo de la enfermedad.

Evaluacion de incidencia en lineas C,-S,

La mayor incidencia del carbén de la espiga en
lineas C,-S, con endospermo blanco fue 42.8% y
hasta 28.5% en las lineas de endospermo amarillo,
mientras que en el testigo la incidencia fue 86.1%.

De las 123 lineas de endospermo blanco, 98
(79.7%) no mostraron la enfermedad y en las 114
lineas de endospermo amarillo, 84 (73.7%) no pre-
sentaron la enfermedad (Cuadro 2). La frecuencia
de la enfermedad en las lineas S, de endospermo
blanco y amarillo se presenta en las Figuras 4 y 5.
El anélisis de varianza se muestra en el Cuadro 2.

% de familias S,
— ] (o) P o [ ~ (=] [{e]
(=] o (=] (=] o =] o o o
L \ | \ \ L \ )

0 1-10 11-25 26-50 51-75 76-100
% de infeccion en familias S,

o
'

Figura 4. Distribucion de la incidencia de carbon de la
espiga en lineas C,-S, de endospermo blanco.

Figure 4. Frequency distribution of incidence of head
smut in C-S lines with white endosperm.
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were 19.4 and 22.1 °C for soil and environment,
respectively, and a relative humidity of 70%. These
values were favourable for disease development.

Evaluation of incidence in C2-82 lines

The highest head smut incidence in the tassel in
C,-S, lines with white endosperm was 42.8% and
up to 28.5% in yellow endosperm lines, whereas in
the control the incidence was 86.1%.

Out of the 123 lines with white endosperm, 98
(79.7%) did not show the disease and in the 114
yellow endosperm lines, 84 (73.7%) did not show
the disease (Table 2). The frequency of the disease
in C,-S, lines with white and yellow endosperm is
shown in Figures 3 and 4. The analysis of variance
is shown in Table 2.

In the greenhouse, during the development
of this study, average temperatures of 18.47 °C
and 21.61 °C were recorded in the soil and in the
environment, respectively, and an average relative
humidity of 69.76%.

The response of maize plants to infection by
S. reilianum f. sp. zeae has been evaluated with

30 4

% de familias S,

20

10 | I
0l ‘ Il
0 110

11-25 26-50 51-75 76-100

% de incidencia en familias S,

Figura S. Distribucion de la incidencia de carbén de la
espiga en lineas C,-S, de endospermo amarillo.

Figure 5. Frequency distribution of incidence of head
smut in C-S lines with yellow endosperm.
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Durante el desarrollo del ensayo en invernadero
se registraron temperaturas promedio de 18.47 °C
en el suelo y 21.61 °C en el ambiente, ademas de
una humedad relativa promedio de 69.76%.

La respuesta de plantas de maiz a la infeccion
de S. reilianum f. sp. zeae ha sido evaluada con
el objetivo de identificar germoplasma resistente.
Para esto se utilizan diferentes métodos de inocula-
cion de semilla al momento de la siembra. Njuguna
y Odhianbo (1989) reportan incidencias de hasta
62.8% al depositar teliosporas sobre la semilla.
Stromberg et al. (1984), mediante inoculacion a
la semilla con sustrato contaminado con teliospo-
ras, obtuvieron incidencias maximas de 56% y de
35.5% en lineas e hibridos de maiz, respectivamen-
te. En el presente estudio en el que la inoculacion
de semilla se realiz6 con una suspension de 1% de
NaCMC y 1.7x107 teliosporas mL"! (Quezada et
al., 2013), y se obtuvieron incidencias en lineas
C,-S, de hasta 92.3% en los materiales de endos-
permo blanco y de hasta 40% en las de endosper-
mo amarillo. Mediante la inoculacion de semilla se
simulan las condiciones naturales de la infeccién
asegurando que el patdgeno entre en contacto con
el hospedante durante el proceso de germinacion de
la semilla (Prom ef al., 2011).

Al avanzar las lineas C-S a C,-S,, la propor-
cion de lineas que presentaron algiin grado de inci-
dencia disminuy¢ y la proporcion de lineas con 0%
de incidencia se incremento6 de 41.1 a 79.7% y de
49.3 a 73.7%, para el caso de maiz blanco y ama-
rillo, respectivamente. Estos resultados muestran
que este método de inoculacion propicia niveles de
infeccion y seleccion confiables en un programa de
seleccion de germoplasma resistente al carbon de la
espiga y permite identificar lineas que difieren en la
respuesta a la infeccion. La presencia o ausencia de
soros en la mazorca o en la espiga fue usada como
indicador de la resistencia o susceptibilidad en
nuestro estudio. De acuerdo con Zhao et al. (2015),
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Cuadro 2. Respuesta de lineas C,-S, de endospermo blan-
co y amarillo a la infecion por carbén de la
espiga (Sporisorium reilianum f. sp. zeae) bajo
inoculcion artificial de la semilla.

Table 2. Response of C,-S, lines with white or yellow endo-

sperm to the infection of head smut (Sporisorium
reilianum f. sp. zeae) with artificial seed inocula-

tion.
Incidencia de la Lineas de Lineas de
enfermedad (%) endospermo endqspermo
blanco (123) amarillo (114)

0 98 84
1-10 21 22
11-25 2 6
26-50 2 2
51-75 0 0
76-100 0 0
Incidencia media 4.06 3.01
Incidencia minima 0 0
Incidencia maxima 42.8 28.5
Desviacion estandar 14.03 6.42
DMS (5%) 4.15 6.1
CV (%) 22.5 45.46
R? 0.92 0.97

the aim of identifying resistant germplasm. To
do this, different seed inoculation methods have
been used. Njuguna and Odhianbo (1989) reported
incidences of up to 62.8% when placing teliospores
on the seeds at planting time. Stromberg et al.
(1984), after inoculating the seeds with substrates
contaminated with teliospores, obtained maximum
incidences of 56% and 35.5% in maize lines and
hybrids, respectively. In this study, seed inoculation
was done with a 1% NaCMC solution and 1.7x10’
teliospores mL™' (Quezada et al., 2013), producing
up to 92.3% incidences in C,-S, lines with white
endosperm and up to 40% in those with yellow
endosperm. Using seed inoculation, it is possible
to simulate the natural conditions of the infection,
ensuring that the pathogen is in direct contact with
the host during the seed germination process (Prom
etal., 2011).
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la resistencia esta determinada por la supresion de
la invasion dentro de la planta y no con la supresion
de la penetracion del patdgeno.

Ademas de contar con un método de inocula-
cion eficiente, la temperatura y humedad del suelo
son factores importantes en la epidemia. En nues-
tro estudio se encontré una excelente germinacion
de teliosporas e infeccion del hospedante a 18.47 y
19.4 °C, lo cual difiere con Matyac y Kommedahl
(1985a) y Baier y Kriiger (1962), quienes reportan
que temperaturas entre 23 y 30 °C son ideales para
la germinacion de las teliosporas e infeccion de las
plantulas. Los resultados obtenidos pueden expli-
carse debido a las temperaturas mas bajas en el Al-
tiplano de México, donde se presenta la enfermedad
durante la germinacion de las semillas y primeras
etapas de desarrollo de las plantulas que es la etapa
crucial para la infeccion o a la presencia de dife-
rentes razas, las cuales varian en su comportamien-
to dependiendo de las condiciones ambientales y
el genotipo de su hospedante (Pecina et al., 2004).
El contenido de humedad del suelo en promedio se
mantuvo en 26.18 kPa, equivalentes a 0.2618 bar,
resultando en una incidencia de hasta 92.3% en el
primer ciclo de evaluacion. Este nivel de humedad
difiere a lo consignado por Matyac y Kommedahl
(1985a) quienes reportan que una humedad del sue-
lo de 1.5 bar propicia un mayor numero de plantas
infectadas, con incidencias de 32%.

En la mayoria de los programas de mejora-
miento genético en maiz la evaluacién y seleccion
contra enfermedades se realiza en condiciones de
campo. En nuestro estudio se mostrdé que es posi-
ble combinar el uso de invernadero (mayor presion
de seleccion en condiciones controladas) y hacer el
trabajo de mejoramiento en campo solamente con
germoplasma previamente evaluado en invernadero.

Por ultimo, las lineas seleccionadas en el pre-
sente estudio se han utilizado en la formacion de
variedades sintéticas con buen comportamiento
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When advancing the C,-S lines to C-S,, the
proportion of lines with some degree of incidence
decreased, and the proportion of lines with an
incidence of 0% increased from 41.1 to 79.7% and
from 49.3 to 73.7%, in maize with white or yellow
endosperm, respectively. These results show that
this method of inoculation leads to higher levels of
infection and reliable selection in a program for the
selection of germplasm resistant to head smut and
helps in identifying lines with different response to
infection. In this study, the presence or absence of
sori in the ear or tassel was used as an indicator
of the resistance or susceptibility. According to
Zhao et al. (2015), resistance is determined by the
suppression of the invasion of tissues inside the
plant and not with the suppression of pathogen
penetration.

Not only is important to rely in an efficient
inoculation method, but temperature and soil
humidity are also important factors in the
epidemic. In this study, an excellent germination of
teliospores was determined resulting in an infection
at 18.47 and 19.4 °C, which differs with Matyac
and Kommedahl (1985a), and Baier and Kriiger
(1962), who report that temperatures ranging
between 23 and 30 °C are ideal for the germination
of teliospores and seedling infection. In this study,
the results obtained can be explained by the lower
temperatures in the Central Mexican Highlands,
where the disease is present at seed germination
and first stages of development of the seedlings, the
crucial stages for the infection, or by the presence
of different genetic backgrounds with different
behavior depending on the weather conditions
and the genotype of the host (Pecina et al., 2004).
The average soil humidity remained at 26.18 kPa,
equivalent to 0.2618 bar, resulting in an incidence
of up to 92.3% in the first cycle of evaluation. This
level of humidity is different to reports by Matyac
and Kommedahl (1985a), who stated that a soil
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agrondmico y resistencia genética al carbon, ade-
mas de ser incorporadas en programas de mejo-
ramiento genético para resistencia al carbon de la
espiga en el Estados de México y el estado de Hi-
dalgo.

CONCLUSIONES

El programa de seleccion S1-S2 recurrente pro-
bo ser eficiente en la generacion y seleccion de li-
neas con diferente grado de susceptibilidad al car-
bon de la espiga.

La técnica de inoculacion utilizada fue eficiente
para descriminar germoplasma resistente del sus-
ceptible.

La seleccion en campo de lineas de maiz con
caracteristicas agronomicas deseables y evaluacion
de la infeccion por S. reilianum f. sp. zeae en inver-
nadero, son metodologias complementarias para la
generacion de lineas resistentes en un programa de
mejoramiento genético.
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humidity of 1.5 bar leads to a greater number of
infected plants, with incidences of 32%.

In most maize genetic improvement programs,
evaluations and selection against diseases are done
under field conditions. This study showed that
it is possible to combine the use of a greenhouse
(greater selection pressure in controlled conditions)
while perform breeding work in the field only with
germplasm that has previously been evaluated and
selected in the greenhouse.

Finally, the lines selected in this study have been
used in the formation of synthetic varieties with a
good agronomic behavior and resistance to head
smut, as well as being incorporated into breeding
programs for resistance to head smut in the states
of Mexico and Hidalgo.

CONCLUSIONS

The S1 recurrent selection program proves to
be efficient in generating and selecting lines with
different degrees of susceptibility to head smut.

The technique of inoculation used was efficient
in the discrimination of resistant and suscetible
germplasm.

The selection of maize lines in the field with
desirable agronomic characters and evaluation
of infection with S. reilianum f. sp. zeae in the
greenhouse are complementary methodologies
for the generation of resistant lines in a genetic
improvement program.
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Resumen. Las especies del género Colletotri-
chum son agentes causales de antracnosis en un
amplio rango de hospedantes. De acuerdo con es-
tudios taxonomicos, Colletotrichum se clasifica
filogenéticamente en 9 clados; la identificacion
molecular de los complejos de especies se basa
en distintas regiones gendmicas conservadas. En
Meéxico, se han reportado 46 especies de las cuales
28 se identificaron a nivel morfoldgico y 18 a nivel
molecular. C. gloeosporioides y C. truncatum son
las principales especies reportadas que afectan a un
mayor nimero de hospedantes como papaya, chile,
mango, limén y aguacate, entre otros. Este rango
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Abstract. Colletotrichum species are causal
agents of anthracnose in a wide host range.
According to taxonomic studies, Colletotrichum
is phylogenetically classified into nine clades; the
molecular identification of especies complexes
is based on different conserved genomic regions.
In Mexico, 46 Colletotrichum species have
been reported, from which 28 were identified at
morphological level and 18 at molecular level. The
main species reported are C. gloeosporioides and C.
truncatum as they affecta greatnumber of hosts such
as papaya, chili, mango, lemon, avocado, among
others. This wide range of hosts may be because
these species have different infection strategies
according to the host: intramural subcuticular
colonization or intracelular colonization. Control
strategies for Colletotrichum spp. include physical,
chemical and biological control, among others.
The objective of this review is to know the status of
Colletotrichum species in Mexico.

Key words: Anthracnose, C. gloeosporioides, C.
truncatum, infection strategies.
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amplio de hospedantes puede deberse a la habili-
dad del hongo de emplear diferentes estrategias de
infeccion: colonizacion intramural subcuticular o
colonizacion intracelular. Las estrategias de con-
trol en Colletotrichum spp. incluyen control fisico,
quimico y biologico, entre otras. El objetivo de esta
revision consiste endescribir el estado actual de las
especies de Colletotrichum en México.

Palabras clave: Antracnosis, C. gloeosporioides,
C. truncatum, estrategias de infeccion.

Colletotrichum es un género de hongos fitopa-
tégenos que ocasiona enfermedades como céance-
res, pudriciones y principalmente antracnosis en
diferentes hospedantes; se manifiesta en lesiones
semicirculares con hundimientos en forma de ani-
llos concéntricos (Figura 1) (Hyde et al., 2009a).
A nivel mundial se reporta la antracnosis en frutas,
hortalizas, cereales, plantas herbaceas, maderables
y ornamentales, entre otras; sobre todo en zonas
templadas y tropicales (Udayanga et al., 2013).

Colletotrichum incluye mas de 100 especies
responsables de antracnosis en casi todos los culti-
vos destinados a la produccion de alimentos, fibras
y forrajes a nivel mundial, como por ejemplo C.
gloeosporioides, C. truncatum, C. graminicola, C.
boninense, entre otras (Crouch et al., 2014). Debi-
do a su importancia cientifica y econdmica, las es-
pecies de Colletotrichum ocuparon el octavo lugar
en la clasificacion mundial de patogenos de plantas
(Dean et al., 2012).

La antracnosis genera pérdidas importantes en
pre y postcosecha ya que ocasionan una reduc-
cion en la calidad y cantidad de diversos cultivos.
Las pérdidas pueden llegar hasta el 100 % depen-
diendo del patogeno y las condiciones climaticas
(Landero-Valenzuela et al., 2016); por ejemplo, en
el cultivo intensivo de papaya bajo manejo de fun-
gicidas, la prevalencia de antracnosis en campo y
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Colletotrichum is a genus of phytopathogen
fungi that causes diseases such as cancer, rot,
and particularly anthracnose to different hosts.
Colletotrichum symptoms appear as semicircular
lesions with sunken areas like concentric rings
(Figure 1) (Hyde et al., 2009a). Anthracnose has
been reported world wide in fruit, vegetales, cereals,
herbaceous plants, timber crops and ornamental
plants, among other (Udayanga et al., 2013).

Colletotrichum includes over 100 species
responsible for anthracnose in almost all food,
fiber and forage crops worldwide, including C.
gloeosporioides, C. truncatum, C. graminicola, C.
boninense (Crouch et al., 2014). Due to its scientific
and economic importance, Colletotrichum species
were ranked eighth in the world classification of
plant pathogens (Dean et al., 2012).

Anthracnose causes major pre- and postharvest
losses by reducing the quality and quantity of
various crops. Losses may reach up to 100 %
depending on the pathogen and weather conditions
(Landero-Valenzuela et al., 2016). For example,
in intensive papaya crops under fungicide
management, the prevalence of anthracnose in the
field and postharvest has caused losses greater than
50 % (Torres-Calzada et al., 2013).

The population diversity of Colletotrichum
from previous reports is complicated because of the
lack of tools to identify the species and because the
traditional methods were based on morphological
differences that nowadays are known to be in
adequate and innacurate (Hyde et al., 2009b).

Although there is diverse information about
Colletotrichum spp., in Mexico there are no
publications describing the Colletotrichum species
that have been studied locally nor of the hosts
reported to have caused damage. Therefore, the
objective of this study was to describe the current
status of Colletotrichum in Mexico through areview
of published results from taxonomy, identification,
reported species, pathogenesis and control.
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Figura 1. Sintomas de antracnosis ocasionados por Colletotrichum spp. A) Colletotrichum sp. en hojas de limén mexicano;
B) C. circinans en cebolla (Tomado de Montes-Belmont ez al., 2003); C) C. gloeosporioides en litchi (Tomado de
Martinez-Bolaiios et al., 2015); D) y E) C. truncatum 'y C. gloeosporioides en papaya; F) C. gloeosporioides en mango.

Figure 1. Anthracnose symptoms caused by Colletotrichum spp. A) Colletotrichum sp. in leaves of Mexican lemon; B) C. cir-
cinans in onion(Taken from Montes-Belmont et al., 2003); C) C. gloeosporioides in lychee (Taken from Martinez-
Bolaiios et al., 2015); D) and E) C. truncatum and C. gloeosporioides in papaya; F) C. gloeosporioides in mango.

en postcosechaha provocado pérdidas superiores
al 50 % (Torres-Calzada et al., 2013).

La diversidad poblacional de Colletotrichum a
partir de reportes previos es complicada por las li-
mitaciones en cuanto a herramientas de identifica-
cion de especies ya que los métodos tradicionales
se basaron en diferencias morfologicas que hoy en
dia se saben insuficientes e imprecisas (Hyde et al.,
2009b).

A pesar de que existe diversa informacion acer-
ca de Colletotrichum spp., en México no existen
publicaciones que describan a las especies de Co-
lletotrichum que han sido estudiadas en el pais, asi
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TAXONOMY

Colletotrichum includes the asexual stage
(anamorph) of the Glomerella (teleomorph)
species that belongs to Phyllum Ascomycota,
Hypocreomycetidae class, Glomerellales
order, Glomerellaceae family (Réblova et al.
2011). Glomerellaceae is a monotypical family
characterized by non-stromatic dark perithecia,
well-developed paraphysed ostioles and abundant
thin-walled paraphyses. Glomerella was initially
considered a member of the order Phyllacorales,

but some of its characteristics are clearly different
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como los hospedantes donde se han reportado cau-
sando dafios. Por lo tanto, el objetivo de este traba-
jo es describir la situacion actual de Colletotrichum
en México mediante una recopilacion de resultados
publicados respecto a taxonomia, identificacion,
especies reportadas, patogénesis y control.

TAXONOMIA

Colletotrichum comprende el estado asexual
(anamorfo) de Glomerella (teleomorfo), el cual
pertenece al phyllum Ascomycota, clase Hypo-
creomycetidae, orden Glomerellales, familia Glo-
merellaceae (Réblova et al. 2011). Glomerellaceae
es una familia monotipica caracterizada por peri-
tecios oscuros no estromaticos, ostiolos perifisa-
dos bien desarrollados, abundantes parafisis de
pared delgada. Glomerella inicialmente se ubicod
en el orden Phyllacorales, pero algunas de sus ca-
racteristicas son claramente distintas a la de otros
miembros: por ejemplo su falta de tejido estroma-
tico y sus anamorfos exclusivos de Colletotrichum
(Zhang et al., 20006).

Colletotrichum es un género confuso taxondmi-
camente, debido a que existe variacion del nombre
del género de acuerdo a su estado sexual; en el afno
2012, los miembros de la Subcomisién Internacio-
nal de Taxonomia de Colletotrichum (ISTC) apo-
yaron el uso del término Colletotrichum sobre el de
Glomerella derivado de su mayor uso en ciencias
aplicadas; lo que dio la expectativa de generar me-
nores cambios taxondémicos en las especies de ese
género (Damm et al., 2010; Zhang et al., 2013).

La identidad de especies importantes de Colle-
totrichum aun requiere consideracion y aunque,
las técnicas moleculares y filogenéticas mejoran la
precision de los métodos morfoldgicos y bioquimi-
cos tradicionales, se requiere un diagnostico inte-
gral que brinde mayor robustez.
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from those of other members; for example, the
lack of stromatic tissue and anamorphs specific to
Colletotrichum (Zhang et al., 2006).

Colletotrichum is a taxonomically confusing
genus because the name of the genus varies
depending on its sexual state. In 2012, members
of the International Subcommittee on Taxonomy
of Colletotrichum (ISTC) supported the use of the
term Colletotrichum over Glomerella because it
is more widely used in applied science, and this
created the expectation to make minor taxonomic
changes in the species of that genus (Damm et al.,
2010; Zhang et al., 2013).

Identifying important Colletotrichum species
still requires further studies, and although the
molecular and phylogenetic techniques improve
the accuracy of the traditional morphological
and biochemical methods, what is needed is an
integrated diagnosis that is more solid.

Based on phylogenetic analysis, species
complexes have been identified within the
Colletotrichum genus which are classified into
nine major clades: acutatum clade (includes 29
species) (Damm et al., 2012a), boninense clade (27
species) (Damm et al., 2012b), destructivum clade
(13 species) (Damm et al., 2014), gloeosporioides
clade (22 species) (Weir et al., 2012), orbiculare
clade (8 species) (Damm et al., 2013), graminicola
clade (13 species), dematium clade (6 species),
spaethianum clade (5 species) and truncatum clade
(3 species) (Cannon et al., 2012; Udayanga et al.,
2013).

IDENTIFICATION
Morphological
Traditionally, the Colletotrichum genus has been

identified through morphological traits such as:
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De acuerdo a analisis filogenéticos se han iden-
tificado complejos de especies dentro del género
Colletotrichum, los cuales estan clasificados en
nueve clados principales: clado acutatum (com-
prende 29 especies) (Damm et al., 2012a), clado
boninense (27 especies) (Damm et al., 2012b), cla-
do destructivum (13 especies) (Damm et al., 2014),
clado gloeosporioides (22 especies) (Weir et al.,
2012), clado orbiculare (8 especies) (Damm ef al.,
2013), clado graminicola (13 especies), clado de-
matium (6 especies), clado spacthianum (5 espe-
cies) y clado truncatum (3 especies) (Cannon et al.,
2012; Udayanga et al., 2013).

IDENTIFICACION
Morfologica

Tradicionalmente, el género Colletotrichum se
ha identificado mediante caracteres morfolégicos
que incluyen: tamafio y forma de conidios, y apre-
sorios; presencia o ausencia de setas, esclerocios,
acérvulos, estado teleomorfo; asi como caracteris-
ticas culturales como por ejemplo color de la co-
lonia, textura y tasa de crecimiento (Hyde et al.,
2009b). C. truncatum presenta conidios unicelula-
res de tamafio 22.8 - 23.8 x 3 - 3.02 um, hialinos, de
paredes lisas, sin septos, la parte central por lo ge-
neral se encuentra ligeramente curvada con paredes
paralelas, que termina abruptamente en base redon-
da y truncada, con contenido granular (Figura 2A);
en contraste, C. gloeosporioides presenta conidios
ovoides de tamafio 13.56 - 14.24 x 4 - 4.02 um (Fi-
gura 2B). Las colonias de C. truncatum son de
forma circular o irregular, con margen entero, de
coloracion blanco a salmén o gris a negro con ma-
sas conidiales producidas en anillos concéntricos
(Figura 2C) y las de C. gloeosporioides muestran
crecimiento micelial de forma radial, con margen
entero u ondulado, generalmente de coloracion
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conidia size and shape, and appressoria; presence
or absence of setae, sclerotia, acervuli, teleomorph
stage, as well as cultural characteristics, such a
colony color, texture and growth rate (Hyde et al.,
2009b). C. truncatum exhibits unicellular conidia
22.8-23.8 x 3-3.02 pm in size, smooth-wall hyalines
without septa; generally the central part is slightly
curved, has parallel walls, and ends abruptly in a
round short base with granular content. (Figure
2A). In contrast, C. gloeosporioides presents ovoid
conidia 13.56-14.24 x 4 - 4.02 pum in size (Figure
2B). C. truncatum colonies are circular or irregular,
with entire margin, white-to-salmon or gray-to-
black coloration and conidial masses produced in
concentric rings (Figure 2C); C. gloeosporioides
colonies exhibit radial mycelial growth, with entire
or ondulated margin usually white in color with
orange conidial masses in the middle of the colony
(Figure 2D). On the other hand, Colletotrichum
presents different morphotypes, for example,
circular and with entire margin, mycelium gray
in color with orange conidial masses (Figure 2E)
(Torres-Calzada et al., 2012).

According to Barnett and Hunter (1998),
Colletotrichum 1s a genus characterized by
exhibiting waxy,
acervuli shaped like disks or cushions that emerge
from the host plant; typically they contain setae or
black spines at the edges or among conidiophores;
conidiophores are simple and elongated while
conidia are hyaline and ovoid or oblong. Not all
the Colletotrichum species have ovoid or oblong
conidia, since there are species that produce curved
conidia, such as C. dematium and C. lineola (Damm
et al., 2009).

Crouch et al. (2009a) consider that conidia
shape and size, just as in appressoria, are of little
taxonomic use to characterize cereal grain species.
Species with similar morphological characteristics
may be highly variable at physiological and
pathogenic levels due to environment or incubation

subepidermal and separate
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Figura 2. Caracteristicas morfologicas de las principales especies de Colletotrichum en México. A) Conidios asexuales de C.
truncatum; B) Conidios asexuales de C. gloeosporioides; C) Morfologia colonial de C. truncatum en PDA; D) Mor-
fologia colonial de C. gloeosporioides en PDA; E) Morfologia colonial de Colletotrichum sp. aislada de naranja.

Figure 2. Morphological characteristics of the main Colletotrichum species in Mexico. A) C. truncatum asexual conidia; B)
C. gloeosporioides asexual conidia; C) Colony morphology of C. truncatum in PDA; D) Colony morphology of C.
gloeosporioides in PDA; E) Colony morphology of Colletotrichum sp. isolated from orange.

blanco con masas conidiales de color anaranjado
en el centro de la colonia (Figura 2D). Por otra par-
te, Colletotrichum presenta distintos morfotipos,
como por ejemplo margen circular, entero, colora-
cion de micelio gris, con masas conidiales anaran-
jadas (Figura 2E) (Torres-Calzada et al., 2012).

De acuerdo con Barnett y Hunter (1998), Co-
lletotrichum es un género que se caracteriza por
presentar acérvulos separados en forma de disco o
cojin, cerosos, subepidermales que emergen de la
planta hospedante, tipicamente contienen setas o
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conditions, among other factors. Furthermore,
their morphological characteristics are not enough
for diagnosis because of the great variation on
the phenotype morphology among species under
different environment conditions (Cai et al.,
2009). To address such deficiencies in traditional
identification, the combined use of molecular
characterization along with the traditional diagnosis
are currently considered an appropriate technique
to study complexes in Colletotrichum species

(Hyde et al., 2009b).
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espinas negras en los bordes o entre los conididfo-
ros; los conidioéforos son simples y elongados; los
conidios son hialinos, ovoides u oblongos. No to-
das las especies de Colletotrichum tienen conidios
ovoides u oblongos, ya que existen especies con
conidios curvados como por ejemplo C. dematium
y C. lineola (Damm et al., 2009).

Crouch et al. (2009a) consideran que la forma y
tamano de los conidios, al igual que en apresorios,
son de poca utilidad taxonoémica para caracterizar
especies graminicolas. Las especies con caracte-
risticas morfologicas similares pueden tener una
considerable variacion a nivel fisiolégico y patogé-
nico debido a las condiciones ambientales o de in-
cubacion, entre otras. Asi mismo, las caracteristicas
morfologicas no son suficientes para un diagnosti-
co, puesto que existe gran variacion en morfologia
del fenotipo entre especies bajo diferentes condi-
ciones ambientales (Cai et al., 2009). Para superar
las deficiencias de la identificacion tradicional, en
la actualidad, el uso combinado de caracterizacion
molecular en conjunto con el diagnostico tradicio-
nal constituyen una técnica adecuada para el estu-
dio de complejos en especies de Colletotrichum
(Hyde et al., 2009b).

Molecular

Debido a las limitaciones de la identificacion
tradicional, el analisis de acidos nucleicos se con-
sidera confiable para identificar especies de Colle-
totrichum; sin embargo, un inconveniente impor-
tante de la dependencia de una pequena porcion
del genoma para comprender las relaciones filoge-
néticas entre cepas de Colletotrichum es el riesgo
de crear arboles filogenéticos de genes en lugar de
arboles filogenéticos de especies; por lo tanto, se
ha empleado la filogenética de multiples genes para
caracterizar sistematicamente relaciones entre es-
pecies de Colletotrichum, lo cual sirve como base
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Molecular

Due to the limitations of the traditional
identification approaches, nucleic acid analysis
is considered a reliable technique for identifying
Colletotrichum species. However, a very important
disadvantage of depending on a small portion
of the genome to understand the phylogenetic
relationships between isolates of Colletotrichum
is the risk of creating phylogenetic trees of genes
instead of phylogenetic trees of species; therefore,
phylogenetics of multiple genes has been used
to systematically characterize the relationships
among Colletotrichum species, which serves as a
base for identification in a complex of species (Cai
et al., 2009).

Currently, conserved gene regions or genetic
barcodes are used to identify fungal species. The
most used region is the internal transcribed spacer
(ITS) of nuclear ribosomal DNA (Schoch et al.,
2012). As for Colletotrichum spp., to study the
Colletotrichum species closely related, in addition
to the ITS region, other regions are also used
such as: partial actin (ACT), B-tubulin (TUB2),
calmodulin (CAL), glutamine synthetase (GS),
chitin synthase (CHS1), histamine (HIS3), lyase
(APN2), apn2 intergenic region and MATI-2-
1 (ApMat), and glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) (Cai et al., 2009; Hyde
etal.,2014). Phylogenetics of multiple genes genes
has been successfully applied to determine relations
among species with curved conidia in herbal hosts.
An example of this are the new taxon of C. hanaui,
C. nicholsonii, C. paspali species, among others
(Crouch et al., 2009a).

Although phylogenetics of multiple genes
is an accurate and reliable method to diagnose
Colletotrichum spp., it is not very efficient or
economically viable. It is currently impractical
to use phylogenetics of multiple genes for all
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para la identificacion en un complejo de especies
(Cai et al., 2009).

En la actualidad se utilizan regiones génicas
conservadas o codigos de barras genéticos para la
identificacion de especies fungicas. La regién mas
utilizada es el espaciador interno transcrito (ITS)
del ADN ribosomal nuclear (Schoch et al., 2012).
En Colletotrichum spp., ademas de la region ITS,
para estudiar especies de Colletotrichum estrecha-
mente relacionadas, se utilizan también regiones
como: actina parcial (ACT), B-tubulina (TUB2),
calmodulina (CAL), glutamina sintetasa (GS), qui-
tin sintasa (CHS1), histamina (HIS3), liasa (APN2),
region intergénica de apn2 y MATI-2-1 (ApMat), y
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)
(Caietal.,2009; Hyde et al., 2014). La filogenie de
multiples genes se ha aplicado con éxito para resol-
ver relaciones entre especies con conidios curvados
en hospedantes herbaceos, ejemplo de ello son los
nuevos taxas de especies C. hanaui, C. nicholsonii,
C. paspali, entre otras (Crouch et al., 2009a).

Aunque la filogenia de genes multiples es una
forma precisa y confiable para el diagnostico de
Colletotrichum spp., no es tan eficiente ni econémi-
camente viable; actualmente es poco practico utili-
zar la filogenética multiple para todas las especies,
por lo que distintos grupos de investigacion utili-
zan diferentes regiones génicas. La region ITS es
la mas ampliamente secuenciada; sin embargo, las
secuencias de esta region no son totalmente confia-
bles en cuanto a la discriminaciéon entre especies
de Colletotrichum (Cai et al., 2009), ya que por
ejemplo Crouch et al. (2009b) reportaron una tasa
alta de errores de identificacion (86 %) basada en
la comparacion de secuencias dentro del complejo
de especies C. graminicola. Por otro lado, las se-
cuencias ITS depositadas en bases de datos publi-
cas (Genbank) pueden causar confusion puesto que
se introducen secuencias con nombres erréneos y
pueden comprender especies cripticas.
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the species, and this is the reason why different
research groups use different gene regions. The
ITS region continues to be the most sequenced,
but its sequences are not completely realiable for
discriminating among Colletotrichum species (Cai
et al., 2009), given that, for example, Crouch et
al. (2009b) reported a high rate of identification
errors (86 %) based on sequences compared within
the complex of C. graminicola species. On the
other hand, the ITS sequences deposited in public
databases (Genbank) can cause confusion because
sequences are introduced into them under the
wrong names or they may include cryptic species.

Therefore, the study of the genotype includes
phylogenetic traits,
while the phenotypic study should be expanded
to a polyphasic sense to include morphology,
physiology,
cultural characteristics and secondary metabolites
(Cai et al, 2009). Thus, both studies about
Colletotrichum must be used to perform a reliable
and effective diagnosis.

sequencing to combine

pathogenicity, infection process,

Colletotrichum species DESCRIBED IN
MEXICO

In Mexico, several Colletotrichum species
have been reported as anthracnose causal agents in
different hosts. Eighty two Colletotrichum species
have been reported in monocotyledon plants such
as comn (Zea mays) (Alvarez, 1976), henequen
(Agave fourcroydes) (Quijano-Ramayo et al., 2002),
sorghum (Sorghum vulgare) (Alvarez, 1976), as
well as in dicotyledons such as banana (Musa spp.)
(Marin et al., 1996), strawberry (Fragaria chiloensis
var. Ananassa) (Fraire-Cordero et al., 2003) and rose
(Rosa spp.) (Alvarez, 1976), among other crops.

Based on morphological characterization,
28 species have been described, 23 of which
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Por lo tanto, el estudio del genotipo incluye
secuenciacion para realizar una combinacion de
caracteres filogenéticos, mientras que el estudio
fenotipico debe ampliarse en un sentido polifasico
que incluya morfologia, fisiologia, patogenicidad,
proceso de infeccion, caracteristicas culturales y
metabolitos secundarios (Cai et al., 2009). Asi, la
identificacion de Colletotrichum debe utilizar am-
bos estudios para establecer un diagnostico confia-
ble y eficaz.

ESPECIES DE Colletotrichum DESCRITAS EN
MEXICO

Diversas especies de Colletotrichum han sido
reportadas como agentes causales de antracnosis en
distintos hospedantes en México. Se han reportado
82 especies de Colletotrichum en plantas monoco-
tiledoneas como maiz (Zea mays) (Alvarez, 1976),
henequén (4Agave fourcroydes) (Quijano-Ramayo
et al., 2002), sorgo (Sorghum vulgare) (Alvarez,
1976), y dicotiledéneas como platano (Musa spp.)
(Marin et al., 1996), fresa (Fragaria chiloensis var.
Ananassa) (Fraire-Cordero et al., 2003) y rosal
(Rosa spp.) (Alvarez, 1976), entre otros.

Veintiocho especies se han descrito con base en
la caracterizacion morfologica, de las cuales, 23
son anamorficas y cinco son teleomorficas (Cuadro
1). C. gloeosporioides es la especie mas reporta-
da de acuerdo al nimero de hospedantes. Las ca-
racteristicas morfologicas de C. gloeosporioides
pueden variar incluso en el mismo hospedante;
un claro ejemplo es el hallazgo de Torres-Calzada
et al. (2013), quienes identificaron seis distintos
morfotipos de C. gloeosporioides en papaya, €stos
presentaron caracteristicas culturales tales como
crecimiento micelial de forma circular con margen
entero u ondulado, de coloracion blanca con ma-
sas conidiales de color naranja en el centro de la
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are anamorphic and 5 teleomorphic (Table
1). C. gloeosporioides is the most reported
species according to the number of hosts. C.
gloeosporioides morphological characteristics may
vary even in the same host. A clear example of this
are the results reported by Torres-Calzada et al.
(2013), who identified six different morphotypes
of C. gloeosporioides in papaya. The morphotypes
presented cultural characteristics such as circular
mycelial growth with entire or ondulate margin,
white in color with orange conidial masses in the
middle or distributed in concentric rings along the
colony. Some of them developed olive-green, dark
gray-to dark coloration with conidia 13.56 - 14.24
x 4 -4.02 um in average size.

Based on molecular characterization, 18 species
have been reported: 15 species in anamorph stage
and tree in teleomorph stage (Table 2). An integral
identification was made (morphological and
molecular) in most of the species; the latter was
made based on analysis of the internal transcribed
spacer (ITS). Although this genome region is not
completely reliable, it is the most widely used
because it includes a conserved organization in the
genome of all eukaryotes (18S, 5.8S and 28S), it
is found in repeated units and has a great number
of copies, which facilitates its amplification and
makes it useful to design primers. On the other
hand, these conserved regions are separated by
divergent, highly variable and polymorphic in
length sequences that provide information and
represent a genomic fingerprinting for each species
(Rodriguez-Tovar et al., 2004).

Currently, identification at molecular level based
on a single conserved region is not enough. Two
or more regions are generally used. For example,
for C. godetiae and C. karstii species the ITS and
GADPH regions were used (Hernandez-Lauzardo
et al., 2015; Velazquez-del Valle ef al., 2016), and
for C. gigasporum, C. gloeosporioides, C. karstii,
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Cuadro 1. Especies de Colletotrichum reportadas en México con base en caracterizacion morfologica.
Table 1. Colletotrichum species reported in Mexico based on morphological characterization.
Especie Hospedante Referencia
C. acutatum Citrus aurantifolia Orozco-Santos et al., 2004
C. agaves Agave atrovirens, Agave sisalana, Agave tequilana Alvarez, 1976
C. cerei Cereus spp. Alvarez, 1976
C. circinans Allium cepa Montes-Belmont et al., 2003
C. coccodes Solanum lycopersicum, Solanum tuberosum Alvarez, 1976; Lira-Saldivar et al., 2006

C. coffeanum
C. gigasporum

C. gloeosporioides

C. graminicola

C. gossypii
C. karstii

C. lindemuthianum

C. luxificum
C. lycopersici

C. musae
C. nigrum
C. orbiculare

C. siamense

C. theobromicola
C. trichellum

C. trifolii

C. truncatum

C. viciae

G. cingulata

G. gossypii

G. rufomaculans
Glomerella sp.
G. tucumanensis

Cocothrinax readii
Coffea arabica

Anacardium occidentale, Annona muricata, Annona spp.,
Annona cherimola, Bactris gasipae, Bixa Orellana, Byrsonima
crassifolia, Carica papaya,Capsicum annuum, Chamaedorea
elegans, Chamaedorea tepejilote, Citrullus vulgaris, Citrus
aurantifolia, Citrus limetta, Citrus limon, Citrus maxima, Citrus
nobilis, Citrus reticulata, Citrus sinensis, Citrus spp., Coffea
arabica, Cordia alliodora, Dalbergia retusa,
citriodora, Euphorbia pulcherrima, Ficus carica, Ficus spp.,
Leucaena leucocephala, Litchi chinensis, Malus spp., Mangifera
indica, Persea americana, Phoenix dactylifera, Phoradendron
falcifer, Pouteria campechiana, Psidium guajava, Psidium spp.,

Pyrus communis

Avena sativa, Sorghum halepense, Sorghum spp.,

Triticum aestivum
Gossypium hirsutum
Coffea arabica

Phaseolus vulgaris

Theobroma cacao
Solanum lycopersicum

Musa sapientum, Musa paradisiaca

Capsicum annuum

Citrullus vulgaris, Cucumis melo, Cucumis sativus,

Cucurbita pepo

Coffea arabica

Coffea arabica

Agave spp.

Medicago sativa, Trifolium pratense
Capsicum annuum, Carica papaya
Vicia fabae

Agave atrovirens, Capsicum spp. Carica papaya, Cydonia
oblonga, Malus spp., Mangifera indica, Persea schiedeana,
Pimienta dioica, Prunus persica, Prunus spp., Psidium guajava,
Pyrus communis, Pyrus malus, Solanum lycopersicum, Vanilla

planifolia
Gossypium hirsutum
Pyrus malus, Solanum lycopersicum

Agave wislizani, Capsicum annuum, Persea americana

Saccharumofficinarum

Alvarez, 1976
Cristobal-Martinez et al., 2017

Fernandez-Pavia et al,. 2012; Alvarez,
1976; Nava-Diaz et al., 2000; Fernandez-
Pavia et al., 2015; Casarrubias-Carrillo
et al., 2003; Zavala-Leon et al., 2005;
Torres-Calzada et al., 2013; Lagunes-
Castro et al., 2015; Martinez-Bolafios et
al., 2015; Benitez-Camilo et al., 2003;
Macedo et al, 2012; Alvarez, 1976;
Fucikovsky y Luna, 1987; Gutiérrez-
Alonso et al., 2002; Cristobal-Martinez et
al.,, 2017

Leyva-Mir et al., 2004; Fernandez-
Pavia et al., 2015
Alvarez, 1976
Cristobal-Martinez et al., 2017
Alvarez, 1976; Groenewold-Labrada et
al., 2003; Rodriguez-Guerra et al., 2003;
Sanchez-Garcia et al., 2009
Alvarez, 1976
Alvarez, 1976
Fernandez-Pavia et al., 2015;
Lagunes-Castro et al., 2015
Alvarez, 1976

Alvarez, 1976

Cristobal-Martinez et al., 2017
Cristobal-Martinez et al., 2017

Alvarez, 1976

Alvarez, 1976

Alvarez, 1976; Torres-Calzada et al., 2013
Alvarez, 1976

Alvarez, 1976

Alvarez, 1976
Alvarez, 1976
Alvarez, 1976
Alvarez, 1976
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colonia o distribuidas en anillos concéntricos a lo
largo de la colonia. Algunos morfotipos mostraron
coloracién oliva, gris oscuro a negro, con conidios
de tamafio promedio de 13.56 - 14.24 x 4 - 4.02 pm.

Se han reportado 18 especies con base en ca-
racterizacion molecular: 15 especies en estado
anamorfo y tres en estado teleomorfo (Cuadro 2).
En la mayoria de las especies, se realizo una iden-
tificacion integral (morfoloégica y molecular), esta
ultima se realizd con base en analisis de la region

C. siamense and C. theobromicola species, the
regions: ACT, CAL, GAPDH, TUB2 and ITS
(Cristébal-Martinez et al., 2017).

The reported species with a greater number
of hosts are C. truncatum (6 hosts) and C.
gloeosporioides (5 hosts), according to preliminary
identification using the ITS region (primers ITS1-
ITS4) and then using CcapF-CcapR and Cglnt-
ITS4, respectively (Torres-Calzada et al., 2011b;
Tapia-Tussell et al., 2008).

Cuadro 2. Especies de Colletotrichum reportadas en México con base en caracterizacion molecular.

Table 2. Colletotrichum species reported in Mexico based on molecular characterization.

Especie

Hospedanate

Num. acceso NCBI

Referencia

C. acutatum
C. agaves

C. boninense
C. dematium
C. fragarie

C. gigasporum
C. godetiae

C. gloeosporioides

C. karstii

C. liriopes

C. magnum

C. orbiculare

C. siamense

C. theobromicola

C. truncatum

G. acutata
G. cingulata
G. lindemuthiana

Leucaena spp.
Agave spp.
Persea americana
Liriope sp.
Annona cherimola
Coffea arabica
Persea americana

Annona cherimola
Coffea arabica
Carica papaya
Mangifera indica
Persea americana

Persea americana
Coffea arabica
Liriope muscari
Carica papaya
Annona cherimola
Coffea arabica
Coffea arabica
Hibiscus sabdariffa
Jatropha curcas
Tithonia rotundifolia
Capsicum annuum
Citrus limonium
Carica papaya
Persea americana
Hibiscus sabdariffa
Phaseolus vulgaris

DQ286130 Farr et al., 2006

DQ286221 Farr et al., 2006

EU294266 Silva-Rojas y Avila-Quezada, 2011

DQ286154 Farr et al., 2006

AY 605089 Villanueva-Arce et al., 2005

KT122924 Cristobal-Martinez et al., 2017

KM873226 Hernandez-Lauzardo et al., 2015

AY 841132

KT122923 Villanueva-Arce et al., 2008

HM562710 Cristobal-Martinez et al., 2017

HM562712 Torres-Calzada et al., 2011b

HM562713

KP729610 Velazquez-del Valle et al., 2016

KT122910 Cristobal-Martinez et al., 2017

GU227804 Damm et al., 2009

KT949404 Tapia-Tussell et al., 2016

AY841133 Villanueva-Arce et al., 2008

KT122936 Cristobal-Martinez et al., 2017

KT122919 Cristobal-Martinez et al., 2017

KM519187

Eﬁiggigg Ortega-Acosta et al., 2015
Torres-Calzada et al., 2011a

AM562706 Torres-Calzada et al., 2011b

HM562705 ’

HM562709

EF221832 Avila-Quezada et al., 2007

KM519191 Ortega-Acosta et al., 2015

AY724682 Rodriguez-Guerra et al., 2005
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espaciadora interna transcrita (ITS); a pesar de que
esta region del genoma no es totalmente confiable,
es la mas ampliamente utilizada debido a que esta
region tiene una organizacion conservada en el ge-
noma de todos los eucariotes (18S, 5.8S y 28S), se
encuentra en unidades repetidas y tiene un gran ni-
mero de copias, lo que facilita su amplificacion; y
hace que estas regiones sean utiles para el disefio
de iniciadores. Por otro lado, estas regiones conser-
vadas estan separadas por secuencias divergentes,
muy variables, polimdrficas en longitud, que son
muy informativas y representan una huella geno-
mica para cada especie (Rodriguez-Tovaret al.,
2004).

En la actualidad, la identificacion a nivel mo-
lecular con base en una sola region conservada es
insuficiente. Generalmente se utilizan dos o mas re-
giones; por ejemplo, para las especies C. godetiae 'y
C. karstii se utilizaron las regiones ITS y GADPH
(Hernandez-Lauzardo et al., 2015; Velazquez-del
Valle et al., 2016) y para las especies C. gigas-
porum, C. gloeosporioides, C. karstii, C. siamen-
se 'y C. theobrominicola las regiones: ACT, CAL,
GAPDH, TUB2 e ITS (Cristobal-Martinez et al.,
2017).

Las especies reportadas con mayor niimero de
hospedantes son C. truncatum (6 hospedantes) y
C. gloeosporioides (5 hospedantes) basado en la
identificacion inicial con la region ITS (iniciado-
res ITS1-1TS4) y posterior uso de CcapF-CcapR
y Cglnt-ITS4, respectivamente (Torres-Calzada et
al., 2011b; Tapia-Tussell et al., 2008).

PROCESO DE INFECCION

Durante el proceso de patogenicidad; en espe-
cies de Colletotrichum se desarrollan eventos pro-
gresivos como la adhesion al hospedante, germina-
cion (incluye la formacion de tubos germinativos),

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 20177

INFECTION PROCESS

In Colletotrichum species, progressive events
take place during the pathogenicity process,
including adherence to the host, germination
(including formation of germ tubes), penetration
(formation of melanized appressoria) and nutrition
(colonization through intracellular hyphae and
secondary infection hyphae). Today, we know the
processes involved in differentiating the infectious
structures of Colletotrichum spp., as well as the
means of plant-pathogen interaction (Cannon et
al., 2012).

The Colletotrichum species use two main
infection strategies: hemibiotrophic intracellular
and intramural subcuticular colonization. The
preliminary infection stage is very similar in both:
the conidium adheres, germinates on the surface
of the plant, produces the germ tube, and then
produces a melanized appresorium that directly
penetrates the cuticle. However, the colonization
process is different in both strategies (Perfect et al.,
1999).

During the hemibiotrophic intracellular
colonization, when penetrating the epidermic cells
of the host, hyphae increases in size and form
infection vesicles and a wide primary hypha around
of which the plasmatic membrane invaginates.
The infection vesicle and the primary hypha are
surrounded by a interfacial matrix that keeps the
host protoplast alive during that interaction stage.
Then, the primary hypha progressively colonizes
new epidermic and mesophile cells; primary
hyphae produce thin necrotic secondary hyphae that
quickly expand and degrade the cell walls through
enzymes and cause necrotic lessions (Perfect et al.,
1999).

Conversely, during the intramural subcuticular
strategy, after penetrating, the pathogen develops
under the cuticle and creates an intramural hyphae
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penetracion (formacion de apresorios melanizados)
y nutricion (colonizacion mediante hifas intracelu-
lares e hifas secundarias de infeccion). En la ac-
tualidad se conocen los procesos involucrados en
la diferenciacion de las estructuras de infeccion de
Colletotrichum spp. asi como los medios de inte-
raccion planta-patdgeno (Cannon et al., 2012).

Las especies de Colletotrichum utilizan dos es-
trategias principales de infeccion: colonizacion he-
mibiotréfica intracelular o colonizacion intramural
subcuticular. El estado inicial de infeccion es muy
similar en ambas: el conidio se adhiere, germina
sobre la superficie de la planta, produce el tubo
germinativo y luego forma el apresorio melaniza-
do con el cual penetra directamente la cuticula; sin
embargo, el proceso de colonizacion es diferente en
ambas estrategias (Perfect et al., 1999).

Durante la colonizacion hemibiotrofica intrace-
lular, al penetrar las células epidérmicas del hos-
pedante, las hifas aumentan de tamafo, formando
vesiculas de infeccion y una hifa primaria amplia,
alrededor de la cual se invagina la membrana plas-
matica. La vesicula de infeccion y la hifa prima-
ria estan rodeadas por una matriz interfacial, por
lo que el protoplasto del hospedante se mantiene
vivo durante esta etapa de la interaccion; posterior-
mente, la hifa primaria coloniza progresivamente
nuevas células epidérmicas y mesofilas, a partir de
las hifas primarias se forman hifas necrotroficas
secundarias delgadas, las cuales se expanden rapi-
damente y degradan las paredes celulares mediante
enzimas, lo que ocasionan lesiones necroticas (Per-
fect et al., 1999).

En contraste, durante la estrategia de infeccion
intramural subcuticular, después de la penetracion,
el patdogeno se desarrolla debajo de la cuticula for-
mando una red de hifas intramurales. Durante las
etapas posteriores de infeccion, las hifas inter e in-
tracelulares penetran células epidérmicas y mésofi-
las, lo que ocasiona la muerte del hospedante (Per-
fect et al., 1999).
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network. During the following infection stages,
inter- and intracellular hyphae penetrate the
epidermic and mesophile cells and cause the host
to die (Perfect et al., 1999).

In Mexico, few studies about the infectious
process of Colletotrichum in its interaction with its
hosts have been conducted, and they have reported
only that Colletotrichum species use a subcuticular
intramural strategy and that the period during
which the infection occurs varies depending on the
host. Those studies, at a histological level, need
to be complemented by gene expression studies
focused on pathogenicity-related genes (Figure
3). Casarrubias-Carrillo et al. (2002) studied the
infectious process of C. gloeosporioides in its
interaction with papaya. Conidia germination and
direct penetration took place between 48 and 72
h after inoculation (hai). Colonization through
intercellular hyphae occurred between 90 and 120
hai. Eight days after inoculation, cells collapsed and
separated, the cuticle broke and acervuli and conidia
developed; as a result, the sunken lesions typical of
anthracnose were formed. This indicated that in its
interaction with papaya, C. gloeosporioides uses a
subcuticular intramural strategy.

On the other hand, Villanueva-Arce et al.(2006)
studied the pathogenesis of C. fragariae in its
interaction with chirimoya. Conidia germinated
on the epidermis and trichomes of unripe fruit,
penetration  was
trichomes and epidermal cells through appressoria
at 24 hai. The pathogen colonization was inter
and intracelullar without visible biotrophic stage;
after necrosis, subcuticular acervuli developed,
and the life cyle of C. fragariae ended at 72 hai.
This indicates that infection is produced through an

achieved directly through

intramural subcuticular strategy.

Rodriguez-Lopez et al. (2013) studied the
infection process of C. gloeosporioides in its
interaction with avocado. The infection strategy
subcuticular

used consisted of intramural
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En México, los estudios del proceso de infec-
cion de Colletotrichum en su interaccion con sus
hospedantes son escasos y solo han reportado que
las especies de Colletotrichum utilizan la estrate-
gia intramural subcuticular y que el periodo en que
ocurre la infeccion es distinto de acuerdo al hospe-
dante. Estos estudios, a nivel histologico, es nece-
sario complementarlos con estudios de expresion
génica que se enfoquen en los genes relacionados
a patogenicidad (Figura 3). Casarrubias-Carrillo
et al. (2002) estudiaron el proceso de infeccion de
C. gloeosporioides en su interaccion con frutos de
papaya. La germinacion de conidios y penetracion
directa ocurri6 entre las 48 y 72 h después de ino-
culacién (hdi). La colonizacion mediante hifas in-
tercelulares ocurrio entre las 90 y 120 hdi. Ocho

colonization. No direct penetration was observed
throug appressoria. However, they observed a
mucilaginous layer associated with the germ tubes;
the colonization was intra- and intercellular, and the
production of acervuli started 12 after inoculation.

Rojo-Baez et al. (2016) studied the infecction
process of C. truncatum in its interaction with leaves
of papaya and of pea. In both hosts, the penetration
was directly achieved through appressoria at 20
hai (Figure 4A-B). In papaya, the colonization was
inter- and intracellular (Figure 4C-D). In contrast,
in pea, the colonization was intracellular; primary
infection hyphae were observed at 36 hai, and
secondary hyphae during the necrotrophic stage
at 72 hai. Acervuli were observed in both hosts
at 96 hai (Figure 4E). C. truncatum acted as an
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Adhesion y Germinacion Penetracion Colonizacién Reproduccién
C. gloeosporioides
Aguacate Adhesion Necrotrofia Colonizacion Reproduccion
48 hdi 72 hdi 120 hdi 144 hdi 192 hdi 216 hdi 288 hdi
Papaya Germinacion Penetracién Colonizacion Reproduccion
C. fragarie
Colonizacion
Chirimoya .
4 6-9hdi 24 hdi 72 hdi
Germinacion Penetracion Reproduccon
C. truncatum
Hoja papaya Penetracion Colonizacion Reproduccidn
20 hdi 30 hdi 72 hdi 120 hdi 148 hdi
Fruto papaya Penetracion Colonizacion Reproduccion
Figura 3. Etapas del proceso de infeccion de Colletotrichum spp. reportadas en México.
Figure 3. Stages of Colletotrichum spp. infection process reported in Mexico.
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dias después de la inoculacion ocurrio el colapso y
la separacion celular, asi como el rompimiento de
cuticula y formacion de acérvulos y conidios, dan-
do lugar a la formacion de lesiones hundidas tipicas
de antracnosis, por lo que C. gloeosporioides en su
interaccion con papaya desarrolla una estrategia in-
tramural subcuticular.

Por otro lado, Villanueva-Arce et al. (2006) es-
tudiaron la patogénesis de C. fragariae en su in-
teraccion con frutos de chirimoya. Los conidios
germinaron sobre la epidermis y tricomas de fru-
tos inmaduros, la penetracion fue directa a través
de tricomas y células epidermales por medio de
apresorios a las 24 hdi. La colonizacion del pato-
geno fue inter e intracelular sin etapa bidtrofa visi-
ble, después de la necrosis, se formaron acérvulos
subcuticulares, completando el ciclo de vida de C.
fragariae a las 72 hdi, por lo que la estrategia de
infeccion fue intramural subcuticular.

Por otra parte, Rodriguez-Lopez et al. (2013)
estudiaron el proceso de infeccion de C. gloeospo-
rioides en su interaccion con frutos de aguacate. La
estrategia de infeccion fue colonizacidon subcuticu-
lar intramural. No se detectd penetracion directa
por medio de apresorios; no obstante, se observo
una capa mucilaginosa asociada a los tubos germi-
nativos, la colonizacion fue intra e intercelularmen-
te y la produccion de acérvulos inici6 a partir de los
doce dias después de inoculacion.

Rojo-Baez et al. (2016) estudiaron el proceso de
infeccion de C. truncatum en su interaccion con ho-
jas de papaya y de chicharo. En ambos hospedan-
tes, la penetracion ocurri6 de manera directa por
medio de apresorios a las 20 hdi (Figura 4A-B). En
papaya, la colonizacion fue inter e intracelular (Fi-
gura 4C-D); en contraste, en chicharo la coloniza-
cion fue intracelular, se observaron hifas primarias
de infeccion a las 36 hdi y durante el estado necro-
trofo se observaron hifas secundarias a las 72 hdi.
En ambos hospedantes se observaron acérvulos a
las 96 hdi (Figura 4E). C. truncatum se comportd
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intramural subcuticular pathogen in papaya and as
intracellular hemibiotroph in pea, which confirms
that the infection strategy depends on the host.

Rojo-Baez et al. (2017) studied the infection
process of C. truncatum in its interaction with
papaya. Direct penetration through appressoria
took place at 30 hai, intramural hyphae grew on
the celullar walls of the epidermis between 30-48
hai, the necrotrophic colonization started at 72 hai,
parenchyma cells were extensively degraded and
the cuticle was broken through acervuli between
96-148 hai. Microscopic observation in papaya
fruit showed that C. truncatum uses the subcuticular
intramural infection strategy.

CONTROL

Controlling diseases caused by Colletotrichum/
Glomerella mainly depends on cultural practices
such as using disease-free seed, crop rotation,
resistant crop varieties, remove dead branches and
infected fruit; physical treatment (for example,
hydrothermal treatment, ozone and modified
atmospheres for fruit); chemical (fungicides) and
biological control (extracts of plants, antagonistic
microorganisms) (Phoulivong, 2011; Landero-
Valenzuela et al., 2016).

As for chemical control, benzimidazole and
strobilurin fungicides (that inhibit nuclear division
and mitochondrial respiration, respectively) are
widely used in the field. These fungicides are
listed in the sanitary registry of plaguicides of
the Comision Federal para la Proteccion contra
Riesgos Sanitarios (Torres-Calzada et al., 2015;
COFEPRIS, 2017); azoxystrobin, clorotalonil,
mancozeb and tiabendazole fungicides are also
used for controling anthracnose in papaya and
are registered by the Agencia de Proteccion al
Ambiente (EPA) of the United States of America
(Santamaria-Basulto et al., 2011).
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Figura 4. Colonizacioén intramural subcuticular de C. truncatum en hojas escindidas de papaya cv. Maradol (Tomado de
Rojo-Baez et al., 2016). A) y B) Penetracion, A=apresorio, HI= hifa de infecciéon; C) y D) Colonizacion, Hi= hifa
intramural, HI= hifa intracelular; E) Reproducciéon, acérvulos con CO=conidios y SE=setas y F) Tejido sano,
E=epidermis, MP=mesdfilo en empalizada, ME=meso6filo esponjoso y D=drusa.

Figure 4. Intramural subcuticularcolonization of C. truncatum in split papaya leaves cv. Maradol (Taken from Rojo-Baez et
al., 2016). A) and B) penetration, A=appressorium, HI= hyphae from infection; C) y D) Colonization, Hi= intra-
mural hyphae, HI= intracellular hyphae; E) Reproduction, acervuli with CO=conidiaand SE=setaeand F) healthy
tissue, E=epidermis, MP=mesophylein palisade, ME=spongy mesophyll and D=druse.

como patdgeno intramural subcuticular en papaya
y como hemibiétrofo intracelular en chicharo, por
lo que la estrategia de infeccion depende del hos-
pedante.

Ademads, Rojo-Béez et al. (2017) estudiaron el
proceso de infeccion de C. truncatum en su inte-
raccion con fruto de papaya. La penetracion directa
por medio de apresorios ocurri6 a las 30 hdi, las
hifas intramurales crecieron en paredes celulares
de la epidermis entre 30-48 hdi, la colonizacion ne-
crotrofica inici6 a las 72 hdi causando una extensa
degradacion en células de parénquima y el rompi-
miento de cuticula por medio de acérvulos ocurrid
entre 96-148 hdi. Las observaciones microscopicas
en frutos de papaya revelaron que C. truncatum utili-
za la estrategia de infeccion intramular subcuticular.
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In Mexico, there are pesticides whose use
is banned or restricted due to their high risk to
human health; there are also fungicides such
as benzimidazoles, maneb and -captafol, that
are banned in other countries but whose use is
authorized in Mexico. The reason that pesticides
that have been taken off the market and banned
in developed countries such as the US and Japan
can be used in Mexico is possibly that Mexico’s
pesticide regulations have not been updated and
there is no constant monitoring to provide reliable
results for establishing policies on pesticide use
and management (Gutierrez-Alonso et al., 2004;
Pérez et al., 2013).

On the other hand, it has been reported that
because of the constant use of synthetic fungicides,
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CONTROL

El control de enfermedades producidas por Co-
lletotrichum/Glomerella depende principalmente
de practicas culturales tales como el uso de semillas
libres de enfermedad, rotacion de cultivos, varieda-
des vegetales resistentes, remocion de ramas muer-
tas y frutos infectados; tratamiento fisico (ejemplo:
tratamiento hidrotérmico, ozono y atmoésferas mo-
dificadas en frutos); control quimico (fungicidas)
y bioldgico (extractos de plantas, microorganismos
antagonistas) (Phoulivong, 2011; Landero-Valen-
zuela et al., 2016).

Dentro del control quimico, los fungicidas de
la clase benzimidazol y estrobilurinas (actian in-
hibiendo la divisién nuclear y la respiracion mi-
tocondrial, respectivamente) se usan ampliamente
en campo, estos fungicidas se encuentran vigentes
en el registro sanitario de plaguicidas de la Comi-
sion Federal para la Proteccion contra Riesgos Sa-
nitarios (Torres-Calzada et al., 2015; COFEPRIS,
2017); ademas, fungicidas como azoxystrobin,
clorotalonil, mancozeb y tiabenzadol se usan para
el control de antracnosis en papaya y cuentan con
registro por parte de la Agencia de Proteccion al
Ambiente (EPA) de los Estados Unidos de América
(Santamaria-Basulto et al., 2011).

En México, existen plaguicidas prohibidos y
restringidos por su alto riesgo en la salud humana;
ademas existen fungicidas de la clase benzimidazo-
les, maneb y captafol, los cuales estan prohibidos
en otros paises pero estan autorizados en México.
El uso de plaguicidas que se han retirado del mer-
cado y se ha prohibido su uso en paises desarrolla-
dos como EEUU y Japon, puede deberse a la falta
de actualizacion en la regulacion de plaguicidas en
México, asi como la falta de monitoreo continuo
que proporcione resultados certeros para establecer
politicas de uso y manejo de plaguicidas (Gutie-
rrez-Alonso et al., 2004; Pérez et al., 2013).
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Colletotrichum isolates have developed resistance.
For example, Torres-Calzada et al. (2015) reported
C. truncatum isolates resistant to azoxystrobin and
tiabendazole, and susceptible to mancozeb and
cyprodinil-fludioxonil fungicides. This confirms
that the resistance to tiabendazol is caused by
a mutation in the B-tubulin gen caused by the
replacement of glutamic acid by alanine. The
presence of resistant isolates to some chemical
products has increased the interest in creating other
control methods that are effective and safe for the
end users and the environment, such as biological
control.

There are examples of biological control
of anthracnose in apple, papaya, avocado and
mango, among other crops (Carrillo-Fasio et al.,
2005; Landero-Valenzuela et al., 2016). Bacillus
subtilis is widely used to control anthracnose
due to its competitive and antibiotic antagonistic
potential. Carrillo-Fasio et al. (2005) evaluated
the efficacy of B. subtilis, Rhodotorula minuta
and their combination in postharvest applications
for controlling anthracnose (caused by C.
gloeosporioides) in mango at postharvest level.
The combination of R. minuta plus B. subtilis
(10° + 10* ufc mL-1) was better than the chemical
control (benomyl), which was promising for its
commercial use. Futhermore, Patifio-Vera et al.
(2005) developed a fermentation process at plant
level-pilot to produce R. minuta yeast and then
developed a low-cost formula to reduce anthracnose
in mango.

Resistance inducers are also part of the methods
for the control of Colletotrichum spp. Resistance
induction to pathogens includes the use of physical,
chemical
salicylic and jasmonic acids (Landero-Valenzuela
et al., 2016). Other studies have been conducted
focused on cultivar characterization of species
resistant to Colletotrichum. Rodriguez-Guerra et

and biological elicitors, including
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Por otro lado, se ha reportado que el uso conti-
nuo de fungicidas sintéticos ha generado resisten-
cia en cepas de Colletotrichum. Por ejemplo, To-
rres-Calzada et al. (2015) determinaron que en C.
truncatum existieron aislados resistentes a los fun-
gicidas azoxystrobin y tiabendazol, y susceptibles a
los fungicidas mancozeb y cyprodinil-fludioxonil;
confirmando que la resistencia a tiabendazol se
debe a una mutacion en el gen B-tubulina debido
a la sustitucion de acido glutamico a alanina. La
presencia de cepas resistentes, a algunos productos
quimicos, ha incrementado el interés por desarro-
llar otros métodos de control que sean efectivos y
seguros para el consumidor y el ambiente, tal es el
caso del control biologico.

Existen ejemplos del control biolégico de an-
tracnosis en manzana, papaya, aguacate, mango,
entre otros (Carrillo-Fasio et al., 2005; Landero-
Valenzuela et al., 2016). Bacillus subtilis es am-
pliamente utilizada en el control de antracnosis
debido a su potencial antagonista por competencia
y antibiosis. Carrillo-Fasio et al. (2005) evaluaron
la efectividad de B. subtilis, Rhodotorula minuta y
su combinacion en aplicaciones precosecha para el
control de antracnosis (ocasionada por C. gloeos-
porioides) en mango a nivel postcosecha. La com-
binacion de R. minuta mas B. subtilis (10° + 10* ufc
mL™"), super6 al control quimico (benomil), lo que
resulté prometedor para su uso comercial. Ademas,
Patifio-Vera et al. (2005) desarrollaron un proceso
de fermentacidn a nivel planta-piloto para la pro-
duccién de la levadura R. minuta, lo que permitid
desarrollar una formulacion de bajo costo para la
reduccion de antracnosis en mango.

Por otra parte, los inductores de resistencia tam-
bién forman parte del control de Colletotrichum
spp. La induccioén de resistencia a patdgenos inclu-
ye el uso de elicitores fisicos, quimicos y biologi-
cos; como por ejemplo el &cido salicilico y el acido
jasmonico, entre otros (Landero-Valenzuela et al.,
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al. (2006) suggested resistance genes in improved
bean cultivars of commercial value in Mexico
such as Negro INIFAP (that contains the resistance
genes Co-1) and Negro 8025 (genes Co-6 or Co-8)
resistant to most C. /indemuthianum pathotypes.

CONCLUSIONS

Colletotrichum  species  are  important
pathogens due to its wide range of hosts. In
Mexico, this species has been identified mainly
at the morphological level, but in recent studies a
more extensive identification has been conducted
based on morphological characterization and
molecular analysis. Due to the existing complex of
Colletotrichum species, in addition to the analysis
of ITS regions, we need to include additional
conserved regions. The major species reported in
Mexico at morphological and molecular level are
C. gloeosporioides and C. truncatum. Studies have
been also conducted on pathogenesis and control
for these species, but we still need to conduct
further studies for other Colletotrichum spp. in

order to establish future control strategies.
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2016). Ademas, se han realizado estudios enfoca-
dos a la caracterizacion de cultivares resistentes
a especies de Colletotrichum. Rodriguez-Guerra
et al. (2006) postularon genes de resistencia en
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cultivares mejorados de frijol de valor comercial en
Meéxico como Negro INIFAP (el cual posee los ge-
nes de resistencia Co-1) y Negro 8025 (genes Co-6
o Co-8), los cuales son resistentes a la mayoria de
los patotipos de C. lindemuthianum.

CONCLUSIONES

Las especies de Colletotrichum son patdgenos
importantes debido a su amplio rango de hospe-
dantes. En México, la identificacion de especies es
principalmente a nivel morfélogico; sin embargo,
en estudios recientes se ha realizado una identifi-
cacion integral, la cual se basa en caracterizacion
morfologica y analisis molecular. Debido al com-
plejo de especies que existen en Colletotrichum,
ademas del analisis de regiones ITS, es necesario
incluir regiones conservadas adicionales. Las prin-
cipales especies reportadas en México a nivel mor-
folégico y molecular son C. gloeosporioides y C.
truncatum; se han realizado estudios sobre patoge-
nesis y control en estas especies; sin embargo, es
necesario ampliar los estudios al resto de Colleto-
trichum spp. para establecer futuras estrategias de
control.
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Resumen. El cultivo de papaya (Carica papa-
ya L.) posee gran importancia econdmica, la cual
es afectada por enfermedades causadas por virus,
principalmente transmitidas por afidos vectores.
Aunque las practicas convencionales de control de
vectores parecen mantener al margen la propaga-
cion del virus, no es suficiente para evitar pérdidas
en la produccion. Existen desarrollos de la ingenie-
ria genética que permiten obtener plantas resistentes
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Abstract. Papaya is a crop of major economic
importance, but it is threatened by the presence
of viral diseases that are mainly transmitted by
vector insects. Although conventional pest control
practices seem to keep out the spread of the virus,
it is not enough to avoid production loses. There
are some molecular tools from genetic engineering
to obtain disease resistant plants with potential to
solve the problem. This review is an information
compilation about the problem caused by virus
with more impact on papaya production: Papaya
ringspot potyvirus (PRSV-P) and Papaya mosaic
virus (PapMV), their genetic variability and
some strategies used to develop disease resistant
hybrids resulting from the recombination between
Vasconcellea genus and Carica papaya commercial
varieties.

Key words: Intergeneric hybrids, viruses, genetic
improvement.
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a las enfermedades virales. En la presente revision,
se aborda la problematica asociada a los virus con
mayor impacto para el cultivo de la papaya: Pa-
paya ringspot potyvirus (PRSV-P) y el Papaya
mosaic virus (PapMV), su variabilidad genética y
las estrategias de mejoramiento genético que han
permitido la generacion de poblaciones resistentes
a través de la recombinacion de especies del género
Vasconcellea con variedades comerciales de Cari-

ca papaya.

Palabras clave: Hibridos intergenéricos, virus,
mejoramiento genético.

La familia Caricaceae se divide en seis grupos
constituidos por 35 especies, distribuidos amplia-
mente en el mundo. En Africa tropical se encuen-
tran dos especies del género Cylicomorpha, en
América Central se encuentran los géneros endé-
micos Horovitzia y Jarilla, ademas de Jacaratia
y Vasconcellea que se encuentran en América del
Sur (Antunes y Renner, 2014). La especie Carica
papaya silvestre se encuentra extendida en bosques
tropicales que van de M¢xico hasta Costa Rica
(Chavez-Pesqueira et al., 2014). La version herma-
frodita de C. papaya cultivada es producto de la
domesticacion por grupos étnicos de México, pre-
sumiblemente los mayas (VanBuren et al., 2015).

Por lo anterior, se considera a los paises de Amé-
rica Central y del Sur como centros de diversidad
genética y biolodgica de la papaya e idoneos para la
produccién comercial del cultivo. Sin embargo, en
Meéxico la papaya enfrenta varios problemas fito-
patologicos de relevancia. Las enfermedades vira-
les, transmitidas por insectos vectores, ocasionan
pérdidas hasta del 90% de la plantacion; es decir,
hay merma en la densidad de plantas (Mora ef al.,
1992).
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The family Caricaceae is classified in six groups
formed by 35 species widely distributed worldwide.
Two species of the Cylicomorpha genus are in
tropical Africa, while the endemic Horovitzia and
Jarilla genera prevail in Central America, and
Jacaratia and Vasconcellea, in South America
(Antunes and Renner, 2014). Carica papaya wild
species are widely distributed in tropical forests
from Mexico up to Costa Rica (Chavez-Pesqueira et
al., 2014). The hermaphrodite version of C. papaya
currently sown is the result of domestication by
Mexican ethnic groups, presumably the Mayas
(VanBuren et al., 2015).

For this reason, Central and South American
countries are considered the centers of genetic
and biological diversity and suitable for papaya
commercial production. However, in Mexico,
papaya production is affected by major relevant
phytopathological problems such as viral diseases
caused by vector insects resulting in losses of 90%
in plantations, i.e., reductions in plant density
(Mora et al., 1992).

At least 12 viruses are reported worldwide
that pose a threat to papaya production: Papaya
ringspot virus (PRSV-P), Papaya leaf distortion
mosaic virus (PLDMYV), Zuchinni yellow mosaic
virus (ZYMV), Papaya mosaic virus (PapMV),
Papaya leaf curl virus (PaLCV), Chilli leaf curl
virus (ChiLCuV), Tomato leaf curl New Delhi virus
(ToLCNDYV), Croton yellow vein mosaic virus
(CYVMV), Papaya droopy necrosis virus (PDNV),
Tomato spotted wilt virus (TSWV), Papaya lethal
yellowing virus (PLYV) and Papaya meleira virus
(PMeV) (Mishra et al., 2015).

From these viruses, those of major importance
in Mexico are PRSV-P, PapMV and PMeV, which
are a problem because of the economic losses they
cause (Silva-Rosales et al., 2010; Rivas-Valencia
et al., 2008). Infections produced by those viruses
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En el mundo se reportan, al menos, 12 virus
que representan una amenaza para la produccion
de fruta de papaya: Papaya ringspot virus (PRSV-
P), Papaya leaf distortion mosaic virus (PLDMV),
Zuchinni yellow mosaic virus (ZYMV), Papaya
mosaic virus (PapMV), Papaya leaf curl virus
(PaLCV), Chilli leaf curl virus (ChiLCuV), Tomato
leaf curl New Delhi virus (TOLCNDV), Croton ye-
llow vein mosaic virus (CYVMYV), Papaya droopy
necrosis virus (PDNV), Tomato spotted wilt virus
(TSWV), Papaya lethal yellowing virus (PLYV)
y Papaya meleira virus (PMeV) (Mishra et al.,
2015).

De ellos, los de mayor importancia en México
son el PRSV-P, PapMV y PMeV, los cuales repre-
sentan un problema por las pérdidas econdémicas
causadas (Silva-Rosales ef al., 2010; Rivas-Valen-
cia et al., 2008). Esto por efecto de reduccion del
rendimiento de fruta por hectarea, lo cual reduce
el ingreso neto por hectarea hasta 275% (Yorobe,
2009). El mayor impacto en la produccion de pa-
paya se debe, principalmente, a que ninguna de las
variedades comerciales presenta resistencia genéti-
ca al PRSV-Py al PMeV (Abreu et al., 2014; Singh
et al., 2005); sin embargo, se ha reportado que al-
gunas variedades no comerciales presentan bajos
niveles de susceptibilidad (Rodriguez et al., 2013).

El PRSV-P es uno de los virus que provoca
mayor dafio en la productividad de papaya, que
alcanza valores superiores al 70% (Tennant et al.,
2007); en contraste, los efectos del PapMV no son
tan agresivos. De forma natural la papaya hospeda
ambos virus al mismo tiempo (Noa-Carranza et al.,
2006), por lo cual pueden presentarse dos eventos:
1) Sinergismo, infeccion primaria por el PRSV-P
y posteriormente la infeccion del virus PapMYV, 2)
Antagonismo, que se desarrolla con la primera in-
feccion de PapMV y posteriormente por PRSV-P,
lo que sugiere que PapMV activa la respuesta de
defensa en cascada en la planta infectada (Chavez-
Calvillo et al., 2016).
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reduce fruit yield per hectare that in turn reduces up
to 275% the net income per hectare (Yorobe, 2009).
The highest impact on papaya production is mainly
due to the fact that none of the commercial varieties
has genetic resistance to PRSV-P or PMeV (Abreu
et al., 2014; Singh et al., 2005). However, some
non-commercial varieties have been reported to
have low levels of susceptibility (Rodriguez et al.,
2013).

PRSV-P is one of the viruses causing the
greatest damage to papaya productivity with values
higher than 70% (Tennant et al., 2007); in contrast,
the effects of PapMV are not so aggressive. Papaya
naturally hosts both virus at the same time (Noa-
Carranza et al., 2006), and for this reason two
events may take place: 1) Synergism, which is the
primary PRSV-P infection followed by PapMV
infection; 2) Antagonism, that results from the first
PapMYV infection followed by PRSV-P infection,
which suggests that PapMV activates a cascade
pathway in defense response in the infected plant
(Chavez-Calvillo et al., 2016).

An alternative for developing genetic resistance
to PRSV-P is to genetically transform somatic
embryos obtained in vitro (or any other explant)
using Agrobacterium (strain C58-Z707) or particle
pumping. The gen transferred to papaya is the one
encoding the capsid protein of a specific virus
isolate. However, if the transgene is built with the
sequence of a local virus, there is a relatively high
probability that the transgenic plants do not develop
resistance to viruses from other geographical origin
(Mishra et al., 2015). Two transgenic varieties
of papaya of the Solo morphotype are currently
available in the international market (Rainbow and
SunUp) (Mishra et al., 2015) that are characterized
by being small fruits weighing from 300 to 600 g;
they were modified using the PRSV-P HA 5-1
strain originally from Hawaii (Gonsalves, 2006).

As an additional alternative, 31 varieties of C.
papaya (primary genetic pool) were evaluated to
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Una de las alternativas para generar resistencia
genética al virus PRSV-P es la transformacion ge-
nética de embriones somaticos obtenidos in vitro,
o de algun otro explante, por medio de Agrobacte-
rium (cepa C58-Z707) o con el bombeo de particu-
las. El gen transferido a la papaya es el que codifica
la proteina de la capside de un aislamiento viral de-
terminado; sin embargo, si el transgen es construi-
do con la secuencia de un virus local, entonces se
genera una probabilidad relativamente alta de que
las plantas transgénicas no sean resistentes a los vi-
rus de otro origen geografico (Mishra et al., 2015).
Actualmente estan disponibles en el mercado inter-
nacional dos variedades transgénicas (Rainbow y
SunUp) de frutos del morfotipo Solo (Mishra et al.,
2015), las cuales se caracterizan por ser de fruto
pequefio con peso de 300 a 600 g, y fueron modi-
ficadas utilizando el gen del PRSV-P cepa HA 5-1
originaria de Hawaii (Gonsalves, 2006).

Como otra alternativa, se han evaluado 31 va-
riedades de C. papaya (acervo genético primario)
en busqueda de resistencia genética, pero solo se
ha identificado tolerancia en la variedad Califlora
(Roff, 2007). Por tal razon se ha identificado la re-
sistencia genética al PRSV-P, en la especie Vascon-
cellea cauliflora (acervo genético secundario) para
posteriormente introducirla (introgresion) a los
materiales del C. papaya, mediante técnicas de me-
joramiento convencionales (Yanthan et al., 2017).

Toda vez que en México esta prohibido el es-
tablecimiento de papaya transgénica (NOM-056-
FITO-1995), la presente revision aborda el avance
del conocimiento en la introgresion de la resisten-
cia genética a virus PRSV-P, a partir de algunas
especies del genero Vasconcellea, mediante su re-
combinacion con C. papaya, como alternativa para
generar resistencia genética.

Diversidad genética viral

El PRSV pertenece al género Potyvirus, familia
Potyviridae. Estos virus son transmitidos por semilla,
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find genetic resistance, but only tolerance was found
in the Califlora variety (Roft, 2007). For this reason,
genetic resistance to PRSV-P was identified in
Vasconcellea cauliflora species (secondary genetic
pool) that was later introduced (introgression) in C.
papaya materials using conventional improvement
techniques (Yanthan et al., 2017).

Given that in Mexico the establishment
of transgenic papaya is banned (NOM-056-
FITO-1995), this review is intended to update
progress on introgression of resistance to the
PRSV-P, virus from some species of the Vasconcellea
genus by recombining them with C. papaya, as an
alternative for developing genetic resistance.

Viral genetic diversity

PRSV belongs to the genus Potyvirus, family
Potyviridae. These viruses are transmitted by seed,
mechanical means and over 25 aphid species in
a non-persistent way, a distinctive feature of the
group. There are two biotypes: “P” that infects
papaya and “W” that damages some members of
the cucurbit family, such as watermelon (Citrullus
lanatus) and melon varieties (Cucumis melon)
(Tripathi et al., 2008).

The genetic variability of PRSV-P is as wide as
the diversity of ecological niches where papaya is
grown. According to Bateson et al. (2002), there
is 12% of variability in the nucleotidic sequence
among geographic regions such as Asia, Australia
and North America. It has also been suggested that
it first appeared in Asia from where it spread to the
rest of the world.

In Mexico, PRSV-P was first reported in the state
of Veracruz in 1964. So far, five genetic groups have
been reported to be distributed across the Pacific
coast, the Gulf coast, Cotaxtla regions (Veracruz),
the Yucatan peninsula and the western Pacific coast
(Noa-Carranza et al., 2006). Within this diversity,
two isolates from Veracruz and one from Chiapas
are highly correlated with isolates from North
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de forma mecanica y por mas de 25 especies de
afidos de forma no persistente, 1o que constituye
una caracteristica distintiva del grupo. Existen dos
biotipos: el “P” que infecta a la papaya y el “W”
que ataca a cucurbitdceas como la sandia (Citru-
llus lanatus) y a las variedades del Melon (Cucumis
melon) (Tripathi et al., 2008).

La variabilidad genética del PRSV-P es tan am-
plia como la diversidad de los nichos ecolédgicos en
donde se cultiva la papaya. De acuerdo con Bate-
son et al. (2002), existe variabilidad en la secuencia
nucleotidica del 12% entre regiones geograficas,
tales como Asia, Australia y América del Norte.
Ademas, se ha propuesto que Asia es su centro de
origen y de ahi se propag6 al resto del mundo.

En Meéxico, el primer informe de la presencia
del PRSV-P fue registrado en Veracruz en 1964.
Actualmente se reportan cinco grupos genéticos
que se distribuyen en la costa del Pacifico, la cos-
ta del Golfo, regiones de Cotaxtla (Veracruz), la
peninsula de Yucatan y la costa occidental del Pa-
cifico (Noa-Carranza et al., 2006). Dentro de esa
diversidad, dos aislamientos de Veracruz y una de
Chiapas estan fuertemente correlacionadas con ais-
lamientos de América del Norte y Australia; a la
vez, todos estos aislamientos son genéticamente
diferentes a los de China, Taiwan, Vietnam e India
(Silva-Rosales et al., 2000).

Se han secuenciado 22 genomas completos del
PRSV-P procedentes de varios paises, y los analisis
filogenéticos revelan que los aislamientos se agru-
pan en funcidn de su pais de origen; de esta forma
Taiwan, China, Tailandia e India integran un gru-
po, y un segundo grupo se conforma por los aisla-
mientos del continente americano (Brasil, México,
Estados Unidos) (Mishra et al., 2015). En contra-
posicion, los analisis de nucleétidos de los genes
de proteina de la capside de muestras virales colec-
tadas en Cuba (7 muestras) y Brasil (21 muestras),
indicaron que la distancia genética entre ellas va-
ri6 de 0% a 9.2%. Los andlisis dentro de cada pais
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America and Australia, they are also genetically
different from those from China, Taiwan, Vietnam
and India (Silva-Rosales et al., 2000).

Twenty-two complete PRSV-P genomes from
several countries have been sequenced, and the
phylogenetic analyses show that the isolates are
grouped according to their country of origin.
Therefore, Taiwan, China, Thailand and India form
one group, and a second group includes isolates
from the Americas (Brazil, Mexico, United States)
(Mishra et al., 2015). In contrast, nucleotide
analyzes of the capsid protein genes from virus
samples collected in Cuba (7 samples) and Brazil
(21 samples) show that the genetic distance
among them ranged from 0% to 9.2%. Analyses
performed in each country showed formation of
genetic subgroups according to the geographic
regions where the samples were taken, i.e., there is
higher similarity among isolates from neighboring
regions. However, when genetic information from
the virus GenBank was included, two groups with
86% maximum genetic similarity were identified.
The first group included viruses from India,
Hawaii, Mexico, Venezuela, Cuba and Brazil, and
the second, viruses from China, Taiwan, Thailand,
South Korea and Malaysia (Rodriguez et al., 2014).

The Papaya Mosaic virus (PapMV) is a
member of the Potexvirus genus and the family
Alfaflexiviridae (Mishra et al., 2016). It was first
reported in Mexico in 2001 (Noa-Carranza et al.,
2006). Comparisons of protein coat of strains
from Canada with strains from China showed 98%
similarity (Sit et al., 1989). However, comparisons
between strains from China and strains from
Mexico showed 73% similarity (Tennant et al.,
2007), whereas in Mexico strains of that virus
showed similarity higher than 91% (Noa-Carranza
et al., 20006).

In general, it seems that the genetic variability
of viruses PRSV-P and PapMV makes it necessary
to use isolates from each region for genetic
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indicaron la formacién de subgrupos genéticos en
funcidn de la region geografica de colecta; es decir,
la similitud genética es mayor entre aislamientos
procedentes de regiones vecinas. No obstante, al
incluir informacion genética del GenBank de virus
de otros paises se determinaron dos grupos, con
una similitud genética maxima de 86%; el prime-
ro lo conformaron virus de India, Hawaii, México,
Venezuela, Cuba y Brasil. El segundo grupo inclu-
y6 a los virus de China, Taiwan, Tailandia, Corea
del sur y Malasia (Rodriguez et al., 2014).

El virus del mosaico de la papaya (PapMV) es
miembro del género Potexvirus y de la familia Al-
faflexiviridae (Mishra et al., 2016). El primer re-
porte de su presencia en México fue en 2001 (Noa-
Carranza et al., 2006). Al comparar la proteina de
la cubierta de las cepas de Canada con las cepas de
China la similitud es del 98% (Sit et al., 1989); sin
embargo, al comparar cepas provenientes de Chi-
na con las de México la similitud ha sido del 73%
(Tennant et al., 2007), mientras que en México las
cepas de ese virus presentan similitud mayor al
91% (Noa-Carranza et al., 2006).

En forma general, se percibe que la variabilidad
genética de los virus PRSV-P y PapMYV, dan lugar
a la necesidad de usar los aislamientos de cada re-
gion para eventos de transformacion genética, ge-
neracion de virus atenuados o desarrollo de esque-
mas de seleccion convencional de materiales gené-
ticos de papaya por tolerancia a la virosis. Ambos
estan presentes en las diversas regiones ecoldgicas
de México (Figura 1).

Sintomas ocasionados por PRSV-PY PapMV

Las plantas infectadas de PRSV-P se caracteri-
zan por presentar mosaico, deformacion foliar, ama-
rillamiento o clorosis (Figura 2), achaparramiento,
manchas anilladas en las frutas, manchas de mo-
saico; ademas de bandas oleosas y acuosas en el
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transformation events, to create attenuated viruses
or develop conventional schemes for selecting
papaya genetic materials for virus tolerance. Both
are present in diverse ecological regions of Mexico
(Figure 1).

Symptoms caused by PRSV-P AND PapMV

Characteristic symptoms of PRSV-P virus-
infected plants include mosaic, leaf deformation,
yellowing or chlorosis (Figure 2), stunting, ring
spots on fruit, mosaic spots, and oil and water-
soaked bands on petioles and the upper part of
the stem. Infected plants develop abnormally, are
smaller and have low vigor and less production and
commercial quality (Kumar et al., 2014). Changes
observed in mass accumulation in PRSV-P virus
infected plants are associated with a decrease
in the photosynthesis rate and an increase in the
respiration rate (Marler et al., 1993).

Symptoms of PapMV infected plants include
mottling of young leaves, chlorosis of veins and
leaf lamina curved towards the underside (Figure
2); also, infected plants are shorter and have small
leaves (Taylor, 2001). However, a co-infection by
both viruses produces apical leaf necrosis, twisting,
mottling and mosaic (Noa-Carranza et al., 2006).

The presence and severity of symptoms
produced by both viruses depend on diverse
environmental factors that, when present, can
increase or mitigate the severity of the infection.
The susceptibility of plantlets inoculated with
PRSV-P increases when they are subjected to short
periods of darkness because the
content in leaves decreases, which may interfere
with the establishment of the virus in the
cells. Temperature is also crucial for disease
development. According to Cabrera et al. (2010),
when temperatures are higher than 40 °C, the viral
accumulation decreases; the same occurs when

carbohydrate
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Figura 1. Distribuciéon de los virus PRSV y PapMV en México. Elaboracion propia de acuerdo al estudio de plantas con
virosis, en 41 localidades, realizado por Noa-Carranza et al. (2006).

Figure 1. Distribution of PRSV and PapMYV in Mexico. Developed by the authors based on a study on virus-infected plants
conducted by Noa-Carranza et al. (2006) in 41 locations.

peciolo y en la parte superior del tallo. Las plantas
infectadas presentan desarrollo anormal, menor ta-
mafio, poco vigor y menor produccion y calidad co-
mercial (Kumar ef al., 2014). Los cambios obser-
vados en la acumulacion de biomasa en las plantas
infectadas con PRSV-P se asocian a la reduccion
de la tasa de fotosintesis y al incremento de tasa de
respiracion (Marler ef al., 1993).

Los sintomas en las plantas infectadas por
PapMV expresan un moteado en hojas jovenes,
aclaramiento de venas y curvatura de la lamina
foliar hacia el envés (Figura 2); ademas, las plan-
tas infectadas poseen porte bajo y hojas pequefias
(Taylor, 2001). Sin embargo, con la co-infeccion
de ambos virus se observan sintomas foliares de
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temperatures are lower than 20 °C. However, when
room temperature ranges between 26 °C and 31 °C,
the viral accumulation and expression of symptoms
reaches its maximum level. This could be because
the defense mechanism of silencing regulated by
ARN can be easily suppressed by the environmental
temperature (Mangrauthia et al., 2009).

Strategies for managing viral infections

Management strategies for diseases associated
with virus infections include using virus-free
propagules, removing plants with early infections,
establishment of planting dates, control and
study of vector aphid populations, transmission
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Figura 2. Sintomas ocasionados por PRSV-Py PapMV en una hoja de Carica papaya L. variedad Maradol. A) Hoja con sin-
tomas de PRSV-P en fase intermedia. B) Hoja con sintomas de PRSV en fase avanzada. C) Hoja con sintomas de
PapMYV en fase intermedia. D) Hoja con sintomas de PapMYV en fase avanzada. Tapachula, Chiapas, México, 2016.
Figure 2. Symptoms produced by PRSV-P and PapMYV in a leaf of Carica papaya L. Maradol variety. A) Leaf showing symp-
toms of PRSV-P at intermediate phase. B) Leaf showing PRSV symptoms at advanced phase. C) Leaf showing
symptoms of PapMYV at intermediate phase. D) Leaf showing symptoms of PapMYV at advanced phase. Tapachula,

Chiapas, Mexico, 2016.

necrosis apical, torsion, moteado y mosaico (Noa-
Carranza et al., 2006).

La presencia y severidad de los sintomas de-
bido a ambos virus depende de diversos factores
ambientales que, en caso de presentarse, pueden
aumentar o atenuar la severidad. Segin Kassanis
(2008), la susceptibilidad de plantulas inoculadas
con PRSV-P aumenta si se someten a periodos cor-
tos de oscuridad, debido al decremento del conte-
nido de carbohidratos en la hoja, los cuales pue-
den interferir con el establecimiento del virus en

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2017

interference by aphids (plant barriers), mineral oil
application, cross protection, genetic improvement
for resistance, development of transgenic plants
and quarantine practices (Villegas, 2001; Rivas-
Valencia et al., 2003; 2008; Subramanya and Zitter,
2014).

The most common strategy for controlling
vector aphids is insecticide spraying. However,
it seems possible to develop variants resistant to
specific molecules such as neonicotinoids (Koo
et al., 2014). For this reason, the populations
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las células. Asi mismo, la temperatura se considera
determinante para el desarrollo de la enfermedad.
De acuerdo con Cabrera et al. (2010), con tempera-
turas superiores a 40 °C la acumulacion viral des-
ciende, lo mismo ocurre en temperaturas inferiores
a 20 °C; pero con la oscilacion de la temperatura
del ambiente entre 26 °C y 31 °C la acumulacion
viral y expresion de los sintomas alcanza un nivel
maximo. Esto podria deberse a que el mecanismo
de defensa de silenciamiento regulado por ARN
puede suprimirse facilmente por la temperatura
ambiental (Mangrauthia et al., 2009).

Estrategias de manejo de la virosis

Entre las estrategias de manejo de enfermeda-
des relacionadas con virus estan: uso de propagu-
los libres de virus, eliminacion de plantas con in-
fecciones tempranas, determinacion de fechas de
siembra, control y estudio de poblaciones de afidos
vectores, interferencia de la trasmision por afidos
(barreras vegetales), aplicacion de aceites mine-
rales, proteccion cruzada, mejoramiento genético
por resistencia, desarrollo de plantas transgénicas
y practicas cuarentenarias (Villegas, 2001; Rivas-
Valencia et al., 2003; 2008; Subramanya y Zitter,
2014).

La estrategia mas comun de control de afidos
vectores es la aspersion de insecticidas; sin embar-
go, es latente la posibilidad de desarrollar varian-
tes resistentes a determinadas moléculas como los
neonicotinoides (Koo ef al., 2014); por tanto, la dina-
mica de las poblaciones se considera importante en
los analisis de incidencia de la enfermedad en plan-
taciones de papaya. Como ejemplo, Mora-Aguilera
et al. (1996) indican que la localidad y fecha de
trasplante (en febrero, abril o junio) son factores
agronomicos importantes para coincidir con la me-
nor incidencia de plantas infectadas, en la region
central del estado de Veracruz, México.
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dynamics is important in disease incidence analyses
in papaya plantations. For example, Mora-Aguilera
et al. (1996) state that the transplanting location
and date (in February, April or June) are important
agronomic factors to make them coincide with a
lower incidence of infected plants in the central
region of the state of Veracruz, Mexico.

Cross protection involves the use of attenuated
virus to infect the plant and activate its genic
silencing mechanism before it becomes infected
by virulent strains (Fermin et al., 2010). In Taiwan,
Thailand and Hawaii, two attenuated isolates have
been used in papaya production: PRSV-P HA 5-1
and PRSV-P HA 6-1. Although, these isolates do
not provide total protection, papaya growers obtain
acceptable yields consistently and predictably
(Subramanya and Zitter, 2014).

Development of transgenic papaya

There are tree strategies to produce papaya
resistantto PRSV-P (Villegas, 2001): 1) interspecific
crosses aimed at developing a moderate-tolerant
variety to be used as a genetic source; 2) interspecific
crosses between C. papaya and its resistant wild
relatives (such as Vasconcellea cauliflora, V.
quercifolia and V. pubescens) to develop resistant
hybrids; and 3) using genetic engineering to obtain
resistance by transferring the gene of the virus
capsid to papaya grown and develop transgenic
papaya.

In 1981, Hawaii’s papaya improvement program
implemented the use of biotechnological tools such
as: in vitro tissue culture for micropropagation of
lines, rescue of embryos of interspecific crosses and
genetic engineering (Villegas, 2001). Papaya was
conceived to be transgenic by inserting the gene
that encodes the protein coat of the PRSV virus HA
5-1 strain in the papaya genome. Later, tests were
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La proteccion cruzada involucra la infeccion de
la planta con virus atenuados para activar mecanis-
mos de silenciamiento génico en la planta, antes
de que sea infectada por cepas virulentas (Fermin
et al., 2010). En el cultivo de papaya en Taiwan,
Tailandia y Hawaii se han usado dos aislamientos
atenuados: PRSV-P HA 5-1 y PRSV-P HA 6-1. Es-
tos no generan una proteccion absoluta pero los
productores obtienen un rendimiento aceptable, de
forma consistente y mas predecible (Subramanya y
Zitter, 2014).

Desarrollo de papaya transgénica

Se han desarrollado tres estrategias para gene-
rar papayas resistentes al PRSV-P (Villegas, 2001):
1) cruzas intraespecificas para desarrollar una va-
riedad con tolerancia moderada y utilizarla como
fuente de genes; 2) cruzas inter-especificas de C.
papaya con los parientes silvestres resistentes
(como Vasconcellea cauliflora, V. quercifolia y V.
pubescens) y asi desarrollar hibridos resistentes;
y 3) obtener resistencia transfiriendo el gen de la
capside viral, mediante técnicas de ingenieria gené-
tica, a la papaya cultivada y asi obtener una papaya
transgénica.

El programa de mejoramiento de papaya de
Hawaii, en 1981, se suplementd con herramientas
biotecnolodgicas tales como: el cultivo de tejidos in
vitro para la micropropagacion de lineas, el rescate
de embriones de cruzas interespecificas y la inge-
nieria genética (Villegas, 2001). Se concibid la pa-
paya transgénica insertando el gen que codifica la
cubierta proteinica del virus PRSV-P cepa HA 5-1
en el genoma de la papaya. Luego se probaron en
campo, inoculandolas mecanicamente y se indujo
la infeccion con el pulgon Aphis spp. E195% de los
individuos evaluados presentaron resistencia. No
obstante, el transgen solo fue efectivo para prote-
ger la papaya contra el virus local, pero no contra el
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conducted in the field using mechanical inoculation
to induce infection with aphids, finally 95% of the
evaluated individuals showed resistance. However,
the transgene was only efficient in protecting papaya
against the local virus but not against PRSV from
Taiwan, Thailand and Mexico (Gonsalves, 2006).
These results confirmed that transgenesis requires
a compatibility level higher than 98% between the
virus and the transgene, and that the diversity of
PRSV-P strains in the world’s ecological niches
limits their use (Gonsalves, 1998).

On the other hand, Davis and Ying (2004)
transformed papaya lines using genes of the
protein coat of PRSV-P H1K isolate from Florida.
It should be noted that, after transformation, the
percentage of susceptible plants was associated
with the molecular architecture of the transgene
used for transformation, the number of copies of
the transgene present in the tissue and the effect
of the genetic background on the varieties crossed
with transgenic lines.

Currently, in Hawaii, over 70% of the area
devoted to papaya cultivation corresponds to the
transgenic hybrids SunUp and Rainbow (Azad
et al., 2014). Due to this tendency, countries like
Jamaica, Venezuela and Thailand created their own
technology to develop genetic materials resistant to
PRSV-P endemic strains. In recent years, transgenic
papaya has been established in Australia, Jamaica,
Venezuela, Vietnam, Thailand, Taiwan and the
Philippines (Fermin et al., 2010).

In Mexico, there are legal restrictions for the
establishment of commercial transgenic papaya
plantations, as stated in the Norma Oficial Mexicana
NOM-056-FITO-1995. Between 1995 and 2015,
COFEPRIS evaluated food safety and authorized
146 events of genetically modified products but
did not include papaya (COFEPRIS, 2015). This
is a measure to protect plant centers of origin and
domestication, as is the case of papaya in Mexico.
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PRSV-P procedente de Taiwan, Tailandia y México
(Gonsalves, 2006). Esto corrobord que la transgé-
nesis requiere que la compatibilidad entre el virus
y el transgen sea mayor a 98%, y a la vez que la
diversidad de cepas de PRSV-P en los nichos eco-
logicos del mundo limita su uso (Gonsalves, 1998).

Por otra parte, Davis y Ying (2004) transforma-
ron lineas de papaya con genes de la proteina de la
capside del PRSV-P, aislamiento H1K, de Florida.
Se destaca que el porcentaje de plantas suscepti-
bles, después de la transformacion genética, estu-
vo relacionado con la arquitectura molecular del
transgen usado en la transformacion, el nimero de
copias del transgen presente en el tejido, y el efecto
del fondo genético de las variedades cruzadas con
las lineas transgénicas.

En Hawaii, actualmente, mas del 70% de la
superficie dedicada al cultivo de la papaya corres-
ponde a hibridos transgénicos SunUp y Rainbow
(Azad et al., 2014). Por esta tendencia, algunos
paises como Jamaica, Venezuela y Tailandia desa-
rrollaron tecnologia propia, con el fin de generar
materiales genéticos resistentes a las cepas endé-
micas de PRSV-P. En los ultimos afios la papaya
transgénica se ha establecido en Australia, Jamaica,
Venezuela, Vietnam, Tailandia, Taiwan y Filipinas
(Fermin et al., 2010).

En el caso de México, existen limitantes legales
para el establecimiento de plantaciones comercia-
les con papayas transgénicas, lo cual esta estable-
cido en la Norma Oficial Mexicana NOM-056-
FITO-1995. La COFEPRIS, entre 1995-2015, ha
evaluado la inocuidad alimentaria y autorizado 146
eventos de productos genéticamente modifica-
dos, dentro de los cuales no se incluye al cultivo
de papaya (COFEPRIS, 2015). Esto es debido a la
proteccion de los centros de origen y domestica-
cion de plantas, como es el caso de la papaya en
Meéxico.
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Introgression of resistance genes in virus

Gene introgression among species occurs
naturally and has enhanced genetic diversity
through cross-pollination (Droogenbroeck et al.,
2006). This also allows the development of new
varieties because disease resistance genes from
wild species can be introgressed into important
commercial varieties (Dinesh et al., 2013).

Interspecific hybridization is the result of a
long-term genetic strategy for controlling viral
infections that consists in making artificial crosses
between domesticated papaya (C. papaya L.) and
other species of the Vasconcellea genus that is a
member of the family Caricaceae (Drew, 2014).

There are 21 Vasconcellea species (Coppens
d’Eeckenbrugge et al., 2014) in Central and South
America, and this will allow us to evaluate genetic
material with potential resistance to native viruses
that could be used to develop resistant populations.
However, in this process, it is important to consider
both the presence of prezygotic and postzygotic
barriers to produce useful hybrid seeds (poor pollen
germination and sterile seed development, due to
embryo and ovule abortion) (Veena and Dinesh,
2013), and the genetic distances among species
in crossing schemes (Sharma and Tripathi, 2016).
For this reason, introgression requires identifying
species and varieties that are resistant to PRSV-P
and also compatible in artificial crosses, to serve
as parents.

In Mexico, the importance of evaluating
wild relatives of C. papaya as sources of genetic
resistance to PRSV-P and PapMV was recognized
since 1978. At that time, Vasconcellea cauliflora
(Vc), V. pubescens, V. stipulata and V. candicans
were reported as being resistant to papaya ringspot
virus (PRSV) and Vc is the only one found in
Mexico. However, crosses between C. papaya and
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Introgresion de genes de resistencia a virus

La introgresion de genes entre especies ocurre
de manera natural y ha enriquecido la diversidad
genética a través de la polinizacion cruzada (Dro-
ogenbroeck et al., 2006). Inclusive, esto facilita el
desarrollo de nuevas variedades porque es factible
la introgresion de genes de resistencia a enferme-
dades, a variedades importantes comercialmente,
a partir de las especies silvestres (Dinesh et al.,
2013).

La hibridacion interespecifica ha resultado una
estrategia de control genético de la virosis de largo
plazo, la cual consiste en cruzar artificialmente la
papaya domesticada (C. papaya L.) con otras espe-
cies del género Vasconcellea que forma parte de la
familia Caricaceae (Drew, 2014).

En América Central y Sur existen 21 especies sil-
vestres de Vasconcellea (Coppens d’Eeckenbrugge
et al., 2014). Esto permitiria escudrifiar este mate-
rial genético, potencialmente resistente a virus na-
tivos, para usarse en la generacion de poblaciones
resistentes. No obstante, en ese proceso es impor-
tante considerar la presencia de barreras precigoti-
cas y postcigoticas para la produccion de semillas
hibridas funcionales: fallas en la germinacion del
polen y el desarrollo de semillas estériles debido
al aborto de embriones y 6vulos (Veena y Dinesh,
2013); pero también es importante considerar las
distancias genéticas entre las especies en el esque-
ma de cruzamiento (Sharma y Tripathi, 2016). Por
lo anterior, la introgresion requiere la identificacion
de especies y variedades que presenten resistencia
a virus PRSV-P y que sean compatibles en sus cru-
zas artificiales para usarse como progenitores.

En México, desde 1978 se manifesto la rele-
vancia de evaluar los parientes silvestres de la C.
papaya como fuentes resistencia genética a los vi-
rus PRSV-P y PapMV. En aquel tiempo, se reporto
que Vasconcellea cauliflora (Vc), V. pubescens, V.
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Vasconcellea spp. exhibited compatibility barriers,
such as development of F, seed without embryo
and F, seed without endosperm (Mosqueda, 1978).
When parents show low compatibility, a protocol is
needed to rescue immature hybrid embryos using in
vitro tissue culture techniques (Azad et al., 2014).

Some Vasconcellea species are resistant to
certain PRSV-P strains; for example, V. quercifolia
1s resistant to virus strains from Florida, Hawaii
and Australia but susceptible to isolates from
Venezuela; V. cauliflora is considered to be resistant
to strains from Maracay (Venezuela), Mexico,
Australia and India but susceptible to isolates from
Florida and some from Venezuela; other species are
resistant: V. pubescenes, V. stipulata, V. heilbornii
and V. candicans (Horovitz and Jimenez, 1967;
Sharma and Tripathi, 2016). Results from these
experiments showed resistance variability in terms
of the geographic origin of PRSV-P.

Horovitz and Jimenez (1967) made interspecific
crosses and found some hybrids resistant to PRSV-P.
The authors also stated that a dominant gene is
responsible for resistance to virus infections. In
crosses between papaya and V. quercifolia several
fertile hybrids have been obtained (Villegas, 2001).
In 2011, segregant populations were obtained
from four backcrosses (Backcross: BC, to BC))
between V. quercifolia and C. papaya lines. After
mechanical inoculation with PRSV-P isolated in the
Philippines, plantlets without symptoms (72.3%
to 96.1%) under greenhouse conditions were
recorded. After 18 months in the field, plants from
the BC, backcross were analyzed using the ELISA
technique but only 66% of them were resistant (Siar
et al., 2011). In BC, plants, the ratio of resistant:
susceptible segregants was 3:1, whereas in BC,
plants two types of ratio were observed: 2:1 and
4:1. These results indicated that the resistance to
virus infection is polygenic (Alamery and Drew,
2014). Although in combinations of C. papaya x
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Stipulata y V. candicans son especies resistentes al
virus de la mancha anular, siendo V¢ la tinica que se
puede localizar en México. No obstante, las cruzas
entre C. papaya y Vasconcellea spp. presentaron
barreras de la compatibilidad, como el desarrollo
de semillas F, sin embrion y semillas F, sin endos-
permo (Mosqueda, 1978). En el caso de que los
parentales tengan baja compatibilidad, es necesario
contar con un protocolo de rescate de embriones
hibridos inmaduros, mediante técnicas de cultivo
de tejidos in vitro (Azad et al., 2014).

Algunas especies de Vasconcellea son resisten-
tes a ciertas cepas de PRSV-P, e. g. V. quercifolia es
resistente a cepas del virus originarias de Florida,
Hawaii y Australia, pero presenta susceptibilidad
a los aislamientos de Venezuela; V. cauliflora se
considera resistente a cepas originarias de Maracay
(Venezuela), México, Australia e India, no obs-
tante, es susceptible a los aislamientos de Florida
y también a algunos de Venezuela; otras especies
resistentes son V. pubescenes, V. stipulata, V. heil-
bornii y V. candicans (Horovitz y Jimenez, 1967;
Sharma y Tripathi, 2016). Estos resultados experi-
mentales muestran la variabilidad de la resistencia
en funcion del origen geografico del virus PRSV-P.

Horovitz y Jimenez (1967) realizaron cruza-
mientos interespecificos y algunos de los hibridos
resultaron resistentes al PRSV-P; ademas postula-
ron que es un gen dominante el responsable de la
resistencia a la virosis. También en las cruzas de
papaya con V. quercifolia se han obtenido varios
hibridos fértiles (Villegas, 2001). Adicionalmen-
te, en 2011 se obtuvieron poblaciones segregantes
mediante cuatro retrocruzas (Backcross: BC, a BC,)
entre V. quercifolia y lineas de C. papaya. Después
de inocularlas mecanicamente con PRSV-P, aislado
en Filipinas, se registraron de 72.3% a 96.1% de
plantulas sin sintomas en condiciones de inverna-
dero. Después de 18 meses de desarrollo en campo,
las plantas de la BC, se analizaron con la técnica de

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2017

V. pubescens resistance to PRSV-P was also found,
their progeny was sterile to continue a conventional
improvement scheme. For this reason, a bridge has
been proposed to transfer resistance genes through
V. pubescens x V. parviflora crosses, and then
make crosses with C. papaya (Drew, 2014). On the
other hand, Kumar and Tripathi (2016) proposed
another transference bridge by intercrossing
V. cundinamarcensis x V. parviflora, and then
pollinate F, individuals with C. papaya to obtain
hybrids resistant to virus infections.

Genetic studies using an F, generation from V.
pubescens (resistant) x V. parviflora (susceptible)
crosses showed a STK (serine threonine protein
kinase marker gene) associated with resistance to
PRSV-P. Based on this result, Haireen and Drew
(2014) cloned the STK gene and observed that
its genomic sequence is similar to that of Carica
papaya (known as: CP_STK). They also found an
equivalent gene in V. pubesces (VP_STK2). When
they compared their genomic sequences, they
noted structural differences and, for this reason, the
protein products may show a differentiated role, a
fact that may influence the species susceptibility or
resistance to the virus.

Intergeneric hybrids with Vasconcellea cauliflora

Magdalita et al. (1997) made C. papaya x
Ve crosses and rescued in vitro F, embryos to
develop hybrid individuals. The hybrid plants were
artificially inoculated with two PRSV-P isolates
from Australia. From 114 plants inoculated in the
greenhouse, 22 survived and 100% did not develop
virus infection symptoms. In another lot of 20 hybrid
plants established in the open field, 12 survived and
none of them developed virus infection, a fact that
was confirmed using the ELISA technique.

There are currently protocols for in vitro tissue
culture to rescue embryos resulting from manual
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ELISA y solo el 66% de ellas se consideraron re-
sistentes (Siar ez al., 2011). En la BC, la proporcion
de segregantes resistentes: susceptibles fue de 3:1;
por el contrario, en la BC, se detectaron dos tipos
de proporciones: 2:1 y 4:1, informacion que indicd
que la resistencia a la virosis es de tipo poligénica
(Alamery y Drew, 2014).

En la combinacion de C. papaya x V. pubescens
también se ha encontrado resistencia al PRSV-P,
pero la descendencia ha resultado estéril para con-
tinuar un esquema de mejoramiento convencional.
Por ello, se ha planteado un puente para la transfe-
rencia de genes de resistencia al cruzar V. pubes-
cens X V. parviflora y luego con C. papaya (Drew,
2014). Por otro lado, Kumar y Tripathi (2016) plan-
tean otro puente de transferencia al entrecruzar V.
cundinamarcensis X V. parviflora, luego los indi-
viduos F, se polinizan con C. papaya y asi obtener
hibridos resistentes a la virosis.

En estudios genéticos de la generaciéon F,, a
partir de la cruza de V. pubescens (resistente) x V.
parviflora (susceptible) encontraron un gene mar-
cador, STK (serine threonine protein kinase, por
sus siglas en inglés), relacionado a la resistencia al
PRSV-P. Con base en eso, Haireen y Drew (2014)
clonaron el gene STK y descifraron que su secuen-
cia genomica es equivalente al de Carica papaya
(denominado: CP_STK). También determinaron
un gen equivalente en V. pubesces (VP_STK2). Al
compararse las secuencias genomicas evidenciaron
diferencias estructurales y por lo tanto los produc-
tos proteicos presentarian una funcion diferencia-
da, lo cual estaria influyendo en la susceptibilidad
o resistencia de las especies al virus.

Hibridos intergenéricos con Vasconcellea cauli-

flora

Magdalita et al. (1997) realizaron cruzamientos
de C. papaya x Vc'y los embriones F, se rescataron
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pollination of papaya with V¢ pollen. It has been
stated that the optimum date to extract embryos
from immature seeds is 90 days after pollination
(Azad et al., 2014; Vegas et al., 2003).

Another alternative for obtaining intergeneric
embryos would be to break the compatibility barriers
present in artificial crosses between papaya and Vc.
For this purpose, Dinesh et al. (2007) applied a 5%
sucrose solution to flower stigmas before manual
pollination and obtained hybrid seeds in crosses
between Surya and Pusa Dwarf papaya varieties X Vc.
71.1% of pollinated flowers bore fruit and produced
13.7 F, seeds in average. Using ISSR molecular
markers, the authors confirmed that the seeds were
interspecific hybrids. Later, Dinesh et al. (2013)
created a selection scheme making crosses between C.
papaya var. Arka Surya x Ve (Figure 3) and achieved
encouraging results (Yanthan ez al., 2017).

Jayavalli et al. (2011, 2012) made crosses
between Ve and 9 papaya varieties from India to
which they also applied 5% sucrose solutions
combined with calcium chloride and boron. From
the total of pollinated flowers (n=1197), 25.7%
bore fruits. Each fruit had 2.3 hybrid seeds in
average, and from the total number of seeds, 58.1%
germinated. F, plants performed well and were
inoculated with PRSV-P; 23.6% did not develop
viral symptoms, but the remaining percentage
exhibited mosaic and deformation of merismatic
leaves, so it was determined that Pusa Nanha x V¢
was the best intergeneric hybrid.

Sudha et al. (2013) evaluated an F, generation
of crosses between Ve and Pusa Nanha, CP50
and CO7 varieties. From 700 F, plants inoculated
with PRSV-P, 46% of them did not show virus
infection symptoms. Considering the number of
days from the inoculation date to the appearance
of symptoms, as well as their severity, the best F,
family resulted from the cross between Pusa Nanha
x Ve. Using an F, generation, Sudha et al. (2015)
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in vitro para regenerar los individuos hibridos. Las
plantas hibridas se inocularon artificialmente con
dos aislamientos de PRSV-P de Australia. De 114
plantas inoculadas en invernadero, 22 sobrevivie-
ron y el 100% no presentd sintomas de virosis.
En otro lote de 20 plantas hibridas establecidas en
campo abierto sobrevivieron 12 y todas estuvieron
libres de virosis, lo cual se confirm6 con la técnica
de ELISA.

Actualmente existen protocolos de cultivo de
tejidos in vitro, para rescatar los embriones resul-
tantes de la polinizacion manual de la papaya con
polen de Vc; se ha determinado que la fecha dptima
para extraer los embriones de las semillas inmadu-
ras debera ser a los 90 dias posteriores a la poliniza-
cion (Azad et al., 2014; Vegas et al., 2003).

Otra alternativa de obtencion de hibridos inter-
genéricos es romper las barreras de compatibilidad
presentes en las cruzas artificiales de papaya con
Ve. Con tal fin, Dinesh et al. (2007) aplicaron una
solucidn de sacarosa al 5% en los estigmas florales
antes de la polinizacion manual; con ello, lograron
obtener semillas hibridas al cruzar variedades de
papaya Surya y Pusa Dwarf con Ve; el 71.1% de las
flores polinizadas produjeron frutos y desarrollaron
13.7 semillas F, en promedio. La confirmacion de
que las semillas eran hibridos interespecificos se
realizo a través del uso de marcadores moleculares
tipo ISSR. Posteriormente, Dinesh et al. (2013),
generaron un esquema de seleccion a partir de la
cruza C. papaya var. Arka Surya x Ve (Figura 3),
con avances alentadores (Yanthan et al., 2017).

Por su parte, Jayavalli et al. (2011, 2012) reali-
zaron cruzas de Ve con nueve variedades de papaya
de la India; también aplicaron soluciones de saca-
rosa al 5% y en combinacién con cloruro de Calcio
y Boro. Del total de flores polinizadas (n=1197),
el 25.7% desarrollaron frutas. Cada fruta tuvo 2.3
semillas hibridas en promedio y del total de semillas
germinaron el 58.1%. Estas plantas F desarrollaron
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evaluated 1,778 F, plants inoculated with PRSV-P
and found that 30.7% did not show virus infection
symptoms after 27 days; therefore, according to
the severity scale, they were considered resistant;
the remaining percentage of plants were classified
as susceptible and highly susceptible. When the
resistant plants were taken to the greenhouse and
evaluated up to 270 after inoculation, plants from
the cross between Pusa Nanha x Ve were found to
be resistant- and intermediate resistant.

Jayavalli et al. (2015) also studied an F,
generation from crosses CO7 x Ve, Pusa Nanha x
Ve 'y CP50 x Ve. For this purpose, they inoculated
683 plantlets of the three crosses with PRSV-P, and
found that 12.8% did not show infection symptoms,
but in a virus detection trial using DAS-ELISA
they obtained low absorbance values (< 0.24). In a
CO7 x Ve cross, they obtained resistant plants in a
15:1 ratio (susceptible:resistant), while in the other
two crosses (Pusa Nanha x Ve and CP50 x Vc), the
resistant plants segregated in a 13:3 ratio.

The genetic structure proposed by Jayavalli ef
al. (2015), where they suggested that the presence
of two dominant genes may explain such ratio of
susceptible individuals, is shown in Table 1. They
pointed out that there was no segregation in a 3:1
ratio as in the Mendelian inheritance. Also, the ratios
observed indicate that there are multiple alleles in
both species that when interacting produce genetic
combinations associated with the PRSV-P virus.

CONCLUSIONS

Studies on virus resistance have been mainly
focused on PRSV-P due to its capacity to reduce
papaya commercial yields. PapMV had not been
fully addressed because of its low economic impact
in papaya crops, but based on the evidence of co-
infection and its effects on the severity of symptoms
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Figura 3. Esquema de cruzas entre especies de Vasconcellea con Carica papaya, para desarrollar lineas tolerantes a la virosis.
Importante el uso de marcadores de ADN para confirmar los hibridos intergenéricos y pruebas de ELISA para
estimar el nivel de carga viral en el tejido de las plantas. Elaborado con base en Dinesh ez al. (2013) y Kumar y

Tripathi (2016). X= Cruza, X*= Retrocruza.

Figure 3. Scheme of crosses between Vasconcellea and Carica papaya species to develop lines tolerant to virus infections. It
is important to use DNA markers to confirm intergeneric hybrids, and ELISA tests to estimate the level of viral
charge in the tissue of the plants. Based on Dinesh ez al. (2013) and Kumar and Tripathi (2016). X= Cross, X*=

Backcross.

y se inocularon artificialmente con PRSV-P, de las
cuales el 23.6% no mostr6 sintomas de virus, pero
el restante porcentaje mostré mosaico y deforma-
cion en las hojas meristematicas, con lo cual de-
terminaron que el mejor hibrido intergenérico fue
Pusa Nanha x Ve.
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and damage to papaya crops, it is important to
integrate PapMV in studies on virus resistance in
Mexico.

Considering the importance of papaya crops
and yield reductions attributable to PRSV-P and
PapMV in Mexico, alternatives for developing
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Asi mismo, Sudha et al. (2013), evaluaron la
generacion F, de las cruzas de Ve con las varie-
dades Pusa Nanha, CP50 y CO7; inocularon 700
plantas F, con PRSV-P, el 46% de ellas no mostrd
sintoma alguno de virosis. Considerando los dias
transcurridos a partir de la inoculacion hasta la apa-
ricion de sintomas y la severidad de los mismos, la
mejor familia F, procedi6 de la cruza Pusa Nanha x
Ve. En la generacion F,, evaluada por Sudha et al.
(2015), se inocularon 1778 plantas con PRSV-P de
las cuales el 30.7% no mostraron sintomas de viro-
sis después de 27 dias, y se consideraron resistentes
de acuerdo con la escala de severidad; el porcentaje
restante de plantas se clasificaron como suscepti-
bles y altamente susceptibles. Al llevar las plantas
resistentes a un invernadero y evaluarse hasta los
270 dias después de la inoculacion, aquellas plan-
tas derivadas de la cruza Pusa Nanha x V¢ fueron
resistentes y medianamente resistentes.

La generacion F, de las cruzas: CO7 x V¢, Pusa
Nanha x Ve y CP50 x Ve, también fue estudiada
por Jayavalli et al. (2015). Para ello inocularon 683
plantulas de las tres cruzas con PRSV-P, encontran-
dose que el 12.8% de ellas no presentaron sintomas
y en el ensayo de deteccion de virus con la técnica
DAS-ELISA tuvieron bajos valores de absorbancia
(<0.24). En la cruza CO7 x Ve se obtuvieron plan-
tas resistentes en proporcion 15:1 (susceptibles:
resistentes), mientras que en las otras dos cruzas
(Pusa Nanha x Ve y CP50 x Vc) las plantas resis-
tentes segregaron en proporcion 13:3.

La estructura genética propuesta por Jayavalli
et al. (2015), mediante la cual dedujeron que son
dos genes dominantes los que estarian explican-
do esa proporcion de individuos susceptibles, se
muestra en el Cuadro 1. Ademas, sefialan que no
hubo segregacion en proporcion 3:1 como ocurre
en la herencia mendeliana. En adicién, las propor-
ciones observadas indican que hay multiples alelos
en ambas especies que, al interaccionar, dan lugar a
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varieties resistant to these viruses are required.
Given the restrictions on using transgenic papaya
varieties, an alternative is genetic improvement
by making crosses between C. papaya lines and
species of the Vasconcellea genus as donors for
resistance to viruses, especially V. cauliflora that is
naturally distributed across Mexico. It gives also
an opportunity to include this kind of research in
a genetic improvement program that can meet the
demandofnon-transgenicresistantvarieties, through
direct crosses or establishing a bridge to transfer
virus-resistance genes using the interspecific triple
cross among V. cundinamarcensis X V. parviflora x
C. papaya to develop virus-resistant hybrids.

End of the English version ~~——~—~—~—

combinaciones genéticas relacionadas con la resis-
tencia al virus PRSV-P.

CONCLUSIONES

Los estudios de resistencia a virus se han cen-
trado principalmente en el PRSV-P, debido a su
efecto en reducir el rendimiento comercial del fru-
to. Mientras que PapMV no ha tenido gran auge
en este tipo de investigaciones por su bajo impacto
econdmico en el cultivo; sin embargo, con la evi-
dencia de la co-infeccion y sus efectos en la seve-
ridad de los sintomas y dafios, es importante incor-
porar a PapMV en el estudio de resistencia a virosis
en México.

Considerando la importancia del cultivo de pa-
paya y la disminucion en el rendimiento atribuido
al PRSV-P y PapMV en México, se requieren de
alternativas para el desarrollo de variedades re-
sistentes a estos virus. Dadas las restricciones del
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Cuadro 1. Estructura genética de variedades de C. papaya, de V. cauliflora y de sus poblaciones segregantes en funcion de la

reaccion al virus PRSV.

Table 1. Genetic structure of C. papaya and V. cauliflora varieties and of their segregant populations in terms of their reac-

tion to PRSV.
Parentales C. papaya var. CO7 V. cauliflora C. papaya V:érls).sl(’)usa Nanha y V. cauliflora
Genotipo de los parentales SSSS, S,S,8,8, S.S;s.s, $;8,S,S,

S,_S,_ (9 susceptibles)
S,_s,s, (3 susceptibles)
s,5,S, (3 susceptibles)

$,8,8,8, (1 resistente)

Genotipos en la generacion F,
(proporcion)

S, S, (9 susceptibles)
S, s,s, (3 susceptibles)
s,8,S, (3 resistentes )

s,8,5,S, (1 susceptible)

Fuente: elaborado a partir de Jayavalli ez al. (2015) / Source: Adapted from Jayavalli et al. (2015).

uso de variedades de papaya transgénica, se tiene
la alternativa del mejoramiento genético a través
del cruzamiento de lineas de C. papaya con espe-
cies del género Vasconcellea como donadoras de
la resistencia a virus; en especial, V. cauliflora que
se distribuye naturalmente en México. Ademas, es
una oportunidad de insertar este tipo de investiga-
ciones en un programa de mejoramiento genético
que pueda atender la demanda de variedades resis-
tentes no transgénicas, mediante cruzas directas o
estableciendo un puente de transferencia de genes
de resistencia al virus al usar la cruza triple interes-
pecifica: V. cundinamarcensis x V. parviflora x C.
papaya, y de esta forma obtener hibridos resisten-
tes a la virosis.
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Resumen. La sintomatologia producida por los
virus en las plantas enfermas fue la primera forma
de detectar e identificar los virus que las afectaban
y los nombraron de acuerdo a la sintomatologia que
producian. El uso de plantas diferenciales infecta-
das mediante transmision mecanica, por injerto o
vectores, amplio la capacidad de detectar e identi-
ficar muchos de los virus fitopatogenos y también
llevé a confundir con virosis otras enfermedades
causadas por otros agentes infecciosos. La detec-
cion por serologia usa la interaccion de la proteina
viral como antigeno contra los anticuerpos produ-
cidos contra ellos por un vertebrado. Los prime-
ros métodos serologicos usados para la deteccion
viral fueron de precipitacion antigenos-anticuerpo
en medio liquido, seguido por la doble difusion en
agar y finalmente por el ensayo de inmunoabsor-
cion ligado a enzima, muy econdémico en el uso de
reactivos, muy sensible y usa un medio solido de
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Abstract. The symptoms caused by viruses
in diseased plants were the first way to detect
and identify the viruses that affected them and
named them according to the symptoms they
produced. The use of differential plants infected
by mechanical transmission, by grafting or vectors,
increased the ability to detect and identify many
of the phytopathogenic viruses and also led to
confounding other diseases caused by other
infectious agents with viruses. Serology detection
uses the interaction of the viral protein as an antigen
against the antibodies produced against them by a
vertebrate. The first serological methods used for
viral detection were antigen-antibody precipitation
in liquid medium, followed by agar double diffusion
and finally by enzyme-linked immunosorbent
assay, very economical in the use of reagents, very
sensitive and uses a Solid medium for antigen or
antibody immobilization which may be different
plastics or membranes. Detection of viral nucleic
acid by nucleic acid hybridization or polymerase
chain reaction is more sensitive than serology, and
the latter method combined with second generation
sequencers (Next Generation Sequencing) have
revolutionized detection of viruses in plants.

Key words: Detection of viruses, differential

plants, serology, ELISA, nucleic acid hybridization,
PCR, NGS.

591



REvisTA MEXIcANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLry BiLINGuAL

inmovilizacion del antigeno o del anticuerpo que
pueden ser diferentes plasticos o membranas. La
deteccion del acido nucleico viral mediante el mé-
todo de hibridacion de acidos nucleicos o por la re-
accion en cadena de la polimerasa es mas sensible
que la serologia y éste tltimo método combinado
con los secuenciadores de la segunda generacion
(Next Generation Sequencing) han revolucionado
la deteccion de virus en los vegetales.

Palabras clave: Deteccion de virus, plantas dife-
renciales, serologia, ELISA, hibridacion de acidos
nucleicos, PCR, NGS.

INTRODUCCION

A diferencia de otros patdogenos vegetales, el
manejo de las enfermedades virales, basados en
métodos directos, como el uso de viricidas para su
control, no se han desarrollado a la fecha, por lo
tanto, las enfermedades virales se combaten con
estrategias indirectas, como el combate al insecto
vector, eliminacion las plantas enfermas, evitar la
siembra de semillas infectadas. Por lo anterior, los
métodos de deteccion e identificacion de virus son
criticos para el manejo de las enfermedades vira-
les. Los métodos de deteccion deben de ser lo mas
convenientes, efectivos, especificos y rapidos (Joo-
jinJ. 2014) y son reconocidos como el instrumento
basico de la virologia, porque la exactitud de los
estudios dependen directamente de la sensibilidad
de éstas técnicas (Salazar 1995).

Los virus han co-evolucionado por millones de
afnos hospedando a los tres dominios de las formas
vivientes, arqueobacterias, Bacterias y Euca-
riotes (Gergerich y Dolja 2006), sin embargo
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INTRODUCTION

Unlike other plant pathogens, the management
of viral diseases based on direct methods for their
control, such as the use of virucides, have not been
developed to date. Therefore, viral diseases are
fought with indirect strategies, such as fighting
the vector insect, eliminating diseased plants, or
avoiding the planting of infected seeds. Because
of this, the methods to detect and identify viruses
are crucial for handling viral diseases. Detection
methods must be as convenient, effective, specific,
and quick as possible (Joo-jin J. 2014) and are
acknowledged as the basic instrument of virology,
because the accuracy of the studies depend directly
on the sensitivity of these techniques (Salazar
1995).

Viruses have coevolved for millions of
years, hosting the three domains of life forms,
achaebacteria, Bacteria, and Eukaryotes (Gergerich
and Dolja 2006); however, their knowledge is very
recent. Studies on viruses begins with the works
by Mayer in 1886, who mechanically transmitted
the Tobacco Mosaic Virus (TMV) from a diseased
plant to a healthy plant; Iwanowski, in 1892, proved
that the sap of these plants remained ineffective
after being bassed through a porcelain bacteria-
proof filter, and Beijerinck, in 1898, discovered the
causal agent as “Contagium vivum fluidum”, and
first introduced the word “virus” to differentiate
it from the contaigous corpuscular fuid containing
bacteria or fungal spores, thus giving rise to the
science of Virology (Hull R. 2014). Ever since
then, researchers have searched for a way to study
viruses to detect them in their hosts, identify, and
classify all new viruses that were being discovered
in this emerging branch of science.
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su conocimiento es muy reciente, el estudio de
los virus comienza con los trabajos de Mayer en
1886, quien trasmitidé mecanicamente el Tobacco
mosaic virus (TMV) de planta enferma a planta
sana; Iwanowski en 1892, demostr6 que la savia
de dichas plantas, seguia infectiva después de pasar
por un filtro de porcelana a prueba de bacterias y
Beijerinck en 1898 fue quien describio al agente
causal como “Contagium vivum fluidum”, e intro-
dujo por primera vez la palabra “virus”, para di-
ferenciarlo del fluido contagioso corpuscular que
contenia bacterias u esporas de hongos, dando asi,
inicio a la ciencia de la Virologia (Hull R. 2014).
Desde ese entonces, los investigadores han busca-
do como estudiar los virus para poderlos detectar
en sus hospederos, identificar y clasificar todos los
virus nuevos que se fueron descubriendo en ésta
naciente rama de la ciencia.

Deteccion por Sintomatologia

La sintomatologia producida por los virus en las
plantas, fue la primera forma de detectar e identifi-
car los virus a finales del siglo XIX y su nombre fue
asociado con los sintomas que producia, por ejem-
plo: Tobacco mosaic virus (TMV), Papaya rings-
pot virus (PRSV), etc., sin embargo muy pronto se
dieron cuenta los investigadores, que muchas va-
riantes del mismo virus producian sintomas muy
diferentes y por otro lado, muchos virus diferentes
producian sintomas muy similares y aunado a ello,
las plantas también exhibian sintomas parecidos a
virosis como respuesta a condiciones desfavora-
bles del clima, balance nutricional de minerales del
suelo, infecciones por patdégenos no virales, dafno
causado por insectos, acaros, nematodos. Aunque
la sintomatologia proveia una vital informacién so-
bre las enfermedades virales, se requeria mucha ex-
periencia de campo para tomar decisiones basados
solo por la sintomatologia para identificar un virus,
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Detection by symptoms

The symptoms produced by the viruses in the
plants was the first way to detect and identify
viruses in the late 19th Century, and their names
were related to the symptoms it produced, such
as the Tobacco mosaic virus (TMV), the Papaya
ringspot virus (PRSV), etc. However, scientists
soon realized that many variants of the same
virus produced very different symptoms, and on
the other hand, many different viruses produced
very similar symptoms, and in addition, plants
also presented symptoms similar to a virosis as
a response to unvaforable weather conditions,
nutient balances in soil minerals, infections by non-
viral pathogens, damage caused by insects, mites,
or nematodes. Although the symptmos provided
crucial information on viral diseases, much field
experience was required to make decisions based
only on symptoms to identify a virus. Generally,
field inspections must be accompanied by other
tests for the correct diagnosis of a viral infection
(Naida and Hughes. 2001).

During the period between 1900 and 1935,
there was more attention on the description and
identification by the symptoms of the disease,
both macroscopically and by abnormalities caused
inside the cells observed under light microscopes,
called viral inclusions. These were the only aspects
that could be studied with the techniques at hand.
All was confusing, and the only fact scientists had
about viruses was that they were very small and
caused diseases. In 1929, Holmes showed that
local lesions produced by mechanical inoculation
in certain hosts could be used to count the amount
of infective viruses. This technique helped study
come of the properties of viruses, such as the point
of thermal inactivation, point of maximum dilution,
and in vitro longevity, and it paved the way for the
future isolation and purification of the viruses.
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generalmente es necesario que las inspecciones de
campo sean acompafiadas por otras pruebas para la
correcta diagnosis de una infeccion viral (Naida y
Hughes. 2001).

Durante el periodo (1900 al 1935) la atencion
fue enfocada a la descripcion e identificacion por
la sintomatologia de la enfermedad, tanto macros-
copicamente, como anormalidades ocasionadas
dentro de las células vistas con microscopia de luz,
llamadas inclusiones virales. Estos eran los uni-
cos aspectos que se podian estudiar con las técni-
cas que tenian disponibles; todo era confusion, lo
Unico que se sabia de los virus, era que éstos eran
muy pequefios y causaban enfermedades. Holmes
en 1929 demostré que las lesiones locales produci-
das por inoculacion mecanica en ciertos huéspedes,
podia ser usado para cuantificar cuantitativamente
la cantidad de virus infectivos, esta técnica permi-
ti¢ estudiar algunas de las propiedades de los virus,
como: Punto de inactivacion térmica, punto de di-
luciéon maxima y longevidad in vitro y facilito el
camino para el futuro aislamiento y purificacion de
los virus.

Usando la técnica de trasmision mecanica, mu-
chas de las enfermedades de los vegetales ocasio-
nados por virus filtrables fueron descritas de 1900 a
1935, sin embargo, pronto se encontrd que muchas
enfermedades con sintomas similares a enferme-
dades virales, no se trasmitian mecanicamente y el
criterio de filtrabilidad no se podia aplicar, sin em-
bargo su naturaleza infecciosa se podia comprobar
por transmision por injerto o por vectores, en esa
forma, muchas de las enfermedades si fueron cau-
sadas por virus que no se trasmitian mecanicamen-
te, pero muchas otras, con sintomas de amarilla-
mientos o escobas de bruja, que fueron atribuidas
a virus, después se comprobd, que eran causadas
por Fitoplasmas o Spiroplasmas u otras bacterias
no cultivables y no trasmisible mecanicamente.
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Using the mechanical transmission technique,
many of the plant diseases caused by filterable
viruses were described between 1900 and 1935,
although it was soon found that many diseases
with symptoms similar to viral diseases were not
mechanically transmitted and the filterability
criterion could not be applied. However, its
infectious nature could be proven by transmission
by grafting or by vectors. In this way, many of
the diseases were caused by viruses that were not
mechancially transmitted, but many others, with
symptoms of yellowing or witch’s broom, that
were attributed to viruses, although it was later
proven that they were caused by phytoplasms or
Spiroplasms or other non-cultivable bacteria and
not mechanically transmissible.

Detection with differentiated plants

In 1931, Smith worked with viruses on potatoes
and proved that the symptoms could be caused
by the combination of several viruses, and in this
way, by using differential plants and transmission
by insects, he was able to separate Potato virus X
(PVX) from Potato virus Y (PVY). By transmitting
the latter with the aphid Myzus persicae that did
not transmit PVX and by mechanical inoculation
in Datura stramonium he separated PVX, since
this plant is immune to virus Y. In this way, he
was able to work with pure viruses to determine
their host ranges, and for the first time, was able
to observe the differences in the virulence of the
isolations of one same virus due to the differences
in symptoms produced. Until that moment, the use
of differential plants and their range of hosts, using
mechanical inoculation or by grafting o with the
use of vectors, was the only way to identify viruses
in plants. Tables 1, 2, and 3 show the different
symptoms in the differential plants that were used to
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Deteccion por Plantas diferenciales

En 1931 Smith trabajé con virus en papa y de-
mostro que la sintomatologia podia ser causada
por la combinacion de varios virus, en esta forma,
utilizando plantas diferenciales y transmision por
insectos, pudo separar el Potato virus X (PVX) del
Potato virus Y (PVY), al trasmitir éste Gltimo me-
diante el afido Myzus persicae que no trasmitia el
PVX y por inoculacion mecénica en Datura stra-
monium separd el virus PVX, porque ésta planta es
inmune al virus Y; en ésta forma pudo trabajar con
virus puros, para determinar su rango de hospede-
ros y por primera vez pudo observar las diferencias
en virulencia de los aislamientos de un mismo virus
por las diferencias en la sintomatologia producida.
Hasta ese momento, el uso de plantas diferencia-
les y su rango de hospederos, usando inoculacién
mecanica o por injerto o mediante el uso de vec-
tores, era la unica forma de identificar los virus
en vegetales. En los Cuadros 1, 2 y 3 se observan
los diferentes sintomas en las plantas diferenciales

Cuadro 1. Rango de hospederos y sintomatologia para el
diagndstico del PRSV (tres semanas postinocu-
lacion).

Table 1. Range of hosts and symptoms for the diagnosis of

the PRSYV (three weeks postinoculation).

Nombre cientifico Smtomatollog’;laf
Local Sistémica
Carica papaya MC DF, A, M
Cucumis melo ns ns
Cucumis sativus ns ns
Nicotiana debnyii ns ns
Nicotiana glutinosa ns ns
N. tabaccum cv. Samsum ns ns
Chenopodium quinoa LL ns
Ch. amaranticolor ns ns
Datura stramonium ns ns

*MC= Mancha clorética; DF= Distorsion foliar; A= Achapa-
rramiento; M= Mosaico; LL= Lesiones locales; ns= No sinto-
mas / *MC= Chlorotic spot; DF= Foliar distortion; A= Stunt-
ing; M= Mosaic; LL= Local lesions; ns= No symptoms.
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identify the Papaya ringspot virus (PRSV), for the
Cucumber Mosaic Virus (CMV) (Kelaniyangoda
and Madhubashini 2008), and 10 different viruses
in potatoes (Salazar 1995). In this way, symptom
comparison charts were drawn so all viruses could
be identified, using mechanical transmission or by
vectors or grafting. The use of differential plants
to detect viruses is still common in several fruit
trees such as citrus, pome, and rosaceae plants
(Roistacher 1991).

Detection by serology

The birth of serology for the identification of
viruses that affect plants began with the discovery
by Beale in 1928, who showed that the plants
infected by the Tobacco mosaic virus (TMV)
contained a specific antigen, different to those of
the healthy plant, when both saps were injected
into different rabbits. Later, in 1933, Gratia showed
that plants infected with different viruses contained

Cuadro 2. Rango de hospederos y sintomatologia para

diagnoéstico del CMV.
Table 2. Range of hosts and symptoms for the diagnosis of
CMV.
. Sintomatologia®
Nombre cientifico .
Local Sistémica
Nicotiana glutinosa ns ns
N. tabaccum cv. White burley ns ns
Capsicum annum ns DF, M
Nicotiana debnyii ns ns
N. tabaccum cv. Xanthi ns ns
Datura stramonium ns M
Solanum melongena ns DF, Mot
Chenopodium quinoa LL ns
Gomphrena globosa LL ns
Physalis floridana ns ns
Cucumis sativus ns ns

*DF= Distorsion foliar, MC= Manchas cloroticas; Mot= Mo-
teado; M= Mosaico; LL= Lesiones locales; ns= No sintomas
/ *DF= Foliar distortion; MC= Chlorotic spots; Mot= Dotted;
M= Mosaic; LL= Local lesions; ns= No symptoms.
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Cuadro 3. Rango de hospedantes para el diagnéstico bioldgico de algunos virus de la papa (Solanum tuberosum).
Table 3. Range of hosts for the biological diagnosis of some viruses in potatoes (Solanum tuberosum).

Virus

Huesped PVX PVY PVA PRLV

PVS PVM PVT APMV APLV  PMTV

-
“

Nicotiana tabaccum
N. develandi

N. glutinosa

N. devneyi

Physalis floridana L
Solanun lycopresici
Datura stramonium
D. metel

Gonphrena globosa
Chenopodium quinoa
Ch. Amaranticolor
Phaseolus vulgaris
Clon de papa A6

v wnwn
nwnunnwn

S L,S

ot vnynn
1
1
1

—

—

—
1

*L= Lesion local y S= Lesion sistémica; --= Ausencia de sintomas. PLRV fue inoculado por afidos o injerto, el resto, por inoculacion
mecanica / *L= Local lesion; S= Systemic lesion; --= absence of symptoms. PLRV was inoculated by aphids or grafting, and the

rest, by mechanical inoculation.

que eran utilizados para la identificacion de Papa-
ya ringspot virus (PRSV), Cucumber mosaic virus
(CMV) (Kelaniyangoda and Madhubashini 2008),
y 10 diferentes virus en papa (Salazar 1995), en esa
forma se realizaban cuadros comparativos de sin-
tomas para todos los virus que podian ser identifi-
cados, utilizando trasmision mecanica, vectores o
por injerto. La deteccion de virus mediante plantas
diferenciales se sigue utilizando en muchos fruta-
les como citricos, pomaceos y rosaceos (Roistacher
1991).

Deteccion por Serologia

El nacimiento de la serologia para la identifica-
cion de los virus que afectan a los vegetales comen-
706 con el descubrimiento de Beale en 1928 demos-
trando que las plantas infectadas por el Tobacco
mosaic virus (TMV) contenian un antigeno especi-
fico diferente a los de la planta sana, cuando ambas
savias eran inyectadas en conejos diferentes, poste-
riormente Gratia en 1933, demostr6 que las plantas
infectadas con diferentes virus, contenian antigenos

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2017

different specific antigens, and finally, Chester, in
1935 and 1936, showed that the different TMV and
PVX isolations could be told apart serologically
(Hull R 2004).

As progress was being made in the
methodology for the purification of viruses,
mainly with the discovery by Brakke (1951 and
1953) of centrifugation in differential gradients
using different concentrations of lithium chloride,
caesium chloride ot sulphate, and later, with
the development of centrifugation in sacarose
gradients of 10 to 40%, on which the infective sap
was formed, (Lister, 1966 and 1968), the virus was
separate, forming a strip, in which its density would
equal the density of the sacarose. With the purified
viruses, the specific antisera were formed for each
of the purified viruses that already helped for the
differential identification of the different viruses
that affected plants.

The first serological methods used to detect
and identify plant viruses were by reacting to the
antibodies and the viruses (antigens) in liquid media
and forming precipitates that could be viewed
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especificos diferentes y por ultimo Chester en 1935
y 1936 demostré que diferentes aislamientos de
TMYV y del PVX podian ser distinguidos serologi-
camente (Hull R 2004).

Conforme se fue avanzando en la metodologia
para la purificacion de los virus, principalmente
con el descubrimiento de Brakke (1951 y 1953) de
la centrifugacion en gradientes diferenciales usan-
do diferentes concentraciones de cloruro de litio,
cloruro o sulfato de cesio y posteriormente, con el
desarrollo de la centrifugacion en gradientes de sa-
carosa de 10% al 40%, sobre el cual se colocaba
la savia infectiva (Lister, 1966 y 1968), el virus se
separaba formando una banda donde su densidad
igualara a la densidad de la sacarosa. Con los virus
purificados se produjeron los antisueros especificos
para cada uno de los virus purificados y que servian
ya, para la identificacion diferencial de los diferen-
tes virus que afectaban a los vegetales.

Los primeros métodos seroldgicos utilizados
para la deteccidn e identificacidon de virus vegetales
fueron reaccionando los antisueros y los virus (an-
tigenos) en medios liquidos y formando precipita-
dos que podian ser observados a simple vista. Las
particulas virales son polivalentes, esto es, cada
particula viral puede reaccionar con varias molé-
culas del anticuerpo que es divalente, esta reaccion
forma una estructura latice que al crecer forma el
precipitado visible (Mattews 1970), a ésta reaccion
se le llama “de precipitacion”, la reaccion de agluti-
nacion de cloroplastos y de otros organelos celula-
res es cuando se hace reaccionar una gota de savia
infectiva de una planta cuyo virus no se conoce con
una gota de antisueros especificos de virus conoci-
dos, colocadas en un portaobjeto y observada la re-
accion bajo microscopio de diseccion. La union de
los anticuerpos con las particulas virales formaba
una trama (estructura latice) que en su entrelazado
precipita junto a cloroplastos y otros organelos ce-
lulares (Kleczkowski 1965).
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by the naked eye. Viral particles are polivalent,
meaning that each viral particle can react with
several molecules of the antibody that is divalent.
This reaction forms a lattice structure that forms
the visible precipitate during growth (Mattews
1970). This is called a “precipitation” reaction. The
reaction of the agglutination of chloroplasts and
other cell organelles is when a drop of infective sap
of a plant with an unknown virus is made to react
with a drop of specific antisera of known viruses,
placed in a tray, and observed under a dissection
microscope. The union of the antibodies with the
viral particles formed a structure (lattice) that, in its
weaving, precipitates, along with chloroplasts and
other cell organelles (Kleczkowski 1965).

Another widely used method in the 1960’s and
1970’s was double diffusion in agar, a method
carried out on trays or Petri dishes, with great
advantages such as the following: (i) the mixtures
of the molecules of the antigens and antibodies
are physically separated due to their degree of
diffusion in the gel, and (ii) several antigens or
antibodies can be compared, placed in neighboring
cells on the same tray or sheet (Ouchterlony
1962). The antigens and antibodies diffuse one
against the other in the agar, and after a while, a
precipitation zone is formed when they reach an
acceptable concentration, which can be visible to
the naked eye, or by staining with protein dyes and
photographed (Figure 1). The diffusion of the viral
antigen in the agar depends strongly on the size
and shape of the virus. Isometric viruses diffuse
in a satisfactory manner, although rod-shaped
viruses diffuse slower or not at all. Splitting by
sonification helps the diffusion in agar of the latter
and the formation of the precipitate (Tomlinson
and Walkey 1967). The main disadvantage of these
models is the large volume of antiserum used in
each detection reaction.
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Otro método muy utilizado en la década de los
1960 y 1970 fue la doble difusion en agar, las gran-
des ventajas de éste método llevado a cabo en por-
taobjetos o cajas de Petri son: (i) las mezclas de
las moléculas de los antigenos y anticuerpos estan
fisicamente separados, por su diferente grado de di-
fusion en el gel y (ii) se pueden comparar varios an-
tigenos, o anticuerpos, colocados en celdas vecinas
en una misma placa o cubreobjeto (Ouchterlony
1962). Los antigenos y los anticuerpos difunden
uno en contra del otro en el agar y después de un
tiempo se forma una zona de precipitacion cuan-
do alcanzan una concentracién aceptable, la cual
puede ser visible a simple vista o con tincidon de
proteinas y fotografiada (Figura 1). La difusion del
antigeno viral en el agar depende fuertemente del
tamano y forma del virus, los isométricos difunden
satisfactoriamente pero los de varilla difunde mas
lento o no difunden, el rompimiento por sonifica-
cion ayudan a la difusion en el agar de éstos ulti-
mos y la formacién del precipitado (Tomlinson y
Walkey 1967). El principal inconveniente de estos
métodos, es el gran volumen de antisuero que se
usa en cada reaccion de deteccion.

Los métodos de deteccion seroldgica de precipi-
tacion en medio liquido fueron usados por aproxi-
madamente 20 afios y fueron progresivamente sus-
tituidos por los métodos de ensayo de inmunoab-
sorcion ligado a enzimas (enzyme-linked immuno-
sorbent assay) o ELISA por sus siglas en inglés.
Clark y Adams (1977) mostraron que el método de
ELISA en placa podia ser efectivamente aplicado
a la deteccion de virus vegetales, desde ése tiempo
a la fecha, dicho método ha sido ampliamente usa-
do. Muchas variantes del procedimiento basico han
sido desarrolladas con el objetivo de optimizar la
prueba para propdsitos particulares.

El método es muy econéomico en el uso de los
reactivos y rapidamente adaptado a las mediciones
cualitativas y cuantitativas. Puede ser aplicado a
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Figura 1. Se enfrentan antigenos y anticuerpos colocindo-
los en hoyos o pozos circulares adyacentes hechos
en la agarosa para que formen lineas de precipi-
tacion entre ellos. Tomado de: http://mesaS4din-
muno.blogspot.mx/2009/05/tecnicas-inmunologi-
cas.html.

Figure 1. Antigens and antibodies confront each other
when placing them in circular adjacent holes or
wells made in the agarose so they form precipi-
tation lines between them. Taken from: http://
mesaS4dinmuno.blogspot.mx/2009/05/tecnicas-
inmunologicas.html.

methods  of
precipitation in liquid media were used for
approximately 20 years and progressively replaced
by enzyme-linked immunosorbent assays, or
ELISA. Clark and Adams (1977) showed that the
ELISA method could be effectively applied to the
detection of plant viruses. From that moment to date,

The serological detection

this method has been widely used. Many variants
of the basic procedure have been developed in an
attempt to optimize the test for particular purposes.

The method is very cost-effective in the use of
the reagents, and quickly adapted to qualitative
and quantitative measurements. It can be applied
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virus de varios tipos de morfologia y de prepara-
ciones purificadas o de extractos crudos (Figura
2). Es muy sensible, pudiendo detectar concentra-
ciones de 1 — 10 ng/ml. Los métodos aplicables de
ELISA mas comunes son: ELISA en placa; ELI-
SA en membrana (immunobloting) empleando ya
sea antisueros policlonales o monoclonales; inmu-
noadsorcion-microscopia electronica (ISEM por
sus siglas en inglés) e inmunocromatografia o tiras
reactivas ( Immunochromatographic or Strip Tests)
(Hull, R 2014).

to viruses of several types of morphologies and
purified preparations or raw extracts (Figure 2). It
is very sensitive, since it can detect concentrations
of 1 — 10 ng/ml. The most common applicable
methods of ELISA are: ELISA on plates; ELISA
on membranes (immunobloting), using polyclonar
or monoclonal antisera; Immunosorbent Electron
Microscopy (ISEM) and immunochromatographic
or Strip Tests (Hull, R 2014).

The most commonly used Plate ELISA types
in plant pathology are: double antibody sandwich

Figura 2. Chile jalapeiio afectado por la sinergia del Cucumber mosaic virus (CMV) y del Tobacco etch virus (TEV), de-
tectados por la técnica de ELISA en placa, en un barrido (screening) para los 13 virus mas comunes utilizando el
macerado de la planta infectada.

Figure 2. Jalapeiio peppers affected by the synergy of the Cucumber mosaic virus (CMV) and the Tobacco etch virus (TEV),
detected by the plate ELISA technique, in a screening for the 13 most common viruses using the macerate of the
infected plant.
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Los tipos de ELISA en placa de uso mas comun
en patologia vegetal son: ELISA de sandwich de
doble anticuerpo (DAS.- double antibody sand-
wich), ELISA de sandwich de triple anticuerpo
(TAS.-Triple antibody sandwich) y ELISA de placa
sensibilizada con antigeno (ACP.- antigen coated
plate) (Figura 3).

Los métodos de ELISA en membrana en sus
formas mas comunes, inmuno-gota (immuno dot)
e inmuno-impresion (immuno printing), es la im-
presion en una membrana de nitrocelulosa o nylon
de una microgota (aplicada en microlitros) de un
macerado vegetal o la impresion de un corte de una
hoja, peciolo, tallo u otro tejido vegetal, directa-
mente sobre la membrana respectivamente. En los
métodos de ELISA en placa, el desarrollo del color
se realiza con un sustrato soluble y en la ELISA en
membrana, se sustituye por un sustrato precipitante
que es insoluble y que se adhiere a la membrana y
su lectura se realiza a simple vista o con un densi-
tometro de reflectancia.

La impresion directa del tejido en la membrana
(inmuno-impresidn) tiene varias ventajas: 1).- da
una informacion detallada de la distribucion del
virus en el tejido; 2).- no es requerido el macerado
de tejidos y por ende, no se diluyen los virus res-
tringidos a ciertos tejidos, con el aumento 16gico
de su sensibilidad; 3).- la técnica es perfectamente
aplicada a muestras de campo y la inmuno-impre-
sion puede realizarse directamente en el campo, sin
necesidad de llevar la colecta de muestras al labo-
ratorio. En la ELISA de inmuno-adsorcién-micros-
copia electronica (ISEM por sus siglas en inglés),
aumenta significativamente la sensibilidad de la
deteccion del virus bajo microscopio electronico.

La inmunocromatografia o tira reactiva, es la
prueba rapida mas utilizada en la actualidad para
la deteccion de innumerables patogenos vegetales
y es producido por la mayoria si no es que todos de
los proveedores internacionales de kits de diagnos-
tico. Existen inmunotiras para detectar decenas de
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Figura 3. Representacion esquematica de los tipos de ELI-
SA mas usados en fitopatologia.

Figure 3. Schematic representation of the most commonly
used types of ELISA in plant pathology.

ELISA (DAS), Triple antibody sandwich ELISA
(TAS), and antigen coated plate ELISA (ACP)
(Figure 3).

The ELISA methods on membranes in its most
common methods, immuno dotand inmuno printing,
is printing on a nitrocellulose or nylon membrane
of one microdrop (applied in microliters) of a plant
extract or the print of a cut of a leaf, petiole, stem,
or other plant tissue, directly on the membrane,
respectively. In the ELISA methods on plates, the
color is developed with a soluble substrate, and
on the ELISA on membranes, it is replaced by a
precipitant substrate that is insoluble and adheres
to the membrane and it is read with the naked eye
using a reflectance densitometer.
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patogenos vegetales que son utilizadas directamen-
te por los agricultores en pruebas rapidas de campo,
cuyos resultados se obtienen en minutos de realiza-
da la prueba (Figura 4). La serologia sigue siendo
en la actualidad, atreves de los diversos tipos de
ELISA, los métodos de diagnostico mas utilizados
para la deteccidon de virosis en humanos, animales
y vegetales.

Aunque los métodos seroldgicos son los mas
utilizados en diagnosis de virus, tienen ciertas des-
ventajas. Son basados en las propiedades antigéni-
cas de la cubierta proteica de los virus, la cual re-

The direct printing of the tissue on the membrane
(immuno printing) has several advantages: 1).- it
provides detailed information of the distribution
of the virus in the tissue; 2).- there is no need
to macerate tissues, and therefore, the viruses
restricted to certain tissues do not dilute, with the
logical increase in sensitivity; 3).- the technique
is perfectly applied to field samples and immuno-
printing can be carried out on the field, without
the need of taking the samples to the laboratory.
In the Immunosorbent Electron Microscopy
ELISA (ISEM), the sensitivity of the detection of

Figura 4. Begonia afectada por el Impatiens necrotic spot virus (INSV) detectado por la prueba de campo de ELISA- inmu-
nocromatografia, en S minutos de exposicion de la tira reactiva a la sabia infectada.

Figure 4. Begonia affected by the Impatiens necrotic spot virus (INSV) detected using the ELISA field test - immunochro-
matography, in 5 minutes of exposure of the reactive strip to the infected sap.

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2017

601



REvisTA MEXIcANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLry BiLINGuAL

presenta aproximadamente solo el 10% del genoma
total del virus (Gould and Symons 1983) y no toma
en cuenta el resto del genoma viral. Los métodos
basados en la deteccion de los acidos nucleicos, tie-
nen la ventaja de que pueden ser dirigidos a cual-
quier region del genoma viral para ser usado en la
técnica de diagnostico. Ademas, hay situaciones en
que los métodos inmunoldgicos tienen aplicacion
limitada, en particular para la deteccion de viroi-
des, ARNs satélites, virus que carecen de capside
(por ejemplo: Groundnut rosette virus (GRV) gé-
nero Umbravirus (http://viralzone.expasy.org/645),
the NM-form of tobacco rattle virus), virus que tie-
nen serotipos extremadamente diversos (ejemplo:
Indian y African Peanut clump virus y Tobacco
rattle virus) y virus que son pobres inmunogenos o
que son dificiles de purificar.

Deteccion mediante métodos moleculares

La deteccion de virus mediante métodos mole-
culares puede ser usada cuando existe conocimien-
to de cuando menos de parte de la secuencia del
genoma del virus (Joo jin J 2014).

Hibridacion de acidos nucleicos

Se usa principalmente con dos propdsitos, para
determinar el grado de relacion de dos secuencias
de acidos nucleicos, por ejemplo, de dos virus y
para la deteccion de virus u otros patogenos. Las
diagnosis de virus por hibridacion de acidos nuclei-
cos, se lleva a cabo inmovilizando el acido nucleico
prueba, en membranas de nitrocelulosa o nylon.

El ensayo de hibridacién por puntos (dot) o
manchas (spot) es una técnica comunmente uti-
lizada en la deteccion de virus vegetales (Owens
y Dinner 1984), el proceso implica la hibridacion
solido-liquido, donde: a).- el 4cido nucleico prueba
(el acido nucleico viral de la muestra) es colocado
e inmovilizado sobre una membrana de nitroce-

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2017

the virus increases significantly under an electron
microscope.

Immunochromatography, or reactive strip, is
the quickest test currently used to detect countless
plant pathogens, and it is produced by most, if not
all, international diagnosis kit suppliers. There are
ImmunoStrips to detect dozens of plant pathogens
that are used directly by farmers in quick field tests,
the results of which are obtained mere minutes after
the tests have been performed (Figure 4). Serology
is still being used to date through different types
of ELISA, the most commonly used diagnosis
methods for the detection of virosis in humans,
animals, and plants.

Although serological methods are the most
commonly used in viral diagnoses, they have certain
disadvantages. They are based on the antigenic
properties of the protein covers of the viruses,
which accounts for only approximately 10% of the
total genome of the virus (Gould and Symons 1983)
and does not take the rest of the viral genome into
account. The methods based on the detection of
the nucleic acids have the advantage of being able
to be directed to any region of the viral genome
to be used in the diagnosis technique. Likewise,
there are situations in which the immunological
methods have a limited application, particularly
for the detection of viroids, satellite RNAs, viruses
that lack capsids (for example: Groundnut rosette
virus (GRV) genus Umbravirus (http://viralzone.
expasy.org/645), the NM-form of tobacco rattle
virus), viruses with extremely diverse serotypes
(for example, Indian and African Peanut clump
virus and Tobacco rattle virus), and viruses that are
poor immunogens, or that are dirrifult to purify.

Detection by molecular methods
The detection of viruses by molecular methods

can be used when there is knowledge of at least a
part of the virus genome sequence (Joo jin J 2014).
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lulosa o de nylon positivamente cargada, b).- Los
sitios libres de union de la membrana son poste-
riormente bloqueados con un DNA no homologo
(generalmente esperma de salmon o DNA del timo
de becerro) o con proteina (generalmente albumina
bovina, albumina de huevo o caseina de leche), c).-
permitir que la hibridacion se lleve a cabo entre la
union del acido nucleico viral y la sonda, la cual
esta libre en la solucion de hibridacién, d).- el ex-
ceso de sonda que no hibrido es removida mediante
serie de lavados con determinada astringencia, e).-
la secuencia prueba es detectada por la molécula
reportera usada en la sonda hibridada.

Las sondas radioactivas usando como reporte-
ro al 3*P estan practicamente en desuso por la vida
tan corta y lo peligroso del **P radioactivo y han
sido reemplazadas por sondas no radioactivas y de
ellas la que mas se usa en virologia es el sistema
Dioxigenina (DIG)/antiDIG. En este sistema la
membrana es expuesta post-hibridacion a anticuer-
pos antiDIG unidos a la enzima fosfatasa alcalina
o peroxidasa. La sefial es producida al agregar el
sustrato adecuado que resulta en un producto cro-
mogeno precipitado.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

En 1986 el Dr. Kary Mullis desarroll6 la PCR,
técnica de Biologia Molecular que amplifica un
gran numero de copias de un fragmento de ADN
particular. Esta técnica se fundamenta en la propie-
dad natural de la ADN polimerasas para replicar
hebras de ADN, para lo cual se emplean cuatro pa-
sos: a).- desnaturalizacion a alta temperatura (nor-
malmente entre 94 6 95 °C) para separar las hebras
del ADN; b).- anillado de los dos primers a su se-
cuencia complementaria en sus dos hebras de ADN
y cuya temperatura depende del tamafio y compo-
sicidén nuceotidica del primer; ¢).- la extension del
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Hybridization of nucleic acids

This is used mainly with two purposes: to
determine the relationship degree between two
sequences of nucleic acids, for example, to viruses,
and for the detection of viruses or other pathogens.
The diagnoses of viruses by the hybridization of
nucelic acids are carried out by immobilizing the
test nucleic acid in membranes of nitrocellulose or
nylon.

The dot or spot hybridization test is a commonly
used technique in the detection of plant viruses
(Owens and Dinner 1984). The process implies
the solid-liquid hybridization, where: a).- the test
nucelic acid (the viral nucelic acid of the sample)
is placed and immobilized on a positively charged
nitrocellulose or nylon membrane, b).- the union-
free sites of the membrane are then blocked with a
non-homologous DNA (generally salmon sperm or
DNA from a calf thymus) or with protein (generally
bovine albumn, egg albumin or milk casein), c).-
allow the hybridization to take place between the
union of the viral nucleic acid and the probe, which
is free in the hybridization solution, d).- the excess
probe which it did not hybridize is removed by a
series of washings with a particular astringence,
e).- the test sequence is detected by the reporting
molecule used in the hybridized probe.

The radioactive probes that use *P as a
reporter are practically discontinued due to the
short life and the danger of radioactive **P, and
have been replaced by non-radioactive probes,
the most widely used of which, in virology, is the
Dioxigenin (DIG)/antiDIG system. In this system,
the membrane is exposed, post-hybridization, to
antiDIG antibodies joined to the enzyme alkaline
phosphatease or peroxidase. The signal is produced
when adding the adequate substrate the results in a
precipitated chromogenic product.
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primer para formar la cadena complementaria por
la ADN polimerasa, normalmente a 72 °C y d).- la
extension final durante 5 6 10 minutos con la mis-
ma temperatura (Naidu y Huges, 2001). En cada
ciclo las nuevas hebras de ADN sirven de plantilla
para los nuevos ciclos por lo que repitiendo los pri-
meros tres pasos 30 6 40 veces en un termociclador
automatico, la cantidad de nuevas hebras de ADN
amplificadas suman millones y pueden ser analiza-
das en un gel de agarosa tifiendo el ADN con bro-
muro de etidio que revela la amplificacion realiza-
da, a ésta técnica se le llama PCR de punto final.
La velocidad, la especificidad, la versatilidad de la
técnica de la PCR la hicieron la mas adecuada y la
mas utilizada en muchas areas de la Biologia Mo-
lecular y la mas atractiva en el diagnostico de las
enfermedades virales de los vegetales (Rodriguez y
Barrera 2004) (Figura 5).

Para aumentar la sensibilidad de la PCR, se usa
la PCR Anidada, conocida también como Nested
PCR, en ella se usan dos rondas de amplificacion
con distintos pares de primers en cada una, primero
se realiza una amplificacion con los primers exter-
nos y con el producto de ésa amplificacion se rea-
liza otra amplificacion utilizando primers internos,
aumentando asi la sensibilidad de la técnica. Esta
técnica se usa cuando la concentracion del virus u
otro patogeno es muy baja y es muy usada para de-
tectar Fitoplasmas.

La PCR multiplex es otra variante de la PCR
tradicional (punto final), mediante la cual se pue-
den detectar 2 6 mas virus o 2 6 mas distintos frag-
mentos de ADN blanco en la misma reaccion. La
amplificacion se realiza utilizando 2 6 mas pares de
primers y aumentando proporcionalmente los reac-
tivos de la reaccion, ahorrando tiempo en la detec-
cion multiple de patdgenos.

En caso de que los virus a detectar sean de ge-
noma de ARN, la PCR tiene un paso previo, se tie-
ne que retrotranscribir la hebra de ARN, en ADN
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Polymerase chain reaction (PCR)

In 1986, Dr. Kary Mullis developed PCR, a
molecular biology that amplifies a large number
of copies of a particular DNA fragment. This
technique is based on the natural property of DNA
polymerases to replicate DNA, which requires four
steps: a).- denaturalization at a high temperature
(normally between 94 and 95°C) to separate the
DNA strands; b).- annealing of the first two primers
to their complementary sequence in their two
DNA strands, the temperature of which depends
on the size and the nucloetidic composition of the
primer; c).- the extension of the primer to form de
complementary chain by the polymerase DNA,
normally at 72 °C, and d).- the final extension
for 5 or 10 minutoes with the same temperature
(Naidu and Huges, 2001). In each cycle, the new
DNA strands act as a template for the new cycles,
and therefore repeating the first three steps 30 or
40 times in an automatic thermocycler, the amount
of new amplified DNA strands add up to millions
and can be analyzed in an agarose gel, staining
the DNA with ethidium bromide, which reveals
the amplification performed; this technique is
called end-point PCR. The speed, specificity, and
the versatility of PCR made it more adequate and
the most widely used in many areas of molecular
biology and the most attractive in the diagnosis
of viral diseases in plants (Rodriguez and Barrera
2004) (Figure 5).

Nested PCR is used to increase the sensitivity
of the PCR. Here, two amplification rounds are
used with different pairs of primers in each. First,
an amplification is carried out with the external
primers and another amplification is carried out
with the product of that amplification, using
internal primers, therefore increasing the sensitivity
of the technique. This technique is used when the
concentration of the virus or another pathogen is
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Figura S. Hoja de planta de melon afectado por un Begomovirus detectado mediante la técnica de PCR punto final, usando

primers especificos para el género Begomovirus.

Figure 5. Leaf of melon plant affected by Begomovirus detected by the end-point PCR technique, using primers specific for

the genus Begomovirus.

complementario, mediante la utilizacién de una en-
zima llamada retrotranscripatasa o trascriptasa in-
versa. Una vez transcrito en ADN complementario,
se realiza una PCR convencional para su amplifica-
cion y se conoce como RT-PCR.

La técnica de la PCR, ha evolucionado también
para evitar el uso del gel de agarosa como la del
punto final. La técnica del PCR Tiempo Real o
PCR cuantitativa (qQPCR por sus siglas en inglés)
combina los pasos de amplificacion de ADN y la
deteccion en un Gnico ensayo y evita tener que pre-
parar geles de electroforesis para detectar los pro-
ductos amplificados. Desde el afio 1966, Le Pecq
y Paoletti reportaron que el bromuro de etidio
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very low, and it is very commonly used to detect
Phytoplasmas.

The multiplex PCR is another variation of the
traditional end-point PCR, which can be used to
detect 2 or more viruses or 2 or more different
fragments of white DNA in the same reaction. The
amplification is carried using 2 or more pairs of
primers and increasing the reagents of the reaction
proportionally, saving time in the detection of
multiple pathogens.

If the viruses to be detected belong to an RNA
genome, PCR has a previous step. The RNA
strand must be retrotranscribed in complementary
DNA with an enzyme called retrotranscripatase
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(EtBr) intercalante del ADN de doble cadena fluo-
resce bajo la luz UV. Esta propiedad fue aprovecha-
da para grabar la acumulacion de ADN utilizando
una videocamara. Esta sencilla reaccion combina-
da con la videografia permiti6 el nacimiento del
PCR en tiempo real, el cual combina la enorme
sensibilidad de la técnica de PCR con la precision
que asegura el monitoreo in situ de los productos
generados por esta reaccion a través del tiempo. La
qPCR puede utilizar fluoréforos generales o no es-
pecificos de unién al ADN, como el Bromuro de
Etidio o el SYBR Green I, el reportero mas usado
es el SYBR Green, la cual es una molécula carga-
da positivamente que cuando esta en solucion, no
emite fluorescencia, sin embargo cuando se une al
surco menor del ADN su fluorescencia aumenta
1000 veces, o métodos de fluorescencia especificos
parten de principios diferentes de los no especifi-
cos y tienen en comun que la sefial fluorescente es
emitida solo al detectar los productos amplificados
(Temay et al., 2013). Los métodos especificos si-
guen el principio FRET (Fluorescense Resonance
Energy Transfer, por sus siglas en inglés), que con-
siste en la transferencia de energia entre dos fouo-
roforos: un donador (reportero) y un aceptor (apa-
gador o quencher), los cuales emiten fluorescencia
de diferente longitud de onda. Cuando el reportero
y el apagador se encuentran proximos, el apagador
absorbe toda la fluorescencia del reportero. Cuando
éste par de moléculas se separa la fluorescencia del
reportero no puede ser absorbida por el apagador y
en consecuencia puede ser detectada por el fotode-
tector. (Rodriguez, M. y William, R. 2006.; Estefa-
nia et al., 2015).

La PCR digital (dPCR), a diferencia de la PCR
tiempo real (QPCR) no necesita estandares de refe-
rencia o curvas de calibracidn para la cuantificacion
de acidos nucleicos, sino directamente produce una
cuantificacion precisa de acidos nucleicos. En la
dPCR, la muestra de PCR es dividida en miles de
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or reverse trascriptase. Once transcribed in the
complementary DNA, a conventional PCR is
carried out for its amplification, and it is known as
RT-PCR.

The PCR technique has also evolved to avoid
the use of agarose gel, like the end-point. The Real
Time PCR or quantitative PCR (qPCR) combines
the steps of DNA amplification in a single trial
and avoids having to prepare electrophoresis gels
to detect the amplified products. In 1966, Le Pecq
and Paoletti reported that ethidium bromide (EtBr)
intercalante of the double chain DNA fluoresces
under UV light. This property was used to record the
accumulation of DNA using a videocamera. This
simple reaction, combined with the video taken,
allowed the real-time birth of PCR, which combines
the enormous sensitivity of the PCR technique with
the precision that ensures the “in sifu” monitoring of
the products generated by this reaction in time. The
qPCR technique can use general fluorophores or
unspecific for the union of DNA, such as ethidium
bromide or SYBR Green I, the latter of which is
the most widely used reporter, a positively charged
molecule that, when in solution, does not fluoresce.
However, when it joins the minor groove of the
DNA, its fluorescence increases 1000 times. The
specific fluorescence methods start from different
principles to the unspecific ones, and they have in
common that the fluorescent signal is only emitted
when detecting the amplified products (Temay
et al, 2013). The specific methods follow the
FRET (Fluorescense Resonance Energy transfer)
principle, which consists of the transfer of energy
between two fluorophores: a donor (reporter) and
an acceptor (quencher), which emir fluorescences
with different wavelengths. When the reporter and
the quencher are near, the quencher absorbs all
the fluorescence of the reporter. When this pair of
molecules separates, the fluorescence of the reporter
cannot be absorbed by the quencher, and could
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nanogotas y después de la amplificacion, las gotas
que contienen la secuencia del ADN blanco, se de-
tectan por fluorescencia como positivas y las que
no fluorescen como negativas. El analisis estadis-
tico de Poisson del numero de nanogotas positivas
nos da una cuantificacioén exacta del ADN blanco,
esto permite cuantificar la carga viral u otro patoge-
no o de otro ADN blanco cualquiera de una muestra
(Biorad. Introduction to Digital PCR. Tomado de:
http://www.bio-rad.com/es-mx/applications-techno-
logies/introduction-digital-pcr). La desventaja de
las técnicas de la PCR mencionadas, es que todas
requieren de un termociclador y un laboratorio bien
equipado y de personal especializado para realizar
los diagnostico.

La Amplificacion de ADN Isotérmica es una
metodologia que se lleva a cabo a temperatura
constante por lo que a diferencia de la PCR con-
vencional no necesita del uso de un termociclador,
ni de laboratorios muy equipados. Se han usado va-
rias estrategias moleculares para lograr dicha am-
plificacion , las enumero por su nombre en espaiiol,
el originales en inglés con su acrénimo: Amplifica-
cion isotérmica mediada por bucle (Loop-mediated
isothemal amplification, LAMP), Amplificacion
por desplazamiento de hebras (strand-displacement
amplification, SDA), Amplificacion dependiente
de la Helicasa (Helicase-dependent amplification,
HDA), Amplificacion del circulo rodante (Rolling-
circle amplification, RCA), Amplificacion de se-
cuencias de acido nucleico (Nucleic acid sequence-
based amplification, NASBA) y Amplificacion de
polimerasa recombinante (Recombinace polyme-
rase amplification, RPA). Varias empresas de dife-
rentes paises estan produciendo kits de diagnoéstico
comerciales para deteccion de fitopatdogenos con
una u otra de éstas tecnologias, asi, TwistDx, www.
twistdx.co.uk y Agdia, Inc. www.agdia.com usa
la tecnologia RPA; Ac Diagnostics, Inc. www.ac-
diainc.com usa la tecnologia NASBA; Diageneticx,
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consequently be detected by the photodetector.
(Rodriguez, M. and William, R. 2006.; Estefania
et al.,2015).

Digital PCR (dPCR), unlike real time PCR
(qPCR) requires no reference standards ore
calibration curves for the quantification of nucleic
acids, but rather produces an accurate quantification
of nucleic acids. In dPCR, the PCR sample is
divided into thousands of nanodrops and after
amplification, the drops that contain the sequence
of the target DNA are detected by fluorescence
as positive, and those without fluorescence, as
negative. The Poisson statistical analysis of the
number of nanodrops gives an exact count of the
target DNA, and this helps count the charge of
viruses or another pathogen or of any other white
DNA in a sample (Biorad. Introduction to Digital
PCR. Taken from http://www.bio-rad.com/es-mx/
applications-technologies/introduction-digital-
per). The disadvantage of the PCR techniques
mentioned is that they all require a thermocycler
and a well-equipped lab, as well as staff trained to
carry out a diagnosis.

Isothermal DNA amplification is a methodology
that is carried out at a constant temperature, and
therefore, unlike conventional PCR does not
require the use of a thermocycler or highly-
equipped labs.
have been used to achieve this amplification.
The following is a list of their names and their
acronyms: Loop-mediated isothemal amplification,
LAMP; Strand-displacement amplification, SDA;
Helicase-dependent amplification, HDA; Rolling-
circle amplification, RCA; Nucleic acid sequence-
based amplification, NASBA; and Recombinace
polymerase amplification, RPA. Several companies
from different countries are producing commercial
diagnosis kits for the detection of phytopathogens
with one or another of these technologies.
Thus TwistDx, www.twistdx.co.uk, and Agdia,

Several molecular strategies
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Inc. www.bloomberg.com usa la tecnologia LAMP,
por mencionar algunas. Todas éstas metodologias
tienen ventajas y desventajas, segun la recopilacion
realizada por Zaghloul, H y El-shahat, M (2014),
la Unica de éstas técnicas que solo tiene ventajas
es la RPA.

Next-generation (high throughput) sequencing
(NGS) Segunda generacion de secuenciadores

Es una tecnologia que se ha desarrollado en los
ultimos afios y esta visualizada para ser un parte-
aguas en la Biologia Molecular en todas sus ramas,
su importancia estriba en que ha bajado significati-
vamente el costo y el tiempo con respecto a la se-
cuenciacion tradicional Sanger. Las cuatro princi-
pales plataformas modernas que hay de NGS; Illu-
mina (Solexa) sequencing; Roche 454 sequencing;
Ion torrent: Proton / PGM sequencing y SOLiD se-
quencing, producen grandes cantidades de lecturas
(millones a miles de millones) de secuencias cortas
de 25 a 400 pb, aunque recientemente ya hay plata-
formas que leen hasta 700 pb.

Como se puede observar en la Figura 6, el costo
por secuenciar una megabase del ano 2001 al 2013
fue reducido dramaticamente. Durante éste periodo
fue usado la primera generacion de secuenciado-
res del 2001 al 2007 y la segunda generacion de
secuenciadores del 2008 al 2013. El costo por me-
gabase secuenciada fue reducido de $8000 (ddlares
americanos) en el 2001 a $700 para el 2007 y des-
pués a $0.10 en el 2013 (Figura 6 A). Similarmente,
el costo por genoma de ADN secuenciado fue de
$100, 000,000 (dolares americanos) en el 2001 a
$10, 000,000 en el 2007 y a 8,000 en el 2013 (Fi-
gura 6 B).

Esta nueva tecnologia ha traido consigo también
una nueva terminologia, como la “Metagenomica”
definida como la aplicacion de las nuevas tecno-
logias genomicas para el estudio de comunidades
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Inc. www.agdia.com use RPA technology; Ac
Diagnostics, Inc. www.acdiainc.com uses NASBA
technology; Diageneticx, Inc. www.bloomberg.
com use LAMP technology, to mention a few.
All these methodologies have advantages and
disadvantages, according to the compilation made
by Zaghloul, H and El-shahat, M (2014); the only
one of these technologies that only has advantages
is RPA.

Next-generation (high throughput) sequencing
(NGS)

This technology was created in the past few years
and was visualized as a groundbreaker in molecular
biology in all its branches; its importance lies in
that it has significantly reduced costs and time
in comparison to Sanger traditional sequencing.
The four main modern platforms that currently
exist [Illumina Solexa] sequencing; Roche 454
sequencing; Ion torrent: Proton / PGM sequencing
and SOLiD sequencing) produce large amounts of
readings (between millions and billions) of short
sequences, from 25 to 400 pb, although nowadays,
there are platforms that read up to 700 pb.

As Figure 6 shows, the cost of sequencing a
megabase between the years 2001 and 2013 was
dramatically reduced. During this period, the first
generation of sequencers was used from 2001 to
2007, and the second generation, from 2008 to
2013. The cost per sequenced megabase dropped
from USD$8000 in 2001 to $700 for 2007, and
later, to $0.10 in 2013 (Figure 6 A). Similarly, the
cost per sequenced DNA genome was USD $100,
000,000 in 2001 to $10, 000,000 in 2007 and to
8,000 in 2013 (Figure 6 B).

This new technology came hand-in-hand with a
new terminology, such as “Metagenomics,” defined
as the application of new genomic technologies
for the study of communities of microorganisms
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Figura 6. Costo en dolares americanos por megabase de ADN secuenciado (A) y costo por genoma (B) de julio de 2001 a
julio del 2013 estimado por el National Human Genome Research Institute, U.S. National Institues of Health,
Bethesda, MD, USA. Durante este periodo la primera generacion de secuenciador fue usado (Sanger) del 2001 al
2007, después las plataformas de NGS fueron usadas del 2007 al 2013 (Marina et al., 2014).

Figure 6. Cost in US dollars per megabase of DNA sequencing (A) and cost per genome (B) from July, 2001 to July 2013,
estimated by the National Human Genome Research Institute, U.S. National Institues of Health, Bethesda, MD,
USA. In this period, the first generation of sequencers was used (Sanger) from 2001 to 2007, after the NGS plat-
forms were used between 2007 and 2013 (Marina et al., 2014).

de microorganismos directamente en su ambiente
natural, sin tener que ser aislados y cultivados en
el laboratorio. “Secuenciado de transcriptomas”
que incluye la secuenciacion y analisis de todos los
mARN completos y los microARN.

La NGS combinada con una bioinformatica
sofisticada ha cambiado el campo de la virologia
vegetal principalmente en las areas de secuencia-
cion de genomas, ecologia, descubrimiento, epi-
demiologia, transcriptomas, replicacion, deteccion
e identificacion. “Viroma” se refiere a describir la
carga viral (virus y viroides) que infectan a un or-
ganismo, vegetal o animal incluyendo a vectores.
Muchos nuevos virus y viroides han sido identifi-
cados usando la tecnologia de NGS ya sea en forma
directa secuenciando sus genomas o incluso en for-
ma indirecta, ensamblando los pequenos fragmen-
tos de ARNsi que se producen como respuesta a
las infecciones causadas por los virus y los viroides
(Marina et al., 2014).
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directly in their natural habitat, without having
to isolate and cultivate them in the lab; or the
“Sequencing of transcriptomes,” that includes
the sequencing and analysis of all the complete
mRNA’s and microRNA’s.

The NGS,

bioinformatics,

combined with sophisticated
has changes the field of plant
virology, mainly in the areas of genome sequencing,
ecology, discoveries, epidemiology, transcriptomes,
replication, detection, and identification. “Virome”
refers to the viral load (viruses and viroids) that
infect an organism, plant or animal, including
vectors. Many new viruses and viroids have been
identified using NGS technology, whether directly,
sequencing their genomes, or even indirectly,
assembling the small fragments of siRNA produced
as a response to the infections caused by viruses

and viroids (Marina et al., 2014).

End of the English version ~~~~~
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Resumen. Se evalud el efecto antifungico de
extractos de bulbos de Lilium hibrido L/A “Indian
summer” sobre Fusarium oxysporum considera-
do como hongo patdégeno que provoca dafios se-
veros en la agricultura y pérdidas econdomicas en
diversos sectores de la industria. El extracto crudo
se fraccion6 en tres sub-extractos de acuerdo a la
polaridad (polar, medianamente polar y no polar),
los cuales se sometieron a bioensayos de inhibicion
siendo papa-dextrosa-agar (PDA) el tratamiento
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Abstract. The effect of antifungal plant extracts
of bulbs of Lilium hybrid L/A “Indian summer”
were evaluated on Fusarium oxysporum, which
is considered a pathogenic fungus that causes
serious damage to agriculture and economic losses
to various sectors of industry. The crude extract
was fractionated into three sub-extracts according
to their polarity (polar, moderately polar and non-
polar), and then subject to bioassays of inhibition
being potato-dextrose-agar (PDA) the control.
The moderately polar extract showed the highest
inhibition, decreasing the growth rate by 27 %
compared to the mycelial growth in the control.
However, when it was compared to plant extracts
reported under similar conditions, it was discarded
as a growth inhibitor and considered as fungistatic.

Key words: fungicide, fungistatic, phenols.

Lilium is an ornamental crop of major
importance in the market worldwide and ranked
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testigo. Las muestras que se trataron con el ex-
tracto medianamente polar presentaron la mayor
inhibicion, al disminuir la tasa de crecimiento en
un 27 %, en comparacion al crecimiento micelial
del testigo. Sin embargo, al comparar con extractos
vegetales que reportaron bajo condiciones simila-
res, se descarta como inhibidor del crecimiento y
se considera como fungistatico.

Palabras clave: fungicida, fungistatico, fenoles.

Lilium es un cultivo ornamental de gran im-
portancia en el mercado mundial y ocupa el déci-
mo primer lugar en demanda y el segundo lugar
en plantas bulbosas en México (Gomez, 2009), lo
anterior se atribuye principalmente a la diversidad
de colores que se han logrado a través de la hibri-
dacion entre especies asidticas y orientales; y la
disponibilidad de la flor en practicamente todo el
afo, gracias a los sistemas intensivos de produc-
cion (Alvarez et al., 2008). Estas practicas son las
que conducen a los horticultores a implementar
programas de control de plagas y enfermedades
qué si bien no se erradican, logran reducir las altas
tasas de crecimiento de patdgenos. Sin embargo, no
consideran lasconsecuencia de utilizar indiscrimi-
nadamente fertilizantes o plaguicidas de naturaleza
quimica que repercuten directamente en el suelo,
aire y agua (Ortega et al., 2006). Por lo que es con-
veniente la implementacion oportuna de programas
de control de patdégenos por medio de alternativas
amigables con el medio ambiente, que ademas de
reducir los costos, son una alternativa para evitar
la contaminacién por el uso de agentes quimicos
que ademas inducen la resistencia en el microorga-
nismo (Keng et al., 2010; Bhromsiri y Bhromsiri,
2010). Tal es el caso del uso de extractos vegetales,
aceites esenciales, extractos organicos y enzimati-
cos que dan la apertura al biocontrol de patégenos
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11" in demand and 2™ among bulbous plants in
Mexico (Gémez, 2009). This is mainly attributed to
its flower color diversity, which has been possible
through hybridization among Asiatic and Eastern
species, as well as the availability of flowers almost
all the year round through intensive production
systems (Alvarez et al., 2008).

These practices lead growers to implement
pest and disease control programs that do not
succeed in eradicating them, but do help decrease
the high rate of pathogen development. However,
those programs do not take into consideration
the consequences of the indiscriminate use of
chemical fertilizers or pesticides that directly affect
natural resources as soil, air and water (Ortega
et al., 20006). For this reason, it is convenient to
establish pathogen control programs in time and
seek environment-friendly alternatives which,
aside from cutting costs, help prevent pollution
caused by the use of chemical agents that induce
resistance in microorganisms (Keng et al., 2010;
Bhromsiri and Bhromsiri, 2010). That is the
case of plant extracts, essential oils, organic and
enzymatic extracts that mark the beginning of
pathogens control in intensive agriculture because
they have proven to be effective at controlling the
growth of bacteria, nematodes and phytopathogens
isolated from a wide variety of crops (Rodriguez et
al., 2012; Alcala de Marcano et al., 2005; Chavez
and Aquino, 2012; Vinueza et al., 2006). In the
specific case of Lilium, bulbs are disposed after the
crop cycle ends, so a way of reusing them could
be extracting active compounds for the control of
Fusarium oxysporum fungus, since mycosis causes
loss of tissue turgence and fruit rot, stem end or root
rot, minor infections, and eventually the plant dies.
In summary, these are the problems that growers
face every year.

The objective of this study was to determine
the antifungal activity of extracts of Lilium bulbs
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en la agricultura intensiva ya que han demostrado
efectividad ante el crecimiento de bacterias, nema-
todos y hongos fitopatogenos aislados de una am-
plia diversidad de cultivos (Rodriguez et al., 2012;
Alcala de Marcano et al., 2005; Chavez y Aquino,
2012; Vinueza et al., 2006). En el caso especifico
de Lilium, los bulbos se desechan después de termi-
nar el cultivo, por lo que una forma de reutilizarlos
pudiera ser la extraccion de compuestos activos en
el control del hongo Fusarium oxysporum ya que la
micosis que produce causa pérdida de turgencia de
tejidos y la pudricion de frutos, de cuello o raices
de la planta, infecciones menores y posteriormente
la muerte del huésped, estos son problemas a los
que se enfrentan los productores afo con ano.

El objetivo del trabajo fue determinar la activi-
dad antifungica de extractos de bulbos de Lilium
que se obtuvieron después de la cosecha de la flor
como una medida para reutilizar un 6rgano consi-
derado residuo al término de la produccion, que no
cuenta con un manejo adecuado ademas de repre-
sentar una fuente potencial de contaminacion. La
cepa que se utilizd fue Fusarium oxysporum con-
servada en glicerol y agar nutritivo, la cual se aislo
de suelos destinados a cultivos experimentales por
el Departamento de Parasitologia de la Universi-
dad Auténoma Chapingo. Los bulbos de Lilium se
obtuvieron de un unico lote de importacion de la
empresa “Van den Bos Flowerbulbs B.V” prove-
nientes de Dijkweg, Honselersddijk, Holanda. El
lote estaba conformado por 300 piezas de bulbos
calibre 14/16 del género Lilium hibridos L/A de la
variedad “Indian summer”. Los bulbos se lavaron
primero con agua de la llave para retirar impure-
zas y septos dafiados, después con agua destilada,
posteriormente se desinfectaron con hipoclorito de
sodio al 1.5 % durante 5 min. Al finalizar se enjua-
g6 en agua desionizada. Se pesd 50 g de bulbos y
se maceraron con un minimo de agua desionizada
(5 mL) en un mortero desinfectado. El extracto ob-
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collected after flower harvest as a way of reusing
an organ considered a residue at the end of the
production cycle and which is not properly managed
and could be a source of contamination. The isolate
used was Fusarium oxysporum kept in glycerol
and nutrient agar that was obtained from soils
allocated to experiment crops by the Parasitology
Department of Universidad Autonoma Chapingo.
Lilium bulbs were taken from a single lot imported
from Dijkweg, Honselersddijk, The Netherlands,
by the company Van den Bos Flowerbulbs B.V.
The lot consisted of 300 size 14/16 bulbs of the
Lilium genus L/A hybrids Indian Summer variety.
The bulbs were first washed with running water to
remove impurities and damaged septa, then with
distilled water and disinfected with 1.5 % sodium
chloride for 5 min. Finally, they were rinsed in
deionized water. Fifty g of bulbs were weighed
and macerated with a minimum of deionized
water (5 mL) in a disinfected mortar. The extract
obtained was filtered with a cotton cloth and then
with filter paper (Papel Whatman®); this procedure
was repeated three times. The filtered extracts were
placed in sterile vials and kept at 4 °C until they
were used. For morphological characterization,
Fusarium oxysporum was sown in Petri dishes
filled with agar-potato-dextrose (PDA), according
to BD Bioxon® directions. Each of the developed
colonies were isolated and purified using the
hypha-point method. Considering 10 sampling
units (10 Petri dishes containing axenic culture),
a macroscopic-morphological
was performed and permanent preparations were
made and observed under a microscope. Atypical
structures were observed whose length and width
were measured in each unit. Their genus was
confirmed according to the Barnett and Hunter
procedure (1998). The incubation conditions for
the extract were as follows: after obtaining the raw
plant extract (EVC), it was split according to the

characterization
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tenido se filtr6 en un pafio de algodon y después
con papel filtro (Papel Whatman®) esto se repitio
tres veces. Los extractos filtrados se colocaron en
viales estériles y se mantuvieron a 4 °C hasta su
empleo. Para llevar a cabo la caracterizacion mor-
fologica, Fusarium oxysporum se sembro en caja
Petri con agar-papa-dextrosa (PDA) de acuerdo a
BD Bioxon®. Cada colonia desarrollada se aislo y
purificé por el método punta de hifa. Considerando
10 unidades de muestreo (10 cajas Petri con culti-
vos axénicos) se realizo la caracterizacion morfolo-
gica macroscopica y las preparaciones permanen-
tes para observar al microscopio. Se identificaron
las estructuras tipicas y se midi6 el largo y ancho de
las mismas en cada unidad. Se confirmo el género
con base en las claves de Barnett y Hunter (1998).
Las condiciones de incubacion del extracto fueron
las siguientes: Una vez obtenido el extracto vegetal
crudo (EVC), se procedio al fraccionamiento por
afinidad en la polaridad de compuestos analizados
por cromatografia de capa fina (CCP) en el cual se
emplearon placas de silica gel GF 254 de 0.25 mm
de espesor y se corrieron en los eluyentes hexano
100 %, acetato de etilo 100 % y etanol 100 % Pos-
teriormente al definir los eluyentes para el fraccio-
namiento de los extractos vegetales se obtuvo el
extracto no polar (ENP) con hexano al 100 % en
una relacion 1:1, el extracto medianamente polar
(EMP) se obtuvo con el eluyente acetato de etilo al
100 % en una relacion 1:1 y el extracto polar (EVP)
se obtuvo con etanol al 100 % en una relacion 1:1.

La identificacion molecular inicié con la extrac-
ciéon de ADN la cual se realizé a partir de 30 a 50
mg de micelio. El procedimiento se repitio a partir
de 3 muestras del hongo con los oligos ITS-1 5’-tc-
cgtaggtgaacctgegg-3’ y ITS-4 5’-tccteegcttattgatat-
gc-3’ (White et al., 1990); los cuales amplifican un
espaciador intergénico interno (ITS) y generan un
producto de talla variable de aproximadamente 800
a 1200 pares de bases (pb). Esta practica se realizd
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polarity affinity of the compounds analyzed by
thin-layer chromatography (CCP) using 25-mm-
thick silica gel plates GF 254, and run in 100 %
eluent hexane, 100 % ethyl acetate and 100 %
ethanol. Later, when defining the eluents to split
the plant extracts, the non-polar (ENP) extract was
obtained using the 100 % ethyl acetate eluent at
a 1:1 ratio, the polar extract (EMP) using the 100
% ethyl acetate eluent at a 1:1 ratio, and the polar
extract (EVP) using 100 % ethanol at a 1:1 ratio.

The first step in molecular identification was
DNA extraction, which was performed with
30 to 50 mg of mycelium. The procedure was
repeated using 3 samples of the fungus with the
oligos ITS-1 5’-tccgtaggtgaacctgegg-3’ and ITS-
4 5’-tcctccgcettattgatatge-3” (White et al., 1990)
that amplify an internal transcribed spacer (ITS)
and yields a product of variable size that contains
approximately 800 to 1200 base pairs (pb). This
task was performed with a mixture of reaction in a
25 uL final volume whose final components were:
reaction buffer (1X, MgCl, 2mM, dNTP’s), 200
nM of each, 20 pmoles of each oligonucleotide,
and 1 unit of Taq DNA polymerase. The thermal
program involves keeping 2 min at 94 °C, 30 seg at
55 °C and 1 min at 72 °C (35 cycles). The products
resulting from the PCR reaction were separated
by electrophoresis in 1.5% agarose gels, the PCR
bands were observed in an UV Transilluminator
(UVP brand) and pictures were taken. The
amplified fragments were directly sequenced and
the results compared with the sequences stored in
the (GenBank) Centro Nacional de Informacion
Biotecnologica (NCBI).

For pathogenicity tests, 7 bulb flakes of the
Lilium hybrid L/A Indian summer variety were
used. They were disinfected with 1.5 % sodium
hypochlorite for 5 min and then rinsed with
deionized water. Each flake was considered as an
experiment unit in a complete randomized design.
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con una mezcla de reaccion en un volumen final de
25ul, cuyos componentes finales fueron: amorti-
guador de reaccion 1X, MgCl, 2mM, dNTP’s, 200
nM de cada uno, 20 pmoles de cada oligonucledti-
do y 1 unidad de Taq DNA polimerasa. El progra-
ma térmico consiste en mantener 2 min a 94 °C, 30
seg a 55 °Cy 1 mina 72 °C (35 ciclos). Los pro-
ductos de la reaccion de PCR fueron separados por
electroforesis en geles de agarosa al 1.5 %, y las
bandas se observaron en un transiluminador de luz
ultravioleta marca UVP y se tomaron fotografias.
Los fragmentos amplificados fueron secuenciados
directamente y los resultados se compararon con
las secuencias del banco de genes (GenBank) del
Centro Nacional de Informacion Biotecnologica
(NCBI).

En las pruebas de patogenicidad, se utilizaron 7
escamas de bulbos de Lilium hibrido L/A “Indian
summer” que se desinfectaron con hipoclorito de
sodio al 1.5 % por 5 min. y posteriormente se en-
juagaron con agua desionizada. Se consider6 cada
escama como unidad experimental en un arreglo
completamente al azar. La cepa previamente ais-
lada se cultivo en medio PDA durante § dias para
el incremento de inéculo, después se prepard una
suspension de conidias en agua destilada estéril;
la cual se ajustd a una concentraciéon de 80x10°
propagulos-mL"! como lo indican Diaz et al.
(2014), se asperjaron las escamas de Lilium con un
volumen aproximado de 2 mL de la suspension de
esporas. Como testigo se utilizd una escama que
solo se enjuagd con agua desionizada. Las 7 uni-
dades experimentales se colocaron en cajas Petri
de vidrio previamente estériles y se incubaron a 26
°C £2 °C. Los sintomas se registraron diariamente
por 15 dias. De las zonas afectadas por invasion
micelial se tomo tejido el cual se desinfectdé con
hipoclorito de sodio al 1.5 % durante 2 min. y se
enjuagd 2 veces con agua desionizada. Después
se sembraron en cajas Petri con medio PDA. La
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The isolate that was previously isolated was sown
in PDA medium for 8 days for inoculum increase,
and then a suspension of conidia was prepared in
sterile distilled water, adjusted to a concentration
of 80x10° propagules mL"' as stated by Diaz et
al. (2014), and the flakes were spread with spore
suspension (approximately 2mL in volume). As
control we used the flake that was rinsed only
with deionized water. The 7 experiment units were
placed in 8 previously sterilized Petri dishes and
incubated at 5 at 26 °C + 2 °C. Symptoms were
recorded daily for 15 days. From the areas affected
by mycelial invasion, tissue was taken, disinfected
with 1.5 % sodium hypochlorite for 2 min and
rinsed twice with deionized water. Then, the
samples were sown in Petri dishes containing PDA
medium. The concentration of the plant extract in
the medium was 30 %, incubation period: 23 h,
incubation temperature: 25 °C +/-1.
The  morphological-macroscopic
shape and spreading) and
(hypha, sclerotium,
metula, phialid, etc.) were compared with those
originally inoculated to prove Koch postulates.
For repellency bioassays (antibiograms), 20 mL
of plant extract were previously added for analysis
along with 100 mL of PDA for sterilization; then
it was distributed in Petri dishes 100 X 155 mm in
diameter (Araujo et al., 2007). When the culture
medium solidified, sowings were made in the
middle of each plaque using a 5x5 mm sample of

features
(color, colony

microscopic conidium,

F. oxysporum that was previously reactivated in
liquid medium (nutrient broth) for 48 h and then
transferred to solid medium (PDA) for the next 48 h.
Mycelial growth was measured every 24 h at the
four quadrant directions of the Petri dishes and the
diameter of the inhibition halo was measured (in
mm) until complete development was observed
in the Petri dish containing the control (without
plant extract). We carried out an analysis of the
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concentracion del extracto vegetal en el medio fue
al 30 %, tiempo de incubacion: 23 d, temperatura
incubacion: 25 °C +/- 1.

Las caracteristicas morfologicas macroscopicas
(color, forma y propagacion de colonia) y micros-
copicas (hifa, esclerocio, conidia, métula, fialide,
etc.) se compararon con las originalmente inocula-
das, para comprobar los postulados de Koch. Para
la realizacion de los bioensayos de repelencia (an-
tibiogramas), previamente se adicionaron 20 mL
de extracto vegetal a analizar con 100 mL de PDA
para su esterilizacion, posteriormente se distribu-
yo6 en cajas Petri de 100 X 155 mm de didmetro
(Araujo et al., 2007). Cuando el medio de cultivo
se solidificd se hicieron las siembras en el centro
de cada placa, con una muestra de 5x5 mm con F
oxysporum el cual se reactivd previamente en me-
dio liquido (caldo nutritivo) por 48 h. y se transfirio
a medio so6lido (PDA) por las 48 h. siguientes. El
crecimiento micelial se midio cada 24 h en los cua-
tro sentidos del cuadrante de la caja de Petri y se re-
porto el diametro del halo de inhibicién en mm has-
ta que la caja Petri del testigo (sin extracto vege-
tal) presentd un crecimiento completo. A los datos
se les realizo un analisis de varianza (ANAVA). De
igual forma se efectud una prueba de comparacion
de medias utilizando el método Tukey con nivel de
significancia al 5 %. Todos los analisis estadisticos
se llevaron a cabo con el software Statistical Analy-
sis System.

Las colonias aisladas de Fusarium oxysporum
presentaron en su morfologia macroscopica, duran-
te las primeras 72 h una coloracién blanquecina y
una conformacion algodonosa (Figura 1a) que ini-
cio en el punto de siembra y se extendié conforme a
la propagacion de nuevas hifas. Después de las 144
h se observo una coloracidn de rosa a purpura sien-
do mayormente intensa al inicio del crecimiento
(Figura 1b) y mas tenue hacia los bordes con un co-
lor lila-rosado. La pigmentacion purpura —obscuro
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data using variance analysis (ANAVA). Similarly, a
median comparison test with 5 % significance level
was performed according to Tukey’s method. All
the statistical analyses were performed using the
Statistical Analysis System software.

In their macroscopic morphology, the Fusarium
oxysporum colonies isolated showed whitish and
cottony shapes during the first 72 h (Figure 1a) that
started to appear when they were sown and extended
as new hyphae developed. After 144 h, we observed
a pinkish-purple color that grew in intensity when
the colonies started to grow (Figure 1b) and became
lighter with lilac-pinkish tones towards the edges.
The purple dark pigmentation was uniform after
312 h (Figure 1c and Figure 1d). The mature isolate
produced branched hyphae 3-4.5um in diameter,
single and short phialides, abundant cylindrical
micronidia and thin macronidia with a slightly
curve and apical cell (Figure 1d).

In the molecular characterization, the size of
the isolate identified as Fusarium was of 1040 pb,
which agrees with the size expected for this species.
The obtained sequence was 99 % similar to the ITS
region whose alignment was in agreement with £
oxysporum CM000589.1.

The pathogenicity test confirmed the ability of
the available isolate to develop typical fusariosis
symptoms in septa of Lilium hybrids L/A bulbs.
After 96 h, we observed the first signs of infection
on the septum’s meristematic tissue as yellowish-
brownish spots (Figure 2). After 144 h, the damaged
area showed degraded tissue, and from these areas
an aliquot was taken to be resown in Petri dishes
and confirm the presence of Fusarium oxysporum,
according to Koch’s postulates.

As for inhibition bioassays, the effect of the
plant extracts on Fusarium sp. mycelial growth in
vitro is shown in Table 1.

There is a significant difference among the
treatments being the row plant extract (EVC)
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Figura 1. Morfologia del crecimiento micelial de Fusarium oxysporum A) 72 h, B) 144 h, C) 240 h y D) 312 h.
Figure 1. Morphology of Fusarium oxysporum mycelial growth A) 72 h, B) 144 h, C) 240 h and D) 312 h.

se observo uniforme después de 312 h (Figura Ic
y 1d). La cepa madura present6 hifas ramificadas
de 3 - 4.5um de diametro, fialides cortas simples,
Microconidias cilindricas abundantes y Macroco-
nidias delgadas con una célula apical ligeramente
curva (Figura 1d).

En la caracterizacién molecular, el aislamiento
identificado como Fusarium tuvo una talla de 1040
pb que concuerda con la talla esperada para la es-
pecie. La secuencia obtenida tuvo un 99 % de simi-
litud con la region ITS, cuya alineacion coincidio
con F. oxysporum CM000589.1

La prueba de patogenicidad confirmo la capaci-
dad de la cepa disponible para generar la sintoma-
tologia tipica de una fusariosis en septos de bulbos
de Lilium hibridos L/A. Después de 96 h se obser-
varon las primeras sefiales de la infeccion sobre el
tejido meristematico del septo en forma de manchas
amarillentas-pardas (Figura 2). Después de 144 h el
area dafiada presentaba tejido degradado y de estas
zonas se tomo6 una alicuota para resembrar en caja
Petri, confirmando la presencia de Fusarium oxys-
porum de acuerdo a los postulados de Koch.

En el caso de los bioensayos de inhibicion, el
efecto de los extractos vegetales sobre el creci-
miento micelial de Fusarium sp. in vitro se puede
observar en el Cuadro 1.
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the statistically higher treatment at 48 h with an
increase of 79% compared with the PDA treatment,
since it acted as mycelial growth stimulator. In the
case of the intermediately polar extract (EMP),
there was a statistical difference lower than the
difference in the control with a decrease of 27%
and a low inhibitory effect. At 96 h, EVC decreased
the mycelial growth ratio, but it was kept as the
treatment with a higher statistical difference with
an increase of 54% compared with the control. On
the other hand, EMP presented a lower statistical
difference with a decrease of 28% compared with
the mycelial growth of the control, which was
greater at 48 h and increased its inhibitory effect. At

Figura 2. Septo de Lilium L/A después de 96 h bajo infec-
cién inducida por cultivo axénico de Fusarium
oxysporum. Las flechas sefialan las afectaciones
al tejido.

Figure 2. Lilium L/A septo after 96 h under induced infec-
tion by a Fusarium oxysporum axenic culture.
Arrows show tissue damage.
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Cuadro 1. Comparacion de medias del crecimiento micelial de Fusarium
oxysporum en diferentes medios adicionados con extractos vege-

tales al 30 %.

Table 1. Median comparison of Fusarium oxysporum mycelial growth in
different mediums to which plant extracts at 30% were added.

Tratamiento Crecimiento micelial de Fusarium oxysporum (mm)
48 h 96 h 144 h 192 h 240 h 288 h
1.5 5.8 8.6 11.9 16.5 21.6
PDA C C CD CD CB CB
7.2 12.6 18.9 23.7 28.2 31.8
EVC A A A A A A
32 8.7 14.8 18.3 20.1 22.1
EVP BC B B B B CB
1.1 42 6.3 9.0 12.5 15.5
EMP C C D D C C
49 9.2 11.9 15.8 19.6 23.7
ENP BA B CB CB B B
(0\% 28.8 10.6 11.8 9.3 8.1 12.1
DMS 2.9 2.4 4.0 4.1 4.4 7.8

* Las medias con letras diferentes en cada columna, indican diferencia significa-
tiva al 5 % de probabilidad / medians with different letter in each column denote
significant difference at 5 % probability.

Existe diferencia estadistica significativa entre
los tratamientos, siendo el extracto vegetal crudo
(EVC) el tratamiento estadisticamente superior a
las 48 h con un incremento del 79 % sobre el tra-
tamiento PDA, actuando como potencializador del
crecimiento micelial. En el caso del extracto me-
dianamente polar (EMP) se present6d diferencia
estadistica inferior al testigo con un decremento
del 27 % presentando un efecto inhibitorio bajo. A
las 96 h el EVC disminuy6 la proporcion de creci-
miento micelial, sin embargo, se mantuvo como el
tratamiento que present6 diferencia superior esta-
distica con un incremento del 54 % sobre el testigo.
Por otra parte, el EMP presentd diferencia estadis-
tica inferior, con una disminucién del 28 % sobre el
crecimiento micelial del testigo siendo mayor a la
presentada a las 48 h y aumentando su efecto inhi-
bitorio. A las 144 h el EVC es estadisticamente su-
perior, con un aumento del 67 % al testigo recupe-
rando su efecto promotor del crecimiento mostrado

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2017

144 h, EVC was statistically higher with an increase
of 67 % compared with the control and recovered
its ability to stimulate growth that has shown 48 h
earlier. However, EMP was statistically lower with
adecrease of 27 % on the control’s mycelial growth
and maintained its inhibitory activity. At 192 h,
EVC continued to be the highest but different from
the control with an increase of 50 %. It should be
noted that the growth stimulating activity decreases
but the inhibitory effect of the EMP treatment is
continuous and presents a statistically lower
difference than that of the PDA treatment with
a decrease of 26 %. At 240 h, EVC remains as
the statistically highest treatment with a growth
median of 28.167 mm but shows a difference of
41 % where the lowest kinetics of mycelial growth
was obtained. On the other hand, EMP is 25 %
statistically lower than the control but maintains its
inhibitory activity 10 days after inoculation. At 288 h,
EVC resumes its activity to stimulate growth but
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48 h antes. Sin embargo, el EMP es inferior estadis-
ticamente, 27 % menos sobre el crecimiento mice-
lial del testigo manteniendo su actividad inhibitoria
en el mismo. A las 192 h el EVC se mantuvo como
el tratamiento estadisticamente superior siendo di-
ferente al testigo con un incremento del 50 %. Cabe
sefialar que la actividad promotora del crecimiento
se ve reducida, mientras que el efecto inhibitorio
del tratamiento EMP se mantiene constante, siendo
el que presenta diferencia estadistica inferior al tra-
tamiento PDA con una disminucion del 26 %. A las
240 h el EVC permanece como el tratamiento supe-
rior estadisticamente con una media de crecimiento
de 28.167 mm no obstante la diferencia que mues-
tra con respecto al testigo es de 41 % en donde se
obtuvo la menor cinética de crecimiento micelial.
Por otra parte, el EMP es inferior estadisticamente
al testigo en 25 % manteniendo estable su actividad
inhibitoria 10 dias después de la inoculacion. A las
288 h el EVC recupera actividad para promover el
crecimiento sin lograr un aumento superior al pre-
sentado a las 192 h, presentando diferencia esta-
distica superior con un crecimiento del 51 % con
respecto al testigo. En el caso del EMP se observo
un aumento en la actividad inhibitoria, siendo es-
tadisticamente diferente al testigo con un aumento
del 28 %. Chéavez y Aquino. (2012) sefialan que el
extracto vegetal de pirii (Cyperus spp.) presentd un
efecto inhibitorio bajo en Fusarium sp., utilizando
concentraciones del 20 %. No obstante, estos au-
tores mencionan que el extracto de ajo inhibi6 por
completo el desarrollo micelial de Fusarium sp.,
este resultado coincide con lo citado por Lépez et
al. (2005), que en concentraciones del 5y 10 %, el
extracto de ajo inhibe el 68.5 y 69.8 % del creci-
miento de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici,
respectivamente Por lo cual se deduce que a mayor
concentracion de los extractos vegetales, mayor es
el efecto inhibitorio. El extracto vegetal de ortiga
(Urtica dioica) present6 un efecto inhibitorio bajo
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there is no significant increase than that at 192 h,
and shows a statistically higher difference of 51 %
in growth compared with the control. In the case of
EMP, increased inhibitory activity was observed,
being statistically different from the control with an
increase of 28 %. Chavez and Aquino (2012) state
that plant extracts of pirii (Cyperus spp.) showed a
low inhibitory effect in Fusarium sp. using 20 %
concentrations. However, the authors mention that
garlic extract completely inhibited Fusarium sp.
mycelial growth. This result is in agreement with
Lopez et al. (2005) statement, who reported that at
5 and 10 % concentrations, garlic inhibits 68.5 and
69.8 % of Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
growth, respectively. For this reason, it is assumed
that the higher the concentration of plant extracts,
the higher the inhibitory effect. Nettle extract
(Urtica dioica) showed a low inhibitory effect
in Fusarium sp. (Chavez and Aquino, 2012) in
contrast with the effects observed on tests using
Colletotrichum gloeosporioides, in which 100 %
growth inhibition was observed when aqueous and
alcoholic extracts of such plant were used. Based
on the favorable response of EMP, we characterized
and determined the organic structure of the extract
using gas chromatography with a universal column
and obtained the chromatogram shown in Figure 3.

In the plant extract (EMP),
hexadecanoic acid methyl ester (Palmitic acid)
and octadecadienoic acid 9,16 methyl ester (Table
2) called Omega 6 that are compounds known
to have the capacity to capture free radicals and
anti-inflammatory, antiallergic, antithrombotic,
antimicrobial and antineoplastic activity (Kuskoski
et al., 2005).

The presence of phenolic compounds such as
2,4-diphenol 1,1-dimethyl, ethyl and 1,3 dioxolane
2 heptanenitrile o-methyl 6-oxo- 2- phenyl
(precursor of thymol, and carvacrol and eugenol
intermediary) suggest fungal activity of the plant

we found
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en Fusarium sp., (Chavez y Aquino, 2012), en con-
traposicion a los observado en ensayos con Colle-
totrichum gloeosporioides, en los cuales se obtuvo
100 % de inhibicion de crecimiento con extractos
acuoso y alcoholicos de esta planta. Con base en
la respuesta favorable del EMP se procedio a la ca-
racterizacion y determinacion de la estructura or-
ganica del extracto en cromatografia de gases con
columna universal, obteniendo el cromatograma
mostrado en la Figura 3.

En el extracto vegetal (EMP) se identifico aci-
do hexadecanoico metil éster (acido palmitico) y
acido octadecadienoico 9,16 metil éster (Cuadro 2)
conocido como omega 6, compuestos conocidos
por su capacidad de capturar radicales libres y pre-
sentar actividades antiinflamatorias, antialérgicas,
antitromboticas, antimicrobianas y antineoplasicas
(Kuskoski et al., 2005).

La presencia de los compuestos fendlicos como
el 2,4-difenol 1,1-dimetil, etil y 1,3 dioxolano 2
heptanonitrilo a-metil 6-oxo- 2-fenil (precursor del
timol e intermediario del carvacrol y eugenol) su-
gieren la actividad fungicida de los extractos vegetales,

extracts, which is favored by the acid nature of their
hydroxyl group that creates a hydrogen bridge with
an active enzymatic site (Kalemba and Kunicka,
2003). On the other hand, the biosynthesis of these
molecules is taken either constitutively, pathogen-
independent (phytoanticipins), or, if induced as
part of the defense mechanism of plants against
infections caused by bacteria, fungi or nematodes
(phytoalexins). To this group belong flavonoids,
isoflavones, aurones and phenalenes. (Tanaka et
al., 2002. Kalemba and Kunicka (2003) suggest
that plant extracts and essential oils with phenol as
the main component express the highest spectrum
of antimicrobial activity.

The Fusarium oxysporum white fungal species
was confirmed with the sequence key CM000589.1
stored in the gene bank in NCBI and based on
DNA and PCR extraction protocols. The most
abundant compounds (3-4 benzaldehyde dimethyl,
1,3-dioxolane-2-heptanenitrile,
ox0-2- phenyl and 9,16- octadecadienoic acid,
methyl ester ) in the intermediately polar plant
extract (EMP) have shown fungal activity in crops

a-methyli-d-
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Figura 3. Cromatograma del extracto vegetal medianamente polar (EMP) obtenido de bulbos de Lilium.
Figure 3. Chromatogram of plant tissue intermediately polar (EMP) obtained from Lilium bulbs.

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2017

620



REvisTA MExicaNA DE FITOPATOLOGIA

FuLry BILINGUAL MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

Cuadro 2. Compuestos obtenidos en los tiempos de retencién mostrados en el cromatograma del extracto media-
namente polar.
Table 2. Compounds obtained within the retention periods shown in the intermediate polar extract chromato-

gram.
Tlemp(.),de Compuesto Tiemp N ,de Compuesto
retencion retencion
4676  Acido valérico, 4 tridecil éster 8.56 ;ﬁéfill‘_’xolano'z'heptanomml"’ o-metil-3-oxo-
6.978 Benzaldehido, 3-4 dimetil 10.835 Fenol, 2,4-bis(1,1-dimetiletil)-
7.098 Biciclo [3.1.1.] hept-3-en2-ona, 13.118 Metil 12-metil-tridecanoato
4,6,6-trimetil-
7.218 Biciclo [3.1.1] hept-3-en-2-one, 15.506 Acido hexadecanoico, metil éster
4.3 ,6-trimethil-
7.716 2-Cyclohexen-1-ona, 3-methil-6-(1- 18.201 9,16- Acido Octadecadienoico, metil éster

metil-etenil)-,(S)

la cual es favorecida por la naturaleza acida de su
grupo hidroxilo el cual forma un puente hidroge-
no con un sitio activo enzimatico (Kalemba y Ku-
nicka, 2003). Por otra parte la biosintesis de estas
moléculas es llevada ya sea de manera constitutiva,
patdgeno-independiente (fitoanticipinas) o si es in-
ducida como una parte de la respuesta defensiva de
las plantas en contra de una infeccion por bacterias,
hongos o nematodos (fitoalexinas) en este grupo
se encuentran los flavonoides, las isoflavonas, las
auronas y los fenalenones (Tanaka ef al., 2002; Ka-
lemba y Kunicka (2003) sugieren que los extractos
vegetales y aceites esenciales con fenol como com-
ponente principal expresan el mas alto espectro de
actividad antimicrobiana.

Se confirmo la especie fungica blanco Fusarium
oxysporum con clave de secuencia CM000589.1
del banco de genes del NCBI. Con base a los proto-
colos de extraccion de ADN y PCR. Los compues-
tos de mayor abundancia en el extracto vegetal me-
dianamente polar (EMP) 3-4 dimetil benzaldehido,
1,3-dioxolano-2-heptanonitrilo, o-metil-3-0x0-2-
fenil y 9,16-4acido octadecanoico, metil éster, han
reportado actividad fungicida en cultivos de interés
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of interest and are potential components for further
studies. The raw plant extract of Lilium hybrid
L/A “Indian summer” bulbs presented stimulating
activity in Fusarium oxysporum mycelial growth.
The intermediate polar extract (EMP) of the bulbs
presented low inhibitory activity and it is considered
useful as a Fusarium oxysporum fungistatic.

End of the English version ~~—~——~——~

agricola siendo componentes potenciales para estu-
dios posteriores El extracto vegetal crudo de bulbos
de Lilium hibrido L/A “Indian summer” presentod
actividad promotora del crecimiento micelial de
Fusarium oxysporum. El extracto medianamente
polar (EMP) de los bulbos presenta actividad inhi-
bitoria baja y se considera su utilidad como fungis-
tatico de Fusarium oxysporum.
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