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antagonista a fitopatogenos de la papa
(Solanum tuberosum spp. andigena Hawkes)
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potato phytopathogens (Solanum tuberosum spp. andigena Hawkes)
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Pérez-Rojas F, Leon-Quispe J y Galindo-Cabello N.
2015. Actinomicetos Aislados del Compost y su Acti-
vidad Antagonista a Fitopatégenos de la papa (Solanum
tuberosum spp. andigena Hawkes). Revista Mexicana
de Fitopatologia 33: 116-139.

Resumen. Una de las formas de control de fito-
patogenos es a través del uso de microorganismos
antagonistas. El compost, un producto organico
es fuente de microorganismos capaces de produ-
cir metabolitos secundarios de interés agricola. Se
aislaron y evaluaron mediante cultivos in vitro la
capacidad antagonista de 85 actinomicetos frente
a fitopatogenos que afectan a Solanum tuberosum.
De los aislados, 23.5% tuvieron actividad antago-
nista a Ralstonia solanacearum, 16.4% a Pectobac-
terium carotovorum, 43.5% a Phytophthora infes-
tans, 25.8% a Fusarium sp 'y 61.1% a Rhizoctonia
solani. Extractos orgéanicos obtenidos con acetato
de etilo y diclorometano de las cepas selecciona-
das (AACI-5, ACZI-22, ACZII-35, ACZIII-84 y
ACZIII-88) mostraron actividad antimicrobiana,
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Abstract. One way of controlling phytopathogens
is through the use antagonistic microorganisms.
Compost is a source of microorganisms capable
of producing secondary metabolites of agricultural
interest. Weisolated85actinomycetes invitrocultures
and evaluated their antagonist capacity against
phytopathogens affecting Solanum tuberosum. Of
the isolates, 23.5 % showed antagonistic activity
against Ralstonia solanacearum, 16.4 % against
Pectobacterium carotovorum, 43.5 % against
Phytophthora infestans, 25.8 % against Fusarium
sp., and 61.1% against Rhizoctonia solani. Organic
extracts obtained from the selected strains (AACI-
5, ACZI-22, ACZII-35, ACZIII-84 y ACZIII-88)
with ethyl acetate and dichloromethane showed
antimicrobial activity. The most important was the
ethyl acetate extract from the AACI-5 strain, which
had a broader spectrum of activity and showed a
minimum inhibitory concentration (MIC) against
Phytophthora infestans of 0.0625 mg.mL-!. The
most active strains were identified as members
of the genus Streptomyces. Due to the antagonist
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siendo el de mayor importancia el extracto de ace-
tato de etilo de la cepa AACI-5 por tener mayor
espectro de actividad y presentar una Concentra-
cion Minima Inhibitoria (CMI) de 0.0625 mg.mL"!
frente a Phytophthora infestans. Las cepas con ma-
yor actividad se identificaron como miembros del
género Streptomyces. Los actinomicetos por su ca-
pacidad antagonista mostrada en el presente trabajo
podrian ser considerados potenciales candidatos en
el control de patogenos de este tubérculo en el mar-
co de una agricultura sostenible.

Palabras clave: Streptomyces, compuestos bioac-
tivos, microorganismos de suelos, patogenos de la
papa, antagonismo.

El control bioldgico o biocontrol utilizando mi-
croorganismos se ha convertido en una alternativa
en el tratamiento de patogenos de plantas, siendo
considerado como una de las practicas mas eficien-
tes y ecoldgicamente sanas en el desarrollo de una
agricultura sostenible (Franco-Correa, 2009). Los
fitopatégenos originan grandes pérdidas econdmi-
cas en la agricultura, al disminuir tanto la cantidad,
como la calidad de los productos cosechados, y por
lo tanto su valor comercial. El control de estos pa-
togenos por lo general se ha realizado empleando
plaguicidas y otros quimicos, los cuales ha tenido
efectos negativos sobre el ambiente y la calidad de
vida de las poblaciones humanas (Serrano y Galin-
do, 2007). La aplicacion sistematica de productos
quimicos en la agricultura implica actualmente di-
ficultades como el resurgimiento de plagas, el desa-
rrollo de resistencia genética de microorganismos,
la contaminacioén del ambiente y dafios a la salud
humana (Pérez, 2004).

El interés en el biocontrol de patogenos de
plantas se ha incrementado actualmente, particu-
larmente como una respuesta a la preocupacion de
los consumidores frente al uso de los agroquimi-
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capacity showed by actinomycetes in this work,
they could be considered as potential candidates for
controlling potato pathogens under the framework
of sustainable agriculture.

Key words: Streptomyces, bioactive compounds,
soil microorganisms, potato pathogens, antagonism.

Biological control (or biocontrol) through the
use of microorganisms has become an alternative
for the treatment of plant pathogens; it is considered
one of the most efficient and ecologically sound
practices for a sustainable agriculture (Franco-
2009).
economic losses in agriculture, reducing both the

Correa, Phytopathogens cause great
quantity and the quality of harvested products, and
thus their commercial value. The control of these
pathogens has usually been done with pesticides
and other chemicals, which has had negative effects
on the environment and the quality of life of human
populations (Serrano and Galindo, 2007). The
systematic application of chemicals in agriculture
currently faces difficulties such as the resurgence
of pests, the development of genetic resistance
in microorganisms, environmental pollution and
damage to human health (Pérez, 2004).

The interest in biocontrol of plant pathogens
has increased recently, particularly as a response to
consumer concerns over the use of agrochemicals.
Currently, biocontrol is already considered as one
of the standard management practices of plant
diseases caused mainly by pathogens of the genera
Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium, Phytophthora
and Fusarium (Serrano and Galindo, 2007). In the
control of these pathogens, it is important to select
potential antagonists that can be used as biological
controls, for which it is necessary, initially, to
perform in vitro assays that provide information
about their antagonist capacity in order to use them
later in the field (Gohel et al., 2006).
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cos. Actualmente, el biocontrol ya es considerado
como una de las practicas de manejo de enferme-
dades de las plantas causadas principalmente por
patogenos de los géneros Rhizoctonia, Sclerotium,
Pythium, Phytophthora y Fusarium (Serrano y Ga-
lindo, 2007). En el control de dichos por patoge-
nos, resulta importante la seleccion de potenciales
antagonistas que pueden ser utilizados como con-
troladores biologicos, para lo cual es necesario rea-
lizar inicialmente ensayos in vitro que generen una
orientacion respecto a su capacidad antagonista y
permitan potencialmente ser formulados y utiliza-
dos posteriormente en campo (Gohel ef al., 2006).
Entre los microorganismos utiles en el biocon-
trol de fitopatdgenos se encuentran bacterias de los
géneros Streptomyces, Pseudomonas, Agrobacte-
rium 'y Bacillus (Whipps, 2001). Estos microor-
ganismos se encuentran en suelos fértiles, siendo
el grupo mas prolifico los actinomicetos, bacterias
Gram positivas, aerobias y principales degradado-
res de la materia organica en el suelo con capaci-
dades de producir compuestos antimicrobianos,
terpenoides, pigmentos y enzimas extracelulares
(Ezziyyani et al., 2004). Representan entre 20 a 60
% de la poblacion microbiana del suelo fértil, sien-
do sus principales actividades las de fijar nitrogeno,
solubilizar fosfatos, promover el crecimiento de las
plantas y producir una serie de metabolitos secun-
darios como vitaminas, enzimas y otros compues-
tos benéficos para las plantas (Bobadilla y Rincon,
2008). Adicionalmente, los actinomicetos ayudan a
mejorar la fertilidad del suelo y a la vez producen
compuestos bioactivos que permiten ejercer accion
directa o indirecta como organismos de biocontrol
de eventuales patogenos (Franco-Correa, 2008).
Los actinomicetos se caracterizan por producir
metabolitos con actividad antimicrobiana, inclu-
yendo biocontrol de fitopatogenos (Crawford ef al.,
1993; Park et al., 2002). Cepas de Streptomyces sp.
han mostrado capacidad de suprimir el crecimiento
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Among the useful  for

biocontrol

microorganisms
of phytopathogenic bacteria are
Streptomyces, Pseudomonas, Agrobacterium and
Bacillus (Whipps, 2001). These microorganisms
are found in fertile soils; the most prolific group are
the actinomycetes, aerobic Gram positive bacteria
that are the main degraders of organic matter in
the soil, with a capacity to produce antimicrobial
compounds, terpenoids, pigments and extracellular
enzymes (Ezziyyani et al., 2004). They represent
about 20-60 % of the microbial population of
fertile soil; their main activities are to fix nitrogen,
solubilize phosphates, promote plant growth and
produce a series of secondary metabolites such as
vitamins, enzymes and other beneficial compounds
for plants (Bobadilla and Rincon, 2008). In
addition, actinomycetes help improve soil fertility
and produce bioactive compounds that allow
them to serve directly or indirectly as biocontrol
organisms of potential pathogens (Franco-Correa,
2008).

Actinomycetes are characterized by producing
enzymes with antimicrobial activity, including the
biocontrol of phytopathogens (Crawford et al.,
1993; Park et al., 2002). Strains of Streptomyces
sp. have shown an ability to suppress in vitro
growth of pathogens, and, therefore, many of
their metabolites have been proposed to inhibit
the growth of these pathogens in vivo (Franco-
Correa, 2009). Extracellular enzymes such as
chitinases and B-1,3- glucanases play a significant
role in antifungal and biocontrol activity, and are
responsible for the mycoparasitism of certain
strains of Streptomyces and the suppression of
plant diseases (Goodfellow and Williams, 1983;
Gonzales et al., 2003).

The potato (Solanum tuberosum L.) is the
fourth most important crop worldwide, with an
annual output of 328,865,936 MT (FAO, 2008).
The potato crop of Peru is the most important in the
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de fitopatdogenos in vitro, y por ello, muchos de
sus metabolitos han sido propuestos para inhibir
el crecimiento de estos patdgenos in vivo (Franco-
Correa, 2009). Enzimas extracelulares como quiti-
nasas y f-1,3-glucanasas desempenan una funcion
significativa en la actividad antifingica y biocon-
troladora, siendo responsables del micoparasitismo
ejercido por ciertas cepas de Streptomyces y la su-
presion de enfermedades de las plantas (Goodfe-
llow y Williams, 1983; Gonzales et al., 2003).

La papa (Solanum tuberosum L.), es el cuarto
cultivo mas importante en el ambito mundial, con
una produccion anual de 328, 865, 936 TM (FAO,
2008). En Peru, el cultivo de papa es el mas impor-
tante en la zona andina, siendo la superficie cultiva-
da de 249,000 ha. La produccion de la papa en Perti
se incremento de 3,8 millones de TM en 2004 a 4,5
millones de TM en 2013, lo cual significé un creci-
miento de 45% y una tasa promedio anual de 3,8%
(INEIL, 2014). Sin embargo, el cultivo de este tubér-
culo es afectado por varias enfermedades, siendo
importantes las causadas por hongos y bacterias
(Farfan y Gutiérrez, 2009). El “tizon tardio”, causa-
da por el Chromista Phytophthora infestans ha sido
considerado como el principal patogeno a escala
mundial (Agrios, 2005). Rhizoctonia solani Kiihn,
causante de la rizoctoniasis o costra negra (por la
formacion de esclerocios) y chancro del tallo (por
las lesiones necroéticas en los tallos) es un patogeno
fungico presente en todas las zonas productoras de
papa del mundo (Torres, 2002). Son varias las es-
pecies de Fusarium que se citan como responsables
de la “pudricién seca”. La bacteria Ralstonia sola-
nacearum causante de “marchitez bacteriana” (Ya-
buuchi et al.; 1995) tiene gran impacto en el cultivo
de la papa en climas frios, aunque su temperatura
optima de crecimiento es de 28°C (He et al, 1983).
Las bacterias Pectobacterium carotovorum subsp
atrosepticum, P. carotovorum subsp. caratovorum
(antes Erwinia carotovorum) y P. chrysanthemi,
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Andean region, with a cultivated surface of 249,000
ha. Potato production in Peru increased from 3.8
million MT in 2004 to 4.5 million MT in 2013, an
increase of 45 % and an average annual growth rate
of 3.8 % (INEI, 2014). However, the cultivation of
potatoes is affected by various diseases; among
the most important are those caused by fungi and
bacteria (Farfan and Gutierrez, 2009). The “late
blight”, caused by Chromista Phytophthora
infestans, has been regarded as the major
pathogen worldwide (Agrios, 2005). Rhizoctonia
solani Kihn, which causes rhizoctoniasis or
black scurf (due to the formation of sclerotia)
and stem blight (due to the necrotic lesions on
the stems), is a fungal pathogen present in all
potato producing areas of the world (Torres,
2002). Several species of Fusarium are cited
as responsible for the “dry rot”. The bacterium
Ralstonia solanacearum, which causes “bacterial
wilt” (Yabuuchi et al., 1995), has a great impact
on potato crops in cold climates, although its
optimum growth temperature is 28 °C (He et al.,
1983). The bacteria Pectobacterium carotovorum
subsp. atrosepticum, P carotovorum subsp.
caratovorum (previously Erwinia carotovora)
and P. chrysanthemi, cause the “soft rot” of
potato tubers in both the field and in the store, as
well as the “stem rot” or “blackleg” in growing
plants (Elphinstone, 1987).

Compost is a highly humified organic fertilizer,
rich in nutrients and a source of a variety of
aerobic microorganisms, including actinomycetes,
which develop in response to different levels of
temperature, humidity, oxygen and pH (Arslan ef
al., 2008). This research seeks to select strains of
actinomycetes isolated from compost with potential
inhibitory activity against pathogens affecting the
potato crop (Solanum tuberosum L) and that could
be subsequently used as biocontrol agents in the
field.
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causan la “pudricion blanda” de los tubérculos de
la papa tanto en el campo como en el almacén, asi
como la “pudricién de los tallos” o “pierna negra”
en plantas en crecimiento (Elphinstone, 1987).

El compost es un abono organico altamente hu-
mificado, rico en nutrientes y fuente de una varie-
dad de microorganismos aerobios, entre ellos los
actinomicetos, que se desarrollan en respuesta a
diferentes niveles de temperatura, humedad, oxige-
no y pH (Arslan et al., 2008). Esta investigacion
busca seleccionar cepas de actinomicetos aislados
del compost con potencial actividad inhibitoria de
patogenos que afectan al cultivo de papa (Solanum
tuberosum L) con posterior aplicacion potencial
como agentes de biocontrol en el campo.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de compost. Fueron recolectadas 10
muestras de compost (100 g de muestra como pro-
medio) de las instalaciones del predio conocido
como “Casa Blanca” (propiedad particular) ubica-
do a 47 km de Lima — Pert. La toma de muestras
se realizd en condiciones de esterilidad y poste-
riormente dichas muestras fueron colocadas en en-
vases de primer uso y con tapa hermética. Fueron
transportadas al laboratorio de Ecologia Microbia-
na, Universidad Nacional Mayor de San Marcos
para su inmediato procesamiento.

Patégenos de Solanum tuberosum. Las cepas de
patogenos fueron proporcionados por el Centro In-
ternacional de la Papa (CIP), de Lima, Perua. Estos
incluyeron cultivos bacterianos de Ralstonia sola-
nacearum (cepa 204 Biovar 2A aislada de Solanum
tuberosum - Huambos — Cajamarca, Peru) y Pecto-
bacterium carotovorum subsp. atrosepticum (aisla-
do de Solanum tuberosum - Chiras - Comas, Pert),
asi como los hongos Rhizoctonia solani (aislado de
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MATERIALS AND METHODS

Compost samples. We collected 10 samples
of compost (an average of 100 g of sample)
from the facilities of the land property known as
“Casa Blanca” located at 47 km from Lima, Peru.
Sampling was conducted under sterile conditions;
the samples were placed in single-use containers
with a tight lid. The samples were then transported
to the laboratory of Microbial Ecology at the
Universidad Nacional Mayor de San Marcos for
immediate processing.

Pathogens of Solanum tuberosum. The pathogenic
strains were provided by the International Potato
Center (CIP) in Lima, Peru. These included
bacterial cultures of Ralstonia solanacearum (strain
204 Biovar 2A, isolated from Solanum tuberosums,
Huambos, Cajamarca, Peru) and Pectobacterium
carotovorum subsp. atrosepticum (isolated from
Solanum tuberosum; Chiras, Comas, Peru), as
well as the fungi Rhizoctonia solani (isolated from
Solanum tuberosum; Huancayo, Peru), Fusarium
sp., (isolated from Solanum tuberosum; Huancayo,
Peru) and Chromista Phytophthora infestans
(isolated from Solanum tuberosum L. var canchan;
Serrana, Oxapampa, Peru).

Isolation of Actinomycetes from compost. To
isolate the actinomycetes, the compost samples
were diluted one-tenth in saline 0.85 % (w/v) to
10-6, and 0.1 mL of each dilution was seeded by
spreading it on Agar Czapek Dox, pH 7.2, and Agar
starch Casein, pH 7.2 (Gurung ef al., 2009), adding
in both cases nystatin (Merck) (50ug.mL") and
cycloheximide (Merck) (50 pg.mL"). The cultures
were incubated at 28 °C for 15 d. The actinomycetes
colonies were collected and stored refrigerated in
vials containing agar Czapek Dox plus glycerol
(20 % v/v), according to Leon et al.(2007).
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Solanum tuberosum Huancayo, Pert), Fusarium
sp., (aislado de Solanum tuberosum Huancayo,
Perti) y el Chromista Phytophthora infestans (aisla-
do de Solanum tuberosum L. var. canchan Serrana
— Oxapampa, Peru).

Aislamiento de actinomicetos a partir del com-
post. Para el aislamiento de actinomicetos, las
muestras de compost fueron diluidas al décimo en
solucion salina 0.85 % (p/v) hasta 10° y se sem-
br6 0.1 mL de cada dilucién por diseminacion en
Agar Czapeck- Dox pH 7.2 y Agar Almidon Casei-
na pH 7.2 (Gurung et al., 2009) suplementado en
ambos casos con nistatina (Merck) (50pug.mL") y
cicloheximida (Merck) (50 pg.mL™). Los cultivos
fueron incubados a 28°C por 15 d. Se colectaron
las colonias de actinomicetos y se conservaron en
refrigeracion en viales conteniendo agar Czapeck
- Dox mas glicerina (20% v/v) segin Leon et al.
(2007).

Seleccion de actinomicetos con actividad anta-
gonista a bacterias fitopatégenas. Se realizdo me-
diante el método modificado de “segunda capa”
(Dopazo et al., 1988). Los actinomicetos fueron
sembrados como macrocolonias en Agar Czapeck
Dox pH 7.2 e incubadas a 28 °C por 7 d. Las bac-
terias fitopatogenas fueron reactivadas en caldo
nutritivo + 1% de glucosa (p/v), pH 7.0, y poste-
riormente inoculadas (10 pL) (0,5 escala Mac Far-
land) a 3 mL de agar semiso6lido licuado y tempera-
do a 50°C y luego agregado rapidamente sobre los
cultivos de los actinomicetos. Los cultivos fueron
incubados a sus respectivas temperaturas de creci-
miento (R. solanacearum a 30 °C por 48 hy P. ca-
rotovorum a 26°C por 48 h), realizandose luego las
evaluaciones del tamafo (en mm) de los halos de
inhibicion (didmetro). Se consideré como positivo
un didmetro > a 5 mm.
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Selection of actinomycetes with antagonistic
activity against plant pathogenic bacteria. This
was performed by the modified “second layer
method” (Dopazo et al., 1988). The actinomycetes
were seeded as macro-colonies on Agar Czapek
Dox (pH 7.2) and incubated at 28 °C for 7 d.
The phytopathogenic bacteria were reactivated in
nutrient broth plus 1% glucose (w/v), pH 7.0, and
then inoculated (10uL) (0.5 McFarland scale) into
3 mL of liquefied semisolid agar, tempered at
50 °C and then added quickly on the actinomycetes
cultures. The cultures were incubated at their
respective growth temperatures (R. solanacearum
at 30 °C for 48 h and P. carotovorum at 26 °C for
48 h); afterwards, we evaluated the size (in mm) of
the inhibition zones (mm diameter). A diameter > 5
mm was considered positive.

Selection of actinomycetes with antagonistic
activity against chromista and fungi. This test
was performed by the coculture method indicated
by Taechowisan et al. (2005). Rhizoctonia solani
and Fusarium sp. were reactivated and seeded
on potato dextrose agar (PDA; Merck), while the
oomycete Phytophthora infestans was seeded on
rye agar; all cases were incubated at 28 °C for 7
d. The actinomycetes were seeded on PDA at one
end of the plates. The pathogen cultures were cut
into small pieces (0.5 cm per side) and placed at the
opposite end from each actinomycete culture. This
was incubated at 28 °C for 4-5 d; we then proceeded
to assess the extent of the growth distance (mm)
between the actinomycete and the phytopathogen.
A distance > 5 mm was considered positive.

Microscopic and macroscopic analysis of
selected actinomycetes. This was done using
microcultures of actinomycetes previously selected
for their higher antagonistic activity. We used the
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Seleccion de actinomicetos con actividad anta-
gonista al cromista y hongos. Esta prueba se rea-
liz6 mediante el método de co-cultivo sefalado por
Taechowisan et al., (2005). Rhizoctonia solani, y
Fusarium sp, fueron reactivados y sembrados en
agar papa dextrosa (APD) (Merck); mientras el
oomiceto Phytophthora infestans en agar centeno,
incubandose en todos los casos a 28 °C por 7 d.
Los actinomicetos se sembraron en APD en un ex-
tremo de las placas. Los cultivos de patogenos se
cortaron en trozos pequenos (0,5 cm de lado) y se
colocaron al extremo opuesto del cultivo de cada
actinomiceto. Se incub6 por 4-5 d a 28 °C; luego se
procedi6 a efectuar la evaluacion de la medida de
la distancia de crecimiento (mm) entre el actinomi-
ceto y el fitopatogeno. Se considerd como positiva
una distancia >a 5 mm.

Analisis microscopico y macroscépico de ac-
tinomicetos seleccionados. Se realizd6 mediante
microcultivos de actinomicetos previamente selec-
cionados por su mayor actividad antagonista. Se
aplico el método de “bloques de agar” segiin Holt
et al., (1994) con incubacion en camara humeda a
28 °C por 5-7 d. La observacion de las caracteris-
ticas morfoldgicas de su estructura micelial y de
esporulacion se realizd utilizando un microscopio
compuesto (Nikon) con el objetivo de inmersion
(100X) en laminas portaobjeto preparadas con Azul
de Lactofenol (Merck). En la evaluacion macrosco-
pica se tuvo en cuenta caracteristicas fenotipicas de
las colonias, tales como color, forma, tamafio, ele-
vacion, textura y pigmento difusible de las mismas.

Obtencion del extracto crudo del compuesto
antimicrobiano. Se realizd segiin Pandey et al.
(2004) modificada para actinomicetos de suelos.
Actinomicetos seleccionados, se inocularon en ma-
traces Erlenmeyer de 500 mL, con 150 mL del me-
dio extracto de levadura mas glucosa (Sultan et al.,

VOLUMEN 33, NUMERO 2, 2015

“method of agar blocks” according to Holt et al.
(1994), with incubation in a moist chamber at
28 °C for 5-7 d. The morphological characteristics
of the mycelial and sporulation structure were
observed using a compound microscope (Nikon)
with immersion objective (100X) on slides
prepared with Lactophenol blue (Merck). For
the macroscopic evaluation, we considered the
phenotypic characteristics of the colonies, such as
color, shape, size, elevation, texture and diffusible
pigment.

Obtaining the crude extract of antimicrobial
compound. This was done according to the
method of Pandey ef al. (2004) modified for soil
actinomycetes. Selected
inoculated in 500 mL Erlenmeyer flasks with 150 mL
of the yeast extract-glucose medium (Sultan et al.,
2002). The cultures were incubated at 28 °C for
10 d with constant stirring of 250 rpm, and then
centrifuged at 4,000 rpm for 25 min. The recovery
of antimicrobial metabolites from the supernatant
was carried out by extraction with ethyl acetate and
dichloromethane (Merck) (1:1, v/v), and vigorous
stirring for 1 h (Liu et al., 1986). The crude extract
was concentrated and separated using a rotary
evaporator (Buchi R-3000) at 40 °C; the residue
was then weighed and reconstituted with dimethyl
sulfoxide (DMSO; 10%) for storage and later
analysis.

actinomycetes were

Determining the antimicrobial activity of the
crude extract. Volumes of 50 pL of crude extract
recovered and reconstituted (4 mg/mL) were placed
in wells (5Smm) bored in Nutrient Agar medium plus
1 % glucose, where the control phytopathogenic
bacteria had been previously seeded. The cultures
were incubated at 30 °C for 48 h (R. solanacearum)
and at 26 °C for 48 h (P. carotovorum). The
medium used in the tests with phytopathogenic
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2002). Los cultivos fueron incubados a 28 °C por
10 d en agitacion constante de 250 rpm, y poste-
riormente centrifugados a 4000 rpm por 25 min. La
recuperacion de metabolitos antimicrobianos a par-
tir del sobrenadante se realizé mediante extraccion
con acetato de etilo y diclorometano (Merck) en
una proporcion 1:1 (v/v) y agitado vigorosamente
por 1 h (Liu et al., 1986). El extracto crudo fue con-
centrado y separado con ayuda de un evaporador
rotatorio (BUCHI R- 3000) a 40 °C; luego el resi-
duo fue pesado y reconstituido con dimetilsulfoxido
(DMSO) al 10 % para su conservacion y analisis
posterior.

Determinacion de la actividad antimicrobia-
na del extracto crudo. Volimenes de 50 pL del
extracto crudo recuperado y reconstituido (4 mg/
mL), se colocd en pocillos (5 mm) practicados
sobre el medio Agar Nutritivo + 1 % de glucosa,
donde fue previamente sembrada la bacteria testigo
fitopatogena. Los cultivos fueron incubados a 30 °C
por 48 h (R. solanacearum) y a 26 °C por 48 h (P,
carotovorum). En las pruebas frente a los hongos
fitopatogenos el medio utilizado fue APD con incu-
bacion a 28 °C por 5 d. La actividad antimicrobiana
en todos los casos se determino por la medida del
tamafo del halo de inhibiciéon (mm de diametro)
segun Pandey et al. (2004).

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del
extracto crudo. Se realizd segiin Caviedes et al.
(2002) en microplacas de 96 pocillos (Pure Grade
— Merck). Las pruebas se realizaron distribuyendo
las diluciones de los extractos crudos de los actino-
micetos seleccionados en el caldo nutritivo + 1%
de glucosa a doble concentracion para las bacterias
y caldo extracto de levadura + glucosa a doble con-
centracion para los hongos y el oomiceto P. infes-
tans. La cepa fitopatogena agregada a cada pocillo
fue de 20 pL. Se incubd por 48 h para las bacterias
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fungi was PDA, with incubation at 28° C for 5 d. In
all cases, the antimicrobial activity was determined
by measuring the size of the inhibition zone (mm in
diameter) according to Pandey et al. (2004).

Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
of crude extract. This was performed according
to Caviedes et al. (2002) in 96-well microplates
(Pure Grade-Merck). The tests were performed by
spreading the dilutions of the crude extracts of the
selected actinomycetes on the nutrient broth plus 1 %
glucose, with double concentration of the bacteria
and the yeast extract broth plus glucose, and double
concentration also of the fungi and the oomycete
P. infestans. The volume of the phytopathogenic
strain added to each well was 20 pL. This was
incubated for 48 h in the case of bacteria and for
5 d in the case of fungi and chromista. After this
time, 50 pL of tetrazolium (Sigma) were added to
all wells, which were then incubated for 24 h. A
color change from yellow to purple was interpreted
as bacterial growth.

RESULTS AND DISCUSSION

Isolation of Actinomycetes from compost. A
total of 85 strains of actinomycetes were isolated
from compost piles from the land property “Casa
Blanca”. Of these isolates, 51 were recovered from
Czapek Dox agar (CDA) and 34 from starch casein
agar (SCA). The isolates stored for further study
were labelled according to their growth in the
primary isolation medium and the sample number.
In this work, the primary isolate of actinomycetes
from compost was slightly higher in CDA compared
to SCA (Table 1).These results are similar to those
obtained by Horna (1996), although it should be
noted that in that case the isolation was made from
marine sediment, a completely different substrate
to the one used in the present work.
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y 5 d para los hongos y el cromista. Al cabo de este
tiempo, se agregd 50 pL de tetrazolium (Sigma) a
todos los pocillos y se incubaron durante 24 h. Un
cambio de color del amarillo al purpura fue inter-
pretado como crecimiento de bacterias.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de actinomicetos del compost. Se
aislaron un total de 85 cepas de actinomicetos pro-
venientes de pilas de compost del predio “Casa
Blanca”. De los aislados, 51 actinomicetos se re-
cuperaron del agar Czapeck Dox (ACZ) y 34 del
agar almidon caseina (AAC). Los aislados para es-
tudios posteriores se codificaron de acuerdo a su
crecimiento en el medio de aislamiento primario y
el nimero de muestreo.

En el presente trabajo, el aislamiento primario
de actinomicetos a partir del compost fue ligera-
mente mayor en ACZ en comparacion al AAC
(Cuadro 1). Estos resultados son similares a los
obtenidos por Horna (1996), aunque cabe senalar
que en este ultimo caso el aislamiento se realizo a
partir de sedimento marino, un sustrato totalmente
diferente al del presente trabajo.

Actinomicetos antagonistas a fitopatégenos
de papa. De la totalidad de actinomicetos aisla-
dos (n=85), 65 (76.4 %) mostraron tener actividad
antagonista al menos frente a un fitopatéogeno en
prueba y 20 (23.5 %) resultaron negativos. Asimis-
mo, 20 (23.5 %) resultaron tener actividad en contra de
Ralstonia solanacearum y 14 (16.4 %) frente a Pecto-
bacterium carotovorum (Figura 1). El aislamiento
con mayor actividad contra R. solanacearum fue
la cepa ACZII-35 (32 mm de diametro), en cam-
bio contra P. carotovorum mostr6 mayor actividad
la cepa AACI-5 (30 mm) (Cuadro 2). Asimismo,
los actinomicetos del compost evaluados por su
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Actinomycetes antagonistic to potato pathogens.
Of all the isolated actinomycetes (n=85), 65
(76.4 %) showed antagonistic activity against
at least one plant pathogen in the tests, while
20 (23.5 %) did not show any. Likewise, 20
isolated actinomycetes (23.5 %) showed activity
against Ralstonia solanacearum, and 14 (16.4 %)
against Pectobacterium carotovorum (Figure 1).
The isolate with the highest activity against R.
solanacearum was the ACZII-35 strain (32 mm
in diameter), while against P. carotovorum, the
highest activity was shown by the AACI-5 strain
(30 mm) (Table 2). In addition, the evaluation of
actinomycetes from compost by their antagonism
against fungi, indicated that 22 strains (25.8 %) have
activity against Fusarium sp., 52 isolates (61.1 %)
against Rhizoctonia solani and 36 strains (43.5 %)
against Phytophthora infestans (Figure 1). Of the
evaluated actinomycetes, 4 strains (4.7 %) (ACZI-
24, ACZII-34, ACZII-52, ACZIII-69) showed a
broad spectrum of antagonistic activity against the
5 phytopathogens, 10 strains showed antagonistic
activity against 3 fungal pathogens, and 12 strains
against the 2 bacterial pathogens (Table 2 and 3;
Figure 2). The percentage of actinomycetes that
inhibited at least one fungal pathogen was 72.9 %;
in contrast, 43.5% inhibited chromista and 23.5 %

Cuadro 1. Actinomicetos aislados de pilas de compostaje en
proceso final, en el predio “Casa Blanca”, ubicado
en Lurin, Lima, Pera.

Table 1. Isolated actinomycetes from piles of compost in the

final process, in the property of “Casa Blanca”, loca-
ted in Lurin , Lima, Peru.

Muestras
Medio de cultivo I II Il Total (%)
Agar Czapeck (ACZ) 16 16 19  51(60)
Caneina (ARC) 2139 e
Total 28 29 28 85(100)
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antagonismo frente a hongos indican que 22 cepas
(25.8 %) tienen actividad contra Fusarium sp., 52
cepas (61.1 %) contra Rhizoctonia solani y 36 ce-
pas (43.5 %) contra Phytophothora infestans (Figu-
ra 1). De los actinomicetos evaluados, 4 cepas (4.7
%) (ACZI-24, ACZII-34, ACZII-52, ACZIII-69)
mostraron amplio espectro de actividad antagonis-
ta a los 5 fitopatogenos; 10 cepas a los 3 patoge-
nos fungicos y 12 cepas a las 2 bacterias patdgenas
(Cuadros 2 y 3; Figura 2). El 72.9 % de actinomi-
cetos inhibieron por lo menos un patdégeno fungico,
en contraste el 43.5 % lo hicieron al cromista y el
23.5 % inhibieron por lo menos una de las bacterias
patdgenas. Los aislamientos con mayor actividad
de inhibicion fueron ACZI-22 frente a R. sola-
ni (inhibicién de 27 mm de distancia) (Figura 3);
ACZII-84 y ACZIII-88 a Fusarium sp (18 mm de
distancia) (Figura 4) y AACI-5 a P. infestans (22
mm de distancia) (Cuadro 3 y Figura 5). Prapagdee
et al. (2008) aislaron 146 cepas de actinomicetos de
rizosfera y los confrontaron con dos hongos fito-
patogenos (Colletotrichum gloesporiodes y Sclero-
tium rolfsii), solo 10 aislamientos mostraron capa-
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30 - 36
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Ralstonia solanacearum W® Pectobacterium caratovorum
B Rhizoctonia solani mm Fusarium sp.
B Phythophtora infestans ' Total

Numero de Actinomicetos

Figura 1. Actividad de antagonismo de actinomicetos del
compost frente a 5 patdogenos de papa.

Figure 1. Antagonistic activity of actinomycetes from com-
post against 5 potato pathogens.
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Cuadro 2. Tamafio de los halos de inhibicion originados por
actinomicetos aislados de compost frente a bacte-
rias patdgenas de Solanum tuberosum.

Table 2. Size of the halos of inhibition caused by actinomy-

cetes isolated from compost to combat pathogenic
bacteria of Solanum tuberosum.

Halos de inhibicion (mm)

. . Ralstonia Pectobacterium
Actinomicetos
solanacearum carotovorum
ACZI-2 11 O
ACZI-8 17 14
ACZI-24 21 21
ACZII-2 9 )
ACZII-34 25 17
ACZII35 32 24
ACZII-42 17 ¢
ACZII-52 16 20
ACZIII-62 19 17
ACZIII-69 19 19
ACZIII-75 14 ¢
ACZIII-82 15 ¢
AACI-5 28 30
AACI-9 18 18
AACII-41 18 )
AACII-44 17 ¢
AACII-45 10 13
AACIII-60 20 22
AACIII-65 17 20
AACIII-71 18 19
AACIII-72 16 ¢

Actividad de inhibicion: buena >25mm; intermedia <25 y
>15mm; escasa <15mm; no actividad (-) / Inhibitory activity
: Good >25mm ; Intermediate <25 and >15mm ; <15mm Scar-
ce ; No activity (-).

inhibited at least one of the pathogenic bacteria. The
isolates with the highest inhibitory activity were
ACZI-22, against R. solani (inhibition of 27 mm
in distance) (Figure 3), ACZII-84 and ACZIII-88
against Fusarium sp. (18 mm in distance) (Figure
4) and AACI-5 against P infestans (22 mm in
distance) (Table 3 and Figure 5). Prapagdee et al.
(2008) isolated 146 strains of actinomycetes from
rhizosphere soil and confronted them with two
pathogenic fungi (Colletotrichum gloeosporioides
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Cuadro 3. Cepas de actinomicetos del compost seleccionados por su mayor actividad antagonista a hongos
fitopatodgenos de Solanum tuberosum (zona de inhibiciéon en mm).
Table 3. Actinomycete strains from compost selected for its greater antagonist activity to phytopathogenic
fungi of Solanum tuberosum (Inhibition zone in mm).

Actinomicetos Rhizoctonia solani Fusarium sp. Phytophthora infestans
ACZI-8 20 9 9
ACZI-10 18 () 16
ACZI-11 21 -) 14
ACZI-13 18 ) 12
ACZI-18 21 ) )
ACZI-21 24 ©) 14
ACZI-22 27 ) 17
ACZII-34 17 12 15
ACZII-37 15 ) 10
ACZII-38 14 11 14
ACZII-43 15 11 11
ACZII-47 21 -) Q)
ACZII-52 17 14 12
ACZII-53 18 ©) 11
ACZIII-66 16 () 14
ACZII-67 17 ) 13
ACZIII-69 15 15 7
ACZIII-75 14 13 17
ACZIII-84 25 18 12
ACZIII-88 25 18 22
AACI-5 ©) 11 21
AACI-6 17 ©) )
AACI-9 15 12 12
AACI-14 23 () “)
AACI-15 19 () )
AACI-19 20 () )
AACI-20 24 ©) 11
AACII-36 19 ) 10
AACII-39 17 () 16
AACII-41 16 10 12
AACII-44 20 15 )
AACII-48 17 ) 17
AACII-49 19 ) 14
AACIII-68 13 () 16
AACIII-71 ) 16 )
AACIII-76 18 -) 14

Actividad de inhibicion: Buena >20mm; intermedia <20mm >15mm; escasa <15mm; no actividad (-) / Inhi-
bition activity: Good >20mm; intermediate <20mm >15mm; meagre <15mm; no activity (-).

cidad antagonista a ambos patdogenos; de manera
similar, en el presente trabajo solo 10 aislados mos-
traron tal capacidad frente a los tres hongos fito-
patogenos evaluados. Los actinomicetos de suelos
han resultado ser excelentes antagonistas a fitopa-
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and Sclerotium rolfsii); only 10 isolates showed
antagonistic capacity against both pathogens.
Similarly, in the present work only 10 isolates
showed such capacity against the three pathogenic
fungi tested. Soil actinomycetes have proved
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Figura 2. Actividad antagonista (multiple, antibacteriana y
antifungica) de actinomicetos.

Figure 2. Antagonist activity (multiple, antibacterial and anti-
fungal) of actinomycetes.

togenos. Asi, Ningthoujam et al. (2009) evaluaron
33 cepas de actinomicetos de suelos, de los cuales
4 mostraron actividad frente a patogenos de culti-
vos de arroz como Curvularia oryzae, Pyricularia
oryzae, Bipolaris oryzae y Fusarium oxysporum.

excellent antagonists against plant pathogens.
Thus, Ningthoujam ef al. (2009) evaluated 33
strains of soil actinomycetes, of which 4 showed
activity against rice pathogens such as Curvularia
oryzae, Pyricularia oryzae, Bipolaris oryzae and
Fusarium oxysporum. Furthermore, Iznagas et al.
(2004) reported that of 563 actinomycetes isolated
from Cuban soils, 286 showed antifungal activity
against plant pathogens. In this study, 23.5 % of
the isolates showed antagonistic activity against
R. solanacearum, a slightly lower percentage than
that obtained by Bittencourt & Da Silva (1999),
who evaluated 190 actinomycetes isolated from the
soil and rhizoplane of a tomato crop, and found that
52 of them showed active against R. solanacearum.
Toledo (2004) evaluated three strains of Bacillus sp.
obtained from soils that showed biocontrol activity
in vitro against the pathogen P. carotovorum.
Likewise, Reinozo et al. (2006) isolated Bacillus
sp. from soil and found 7 strains with inhibitory
effect in vitro against P. carotovorum. Although
bacteria of the genus Bacillus are generally use for

Figura 3. Actividad antifingica del actinomiceto ACZI-22 frente a Rhizoctonia solani (A), control (B).
Figure 3. Antifungal activity of actinomycete ACZI-22 against Rhizoctonia solani (A), control (B).
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Figura 4. Actividad antagonista de actinomicetos frente a Fusarium sp. Cepa ACZIII-84 (A), cepa ACZIII-88 (B), control (C).
Figure 4. Antagonistic activity of Actinomycetes against Fusarium sp. Strain ACZIII-84 (A), strain ACZIII-88 (B), control (C).

13 Akl HaY;

T

Figura 5. Actividad antagonista de actinomicetos frente a Phyfophthora infestans. Cepa ACZIII-88 (A), cepa AACI-5 (B), control (C).
Figure 5. Antagonistic activity of Actinomycetes against Phytophthora infestans. Strain ACZIII-88 (A), strain AACI-5 (B), control (C).

Por otro lado, Iznaga et al, (2004) reportaron que
de 563 actinomicetos aislados de suelos cubanos,
286 mostraron actividad antifungica a patdogenas
de plantas. En el presente trabajo, el 23.5 % de los
aislados tuvieron actividad antagonista frente a R.
solanacearum, porcentaje ligeramente menor a los
resultados obtenidos por Bittencourt & Da Silva
(1999), quienes evaluaron 190 actinomicetos aisla-
dos de suelo y rizoplano del cultivo de tomate fren-
te a R. solanacearum, resultando 52 de ellos activos
contra este patdgeno. Toledo (2004), evalud tres
cepas de Bacillus sp, obtenidas de suelos, las cua-
les presentaron capacidad biocontroladora in vitro
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the biocontrol of crop diseases, it is also important
to note that actinomycetes play an important role in
soil colonization. Oskay et al. (2004) tested 50 soil
actinomycetes against plant pathogens and found
3 strains that were active against Pectobacterium
amylovora, 5 against Pseudomonas viridiflava,
4 against Agrobacterium tumefaciens, and 5
against Clavibacter michiganensis. In this study,
13 actinomycetes were antagonistic against P
carotovorum, indicating that strains isolated
from compost had a higher inhibitory capacity.
These strains showed antibacterial and antifungal

capacity.
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sobre el patdgeno P. carotovorum. Asi mismo, Rei-
nozo et al. (20006) aislaron Bacillus sp. del suelo, y
7 cepas tuvieron efecto inhibitorio in vitro sobre P,
carotovorum, si bien las bacterias del género Baci-
llus son generalmente usadas para el biocontrol de
enfermedades de cultivos, también es importante
resaltar que los actinomicetos juegan un papel muy
importante en la colonizacion de los suelos. Oskay
et al. (2004) evaluaron 50 actinomicetos de suelos
frente a fitopatogenos, de los cuales 3 tuvieron ac-
tividad contra Pectobacterium amylovora, 5 contra
Pseudomonas viridiflova, 4 contra Agrobacterium
tumefaciens y 5 contra Clavibacter michiganensis.
En el presente trabajo, 13 actinomicetos fueron an-
tagonistas contra P. carotovorum, mostrando que
las cepas aisladas del compost resultan tener mayor
capacidad de inhibicion. Estas cepas mostraron ca-
pacidad antibacteriana y antifungica.

Respecto a Fusarium sp., el presente estudio
revela que el 25.8 % de los aislados resultaron an-
tagonistas a este hongo, porcentaje considerable-
mente mayor comparado con los estudios de Oskay
(2009), quien evaluo6 la actividad antifungica de
Streptomyces aislados de suelos frente a fitopato-
genos como Penicillium sp., Alternaria alternata 'y
Fusarium oxysporum, siendo éste tltimo ser menos
sensible a la actividad antagonista del Streptomy-
ces. De Boer et al. (1998) demostraron que 12 %
de las bacterias quitinoliticas generaron inhibicién
frente a F. oxysporum, mientras que 56 % inhibio
a F. culmorum. Por otro lado, lkeda et al. (2000)
evaluaron 4000 actinomicetos, de los cuales solo
27 % resultaron ser antagonistas contra Fusarium
sp. De estas investigaciones se puede concluir que
Fusarium sp, tiene una gran variacion en términos
de susceptibilidad frente a los compuestos activos
de actinomicetos.

El antagonismo de actinomicetos a R. solani
en este estudio estuvo representado por 61.2 % de
los aislados. Kathiresan et al. (2005) evaluaron
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Regarding Fusarium sp., this study revealed
that 25.8 % of the isolates were antagonistic to the
fungus, a considerably higher percentage compared
to the studies by Oskay (2009), who evaluated the
antifungal activity of Streptomyces isolated from
soil against plant pathogens such as Penicillium
sp., Alternaria alternata and Fusarium oxysporum;
the latter was the least sensitive to the antagonistic
activity of Streptomyces. De Boer et al. (1998)
demonstrated that 12% of chitinolytic bacteria
had inhibitory effects against /. oxysporum, while
56% inhibited F. culmorum. In addition, Ikeda
et al. (2000) evaluated 4000 actinomycetes, of
which only 27% were found to be antagonists
against Fusarium sp. From these studies, it can be
concluded that the susceptibility of Fusarium sp.
to the active compounds of actinomycetes varies
greatly.

In this study, 61.2 % of the isolates of
actinomycetes showed antagonism against R. solani.
Kathiresan et al. (2005) evaluated actinomycetes,
though isolated from marine sediment, against
different plant pathogens, reporting that 31% were
effective against R. solani. That result is lower than
the one found in this study; even though marine
actinomycetes are consider greater producers
of these metabolites. Meanwhile, Farfan and
Gutierrez (2009) evaluated the antagonistic effect
of 13 compost actinomycetes against Rhizoctonia
sp. and Fusarium sp.; 3 of these isolates were
found to have the highest percentages of inhibition
against Rhizoctonia sp., and 5 against Fusarium sp.

Regarding the size of the inhibition zones, in
the present study, actinomycetes inhibited up to
27 mm in distance against R. solani. Rothrock and
Gottlieb (1981) reported inhibition zones of up to
15 mm, which indicates that our strains had higher
antagonistic activity against this plant pathogen.
Furthermore, P. infestans was inhibited by 43.5%
of the actinomycete strains evaluated in this study;
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actinomicetos, aunque aislados de sedimento ma-
rino contra diferentes fitopatdogenos, reportando
entre otros que 31 % tuvieron efectividad contra
R. solani. Este resultado es menor al registrado en
este estudio, a pesar que los actinomicetos marinos
son considerados como mayores productores de
estos metabolitos. Por su parte, Farfan y Gutiérrez
(2009) evaluaron el efecto antagonista de 13 acti-
nomicetos del compost sobre Rhizoctonia sp.y Fu-
sarium sp.,; 3 de estos aislados resultaron tener los
mayores porcentajes de inhibicién de Rhizoctonia
sp. y 5 de Fusarium sp.

Respecto al tamaiio de las zonas de inhibicion,
en el presente estudio los actinomicetos llegaron
a inhibir hasta 27 mm de distancia frente a R. so-
lani. Rothrock y Gottlieb (1981) reportaron zonas
de inhibicion de hasta 15 mm, lo que nos indica
que nuestras cepas presentan mayor capacidad de
antagonismo a este fitopatdgeno. Por otro lado, P
infestans fue inhibida por 43.5 % de las cepas de
actinomicetos evaluadas en este estudio; este valor
es menor comparado a los resultados de Valois et
al. (1996) quienes reportaron que Phytophthora sp.
fue inhibida por 72 % de los actinomicetos aislados
de suelos.

En las pruebas de antagonismo en el presente
estudio se utiliz6 con éxito el agar Czapeck (ACZ);
sin embargo, Al-Zahrani (2007) quien evaluo la ac-
tividad antagonista de Streptomyces sp. frente a Ba-
cillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Salmonella typhi, Candida albicans y hongos
fitopatogenos como Fusarium oxysporum y Rhi-
zoctonia solani reportd mejores resultados en los
medios agar almidon caseina para bacterias y agar
extracto de malta-levadura, agar Sabouraud dextro-
sa'y agar avena para los hongos. Las pruebas de an-
tagonismo frente a los hongos patogenos efectua-
das en el presente estudio se realizaron en el medio
APD, demostrando que este medio es adecuado
para las evaluaciones efectuadas. Otros autores
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this value is lower compared to the results of Valois
et al. (1996), who reported that Phytophthora sp.
was inhibited by 72 % of the actinomycetes isolated
from soils.

In the present study, Czapek agar (CZA) was
used successfully in antagonism tests; however,
Al-Zahrani (2007), who evaluated the antagonistic
activity of Streptomyces sp. against Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella typhi, Candida albicans and fungal
phytopathogens such as Fusarium oxysporum and
Rhizoctonia solani, reported better results in media
starch casein agar media against bacteria, and in
yeast-malt extract agar, Sabouraud dextrose agar
and oatmeal agar against fungi. The antagonism
tests against pathogenic fungi made in the current
study were performed on PDA medium, which
demonstrated its suitability for such tests. Other
authors also used PDA in similar tests, even
suggesting that it enhanced pathogen inhibition
(Ezziyyani et al., 2004; Farfan and Gutiérrez,
2009). Oatmeal agar (recommended for growing
Phytophthora infestans) was also used successfully
in this work, unlike the findings of Duke and
Quintana (2008) in similar tests of actinomycetes
against F. oxysporum. These results indicate that
the mode of action of the antagonists may vary
according to the control pathogen. The antagonism
varies not only between fungi of different genera,
as is the case in this study, but also between fungi of
the same genus but different species; one example
is the case of De Boer et al. (1998), who reported
that 12 % of chitinolytic bacteria inhibited the
growth of F. oxysporum, while 56 % inhibited the
growth of F. culmorum.

Macroscopic and microscopic analysis of
selected strains. For the macroscopic and
microscopic evaluation, we considered only the
actinomycetes the showed the highest antagonism
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en pruebas similares también utilizaron APD, su-
giriendo inclusive su uso porque consideran que
intensifica la inhibicion del patdégeno (Ezziyyani et
al. 2004; Farfan y Gutiérrez, 2009). El agar avena
(recomendado para el crecimiento de Phytophthora
infestans) también se utilizo con éxito en el presen-
te trabajo, a diferencia de lo encontrado por Duque
y Quintana (2008) en pruebas similares de actino-
micetos frente a F. oxysporum no tuvieron los mis-
mos resultados. Estos resultados nos indican que
el modo de accion de los antagonistas puede va-
riar segun el patogeno testigo. El antagonismo no
solo varia entre hongos de diferente género como
es el caso de este estudio, sino también entre hon-
gos del mismo género pero diferentes especies; por
mencionar el caso de De Boer et al. (1998) quienes
reportaron que 12 % de las bacterias quitinoliticas
antagonistas inhibieron el crecimiento de F. oxys-
porum, mientras que 56 % inhibio el crecimiento
de F. culmorum.

Analisis macroscopico y microscopico de cepas
seleccionadas. En la evaluacion macroscépica y
microscopica se tuvo en cuenta solo a los actino-
micetos que mostraron mayor antagonismo tanto
a las bacterias como a los hongos fitopatogenos.
Los actinomicetos seleccionados fueron las cepas
ACZII-35 y AACI-5 (por ser mejores antagonis-
tas a R. solanacearum y P. carotovorum, respec-
tivamente) y las cepas ACZI-22, ACZIII-88 y
ACZIII-84 (por ser mejores antagonistas contra R.
solani, Fusarium sp. y P. infestans respectivamen-
te). Los resultados se pueden observar en la Cuadro
4. Las caracteristicas de cultivo y las observaciones
microscopicas a partir de microcultivos y el com-
portamiento cultural de las 5 cepas de actinomice-
tos seleccionados nos indican que todos son posi-
bles miembros del género Streptomyces (Figura 6),
sin embargo se debe confirmar mediante pruebas
moleculares.
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against both phytopathogenic bacteria and fungi.
The selected actinomycetes were the strains
ACZII-35 and AACI-5 (better antagonists against
R. solanacearum and P, carotovorum, respectively),
and strains ACZI-22, ACZIII-88 and ACZIII-84
(better antagonists against R. solani, Fusarium
sp. and P, infestans, respectively). The results are
shown in Table 4. The culture characteristics, the
microscopic observations in microcultures and
the culture behavior of the 5 selected strains of
actinomycetes, indicated that all were potential
members of the genus Streptomyces (Figure 6), but
this must be confirmed by molecular testing.

According to the literature, the genus
Streptomyces is the main responsible for the
production of most bioactive metabolites. In
particular, Streptomyces is part of an important
group within the actinomycetes, as these are able
to produce various types of secondary metabolites
(Baltz, 2006).

But soil, including compost, is not only
inhabited by Streptomyces; there are also other
kinds of actinomycetes, as reported by Remya
and Vijayakumar (2008), who in 64 colonies
of actinomycetes, identified Streptomyces (30)
(47 %), Galactomyces (10), Nocardiopsis (7),
Nocardioides (4), Actinopolyspora (3), Nocardia
(3), Kibdelosporangium (2), Actinosynnema (1),
Kineosporia (1) and Saccharopolyspora (1).
Similarly, Nakashima et al. (2009) isolated 800
strains of actinomycetes, and compared them
with strains from the NBRC (National Biological
Reserch Center); 64 of them showed similarity
to 36 Streptomyces NRBC, specifically to the
Streptomyces griseus group, which has activity
against Kocuria rhizophila and Aspergillus oryzae,
and produces compounds such as streptomycin
and bafilomycin, with antibacterial and antifungal
activity, respectively. Yuan and Crawford (1995)
pointed to mechanisms of Streptomyces lydicus
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Cuadro 4. Caracteristicas fenotipicas de actinomicetos seleccionados por su mayor actividad inhibitoria de fitopatdgenos de Sola-
num tuberosum.
Table 4. Phenotypic characteristics of Actinomycetes selected by the most inhibitory activity of pathogenic of Solanum tuberosum.

Pigmento del micelio

Actinomicetos Pigmento del micelio aéreo Elevacion Textura
substrato
AACI-5 Grisaceo No Si Pulverulenta
ACZI-22 Blanquecino No Si Seca
ACZII -35 Blanco-grisaceo No Si Rugosa
ACZIII - 84 Verdoso, con borde blanquecino Marron-verdoso Si Rugosa
ACZIII - 88 Blanquecino Amarillento Si Seca

Segun la literatura consultada, el género Strep-
tomyces es el principal responsable en la produc-
cion de la mayoria de los metabolitos bioactivos.
En particular, Streptomyces forma parte de un gru-
po importante dentro de los actinomicetos, porque
éstos son capaces de producir varios tipos de meta-
bolitos secundarios (Baltz, 2006).
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WYEC108 (isolated from the rhizosphere of
plants) for controlling Pythium ultimum through
antifungal compounds and extracellular chitinase,
which destroy not only the spores, but also damage
the hyphal cell wall; this showed that S. lydicus
WYEC108 has biocontrol potential against P
ultimum.

Figura 6.Observacion microscopica de
los actinomicetos seleccionados por su
mayor actividad antimicrobiana frente
a fitopatogenos de S. tuberosum. Cepas
AACI-5 (A); ACZI-22 (B); ACZII-35 (C);
ACZIII-84 (D) y ACZIII-88 (E). Aumen-
to: 1000X.

Figure 6. Microscopic observation of se-
lected actinomycetes for the increased of
antimicrobial activity against phytopa-
thogenic of S. tuberosum. Strains AACI-
5 (A); ACZI-22 (B); ACZII-35 (C);
ACZIII-84 (D) y ACZIII-88 (E). Increase:
1000X.
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Pero no solo Streptomyces habita en el suelo, in-
cluido el compost; también otros géneros de actino-
micetos como lo reportaron Remya y Vijayakumar
(2008); quienes de 64 colonias de actinomicetos,
identificaron Streptomyces (30) (47%), Glicomyces
(10), Nocardiopsis (7), Nocardiodes (4), Actino-
polispora (3), Nocardia (3), Kibdelosporangium
(2), Actinosinnema (1), Kineosporia (1) y Sac-
charopolyspora (1). De igual manera, Nakashima
et al. (2009) aislaron 800 cepas de actinomicetos,
los cuales fueron comparados con cepas de NBRC
(National Biological Reserch Center), 64 de ellas
mostraron similitud con 36 Streptomyces NRBC,
especificamente al grupo Streptomyces griseus, con
actividad frente a Kocuria rhizophila y Aspergillus
oryzae; ademas productoras de compuestos como
streptomicina y bafilomicina con actividad anti-
bacteriana y antifungica, respectivamente. Yuan y
Crawford (1995) senalaron mecanismos de Strep-
tomyces lydicus WYEC108 (aislado de la rizosfe-
ra de plantas) en el control de Pythium ultimum a
través de antifungicos y quitinasa extracelular que
destruye no solo las esporas, también danan la pa-
red celular de las hifas, demostrando que S. lydicus
WYECI108 tiene potencial biocontrolador sobre P,
ultimum.

Obtencion del extracto crudo y actividad anti-
microbiana. Los extractos obtenidos después del
cultivo y posterior obtencion con solventes organi-
cos fueron concentrados hasta obtener los pesos se-
cos de cada cepa (Cuadro 5). La extraccion de com-
puestos activos se realizé utilizando dos solventes
de polaridad distinta como son el diclorometano
(DCM) y el acetato de etilo (EtAC). Se observo li-
gera variacion en la recuperacion de extractos cru-
dos; en este caso los extractos de EtAC mostraron
cierta ventaja a los del DCM. Asimismo, en cuanto
al rendimiento antimicrobiano, el extracto recupe-
rado con EtAC tuvo mejor actividad inhibitoria que
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Obtention of crude extract and antimicrobial
activity. The extracts obtained after the culture
with organic solvents were concentrated until
obtaining the dry weight of each strain (Table 5).
The extraction of active compounds was carried
out using two solvents of different polarity:
(DCM) and ethyl
(EtAc). We observed a slight variation in the

dichloromethane acetate
recovery of crude extracts; in this case, the EtAC
extracts showed a certain advantage over DCM
extracts. Likewise, regarding the antimicrobial
performance, the extract recovered with EtAc had
better inhibitory activity than the DCM extract.
Leiva et al. (2004) selected 13 strains out of a total
of 31 actinomycetes in order to obtain extracts
using 5 solvents of increasing polarity; these
were petroleum ether, chloroform, ethyl methyl
ketone, ethyl acetate and butanol; the most active
extracts were those obtained with ethyl methyl
ketone and ethyl acetate. In addition, Remya and
Vijayakumar (2008) used extracts obtained with
ethyl acetate, methanol, chloroform and ethanol
against Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Salmonella typhi, Cryptococcus
neoformans and Candida albicans; the ethyl acetate
extract showed the greatest inhibition capacity.
Other authors such as Dhanasekaran et al. (2005)
obtained different results with extracts obtained

Cuadro 5. Extracto crudo obtenido del cultivo de las cepas
seleccionadas.
Table 5. Crude extract obtained from selected crop strains.

Peso seco (mg)

Actinomicetos Acetato de etilo Diclorometano
AACI-5 9.0 2.5
ACZI-22 11.5 16.3
ACZII -35 22 2.8
ACZIII - 84 9.2 32
ACZIII - 88 30.7 43
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el de DCM. Leiva et al. (2004) seleccionaron 13
cepas de un total 31 actinomicetos para obtener ex-
tractos con 5 solventes de polaridad creciente; éstos
fueron éter de petroleo, cloroformo, etilmetilceto-
na, acetato de etilo y butanol; siendo los extractos
mas activos los obtenidos con etilmetilcetona y
acetato de etilo. Asimismo, Remya y Vijayakumar
(2008) utilizaron extractos obtenidos con acetato
de etilo, metanol, cloroformo y etanol frente a Sta-
phylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia
coli, Salmonella typhi, Cryptococcus neoformans y
Candida albicans; siendo el extracto de acetato de
etilo el de mayor capacidad de inhibicion. Otros au-
tores como Dhanasekaran et al. (2005), obtuvieron
resultados distintos a partir de extractos con anili-
na, cloroformo, piridina y acetato de etilo frente a
E. coli, K. pneumoniae, Ps. aeruginosa, V. chole-
rae, S. typhi, Sh. disentirae, S. aureus, P. mirabilis
vy B. subtilis; sin embargo, los extractos de acetato
de etilo fueron los que generaron mejores resulta-
dos. Narayana et al. (2008) separaron 4 fracciones
bioactivas del extracto crudo de acetato de etilo de
Streptomyces sp. y los enfrent6 a hongos fitopato-
genos, resultando Fusarium udum y Penicillium
citrinum susceptible a las 4 fracciones, mientras
Fusarium oxysporum mostro resistencia a una de
las fracciones. En este sentido, nuestros resultados
ratifican al EtAC como uno de los mejores solven-
tes en la recuperacion de metabolitos bioactivos de
actinomicetos. La actividad antimicrobiana de los
extractos crudos obtenidos con los dos solventes
fue evidente tanto para las bacterias como los hon-
gos patogenos de la papa. Algunos resultados de
estas pruebas se pueden observar en la Figura 7.
Respecto a la actividad antimicrobiana de los ac-
tinomicetos existen diversos trabajos que sefialan
su produccion durante la fase exponencial final y
la estacionaria. Prapagdee et al. (2008) aislaron S.
hygroscopicus productor de un potente inhibidor
de fitopatogenos; estos productos fueron una quiti-
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with aniline, chloroform, pyridine and ethyl acetate
against E. coli, K. pneumoniae, Ps. aeruginosa,
V. cholerae, S. typhi, Sh. dysenteriae, S. aureus,
P. mirabilis and B. subtilis, but the ethyl acetate
extracts had the best results. Narayana et al. (2008)
separated 4 bioactive fractions from the crude ethyl
acetate extract of Streptomyces sp. and confronted
them with phytopathogenic fungi; Fusarium udum
and Penicillium citrinum showed susceptibility
to the 4 fractions, while Fusarium oxysporum
showed resistance to one of the fractions. In this
respect, our results confirm the EtAC as one of the
best solvents for recovering bioactive metabolites
from actinomycetes. The antimicrobial activity of
the crude extracts obtained with the two solvents
was evident both in bacterial and fungal pathogens
of potato. Some results of these tests can be seen
in Figure 7. Regarding the antimicrobial activity
of actinomycetes, there are several studies that
indicate its presence during the final exponential
and stationary phases. Prapagdee et al. (2008)
isolated S. hygroscopicus, which produces potent
inhibitory compounds of plant pathogens; these
compounds are an extracellular chitinase and a
B-1,3-glucanase produced during the exponential
and late
According to Joo (2005), Streptomyces halstedii
AJ-7 produces a cellular chitinase that causes
abnormal morphologies in fungal hyphae, growth
aberrations, hyphal swelling and cell wall lysis.
Farfan and Gutierrez (2009) note that there may be
synergy between chitinase-type enzymes and other
antifungal metabolites in the inhibition process of
fungal pathogens.

exponential phases, respectively.

Minimal Inhibitory Concentration (MIC)
of extracts of actinomycetes against plant
pathogens. The results of this test are show in
Table 6. We used extracts of AACI-5 and ACZII-35

to determine the MIC of P. carotovorum and R.
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Figura 7. Actividad inhibitoria del extracto obtenido con Acetato de Etilo a partir de la cepa ACZIII-88 frente a Fusarium sp, (A)
y de la cepa ACZII-35 frente a Pectobacterium carotovorum (B).

Figure 7. Inhibitory activity of the extract obtained with Ethyl Acetate from the strain ACZIII-88 compared to a Fusarium sp., (A)
and strain ACZII-35 compared to Pectobacterium carotovorum (B).

nasa extracelular y una B-1,3-glucanasa producida
durante la fase exponencial y exponencial tardia
respectivamente. Segin Joo (2005), Streptomyces
halstedii AJ-7 produce una quitinasa celular, la cual
causa en las hifas de los hongos morfologias anor-
males, aberraciones en su crecimiento, hinchazén
de las hifas y lisis de la pared celular. Farfan y Gu-
tiérrez (2009) sefialan que es posible que exista si-
nergismo en el proceso de inhibicion de los hongos
fitopatdgenos entre enzimas tipo quitinasas y otros
metabolitos antifingicos.

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de
extractos de actinomicetos frente a fitopatoge-
nos. Los resultados de esta prueba se observan en
la Cuadro 6. Se utilizaron los extractos de AACI-5
y ACZII-35 para determinar la CMI de P. caroto-
vorum y R. solanacearum. La concentracion ini-
cial para los extractos de EtAC y DCM fue de
2 mg.mL"'. En términos generales, se puede afir-
mar que el extracto DCM de la cepa ACZII-35
tuvo mejor rendimiento, alcanzando una CMI de
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solanacearum. The initial concentration of the
EtAC and DCM extracts was 2 mg.mL"'. Overall,
we can say that the DCM extract of the ACZII-35
strain had a better performance, reaching a MIC
of 0.125 mg.mL"! against R. solanacearum, while
the EtAC extract of the AACI-5 strain reached a
MIC of 0.2 mg.mL"' against P. carotovorum. To
determine the MIC of Fusarium sp., we chose the
extracts of the strains ACZIII-84 and ACZIII-88,
with an initial concentration of 2 mg.mL"!. Both
extracts showed low performance (Table 6). For the
MIC of R. solani, we used the extracts of ACZI-
22 and ACZIII-88 with an initial concentration
of 2 mg.mL". The results indicate that inhibiting
this pathogen required 0.125 mg.mL"' of the
DCM extract of the ACZIII-88 strain. The other
extracts achieved poor results. Finally, the
extracts of AACI-5 and ACZIII-88 were used to
determine the MIC of P. infestans; both extracts
had an initial concentration of 4 mg.mL"'. In this
case, the extracts showed good performance at
fairly low concentrations; only 0.0625 mg.mL™
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Cuadro 6. Concentracion Minima Inhibitoria (mg.ml ') de extractos crudos de actinomicetos.
Table 6. Minimum Inhibitory Concentration (mg.ml") of crude extracts of actinomycetes.

Actinomicetos

AACI-5 ACZI-22 ACZIT-35 ACZIII - 84 ACZIII - 88
Patogenos EtAC DCM EtAC DCM EtAC DCM EtAC DCM EtAC DCM
R. solanacearum 0.25 () ND ND 0.5 0.125 ND ND ND ND
P. carotovorum 0.2 ) ND ND 1 0.25 ND ND ND ND
R. solani ND ND 0,5 1,0 ND ND ND ND 0.5 0.125
Fusarium sp. ND ND ND ND ND ND ) ) 1 2
P, infestans 0.063 1 ND ND ND ND ND ND 0.125 0.125

Extractos: EtAC (Acetato de Etilo); DCM (Diclorometano); (-) Negativo; ND: no determinado / EtAC (Ethyl
acetate); DCM (dichloromethane); (-) Negative; ND: undetermined.

0.125 mg.mL"' frente R. solanacearum; en tanto
que para P. carotovorum fue el extracto EtAC de la
cepa AACI-5 que alcanz6 una CMI de 0.2 mg.mL".
Para determinar la CMI de Fusarium sp. se eligio
los extractos de las cepas ACZIIT-84 y ACZIII-88,
siendo la concentracion inicial de 2 mg.mL"'. El
rendimiento de ambos extractos fue bajo (Cuadro
6). En el caso de la CMI de R. solani se utilizaron
los extractos de ACZI-22 y ACZIII-88 con una
concentracion inicial de 2 mg.mL"". Los resultados
sefialan que para inhibir a este patdogeno fue nece-
sario 0.125 mg.mL"! del extracto DCM de la cepa
ACZIII-88. Los otros extractos alcanzaron resul-
tados bajos. Finalmente, los extractos de AACI-5
y ACZIII-88 se utilizaron para determinar la CMI
de P. infestans; siendo la concentracion inicial para
ambos extractos de 4 mg.mL"'. En este caso los
extractos mostraron buen rendimiento a concen-
traciones bastante bajas, siendo suficiente 0.0625
mg.mL! (62.5 pg.mL") del extracto EtCA de la
cepa AACI-5 para inhibir el desarrollo del oomice-
to P. infestans. Trabajos similares al presente fue-
ron realizados por Narayana et al. (2008), quienes
determinaron la CMI de 4 fracciones del compues-
to bioactivo de Streptomyces sp. ANU 6277 frente
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(62.5 pg.mL™") of the EtCA extract of the AACI-
5 strain was required to inhibit the growth of the
oomycete P. infestans. Similar studies to this one
were conducted by Narayana et al. (2008), who
determined the MIC of 4 fractions of the bioactive
compound of Streptomyces sp., ANU 6277, against
F. udum, Penicillium citrinum and F. oxysporum,
all of which were susceptible to the AF3 fraction at
concentrations of 2, 5 and 10 pg.mL", respectively.
Taechowisan et al. (2005) determined the MICs
of two fractions, (i) and (ii), of the bioactive
compound of Streptomyces aureofaciens, CMUAc
130, against Colletotrichum musae; the values were
120 and 150 pg.mL", respectively.

Although in this study the MIC was evaluated
from crude extract containing the bioactive
compound, other authors, such as Taechowisan et
al. (2005) and Narayana et al. (2008), evaluated the
MIC from purified fractions, and thus the inhibitory
activity was more efficient. Preliminary in vitro
assays allow to know if the microorganisms are
good antagonists, in order to evaluate their possible
use in in vivo assays, as proposed by Bittencourt
et al. (1998), who evaluated 190 actinomycetes
isolated from rhizosphere of tomato against
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a F. udum, Penicillium citrinum y F. oxysporum,
resultando susceptibles a la fraccion AF3 a con-
centraciones de 2, 5y 10 pg.mL"! respectivamente.
Taechowisan et al. (2005) determinaron la CMI de
dos fracciones (i) y (ii) del compuesto bioactivo de
Streptomyces aureofaciens CMUAc 130 frente a
Colletotrichum musae, siendo estos valores de 120
y 150 pg.mL"! respectivamente.

Si bien, en este trabajo la CMI se evalu6 a partir del
extracto crudo que contenia el compuesto bioacti-
vo, otros autores como Taechowisan et al. (2005) y
Narayana et al. (2008), evaluaron la CMI a partir
de fracciones purificadas, por lo tanto la actividad
inhibitoria fue mas eficiente. Los ensayos in vitro
son preliminares para saber si los microorganismos
son buenos antagonistas y de esta manera evaluar
su posible uso en ensayos in vivo, tal como plan-
tearon Bittencourt et al. (1998), quienes evaluaron
190 actinomicetos aislados de rizosfera de tomate
frente a Ralstonia solanacearum, de los cuales 18
mostraron 100% de efectividad, siendo la mejor via
de inoculacion en semillas o raices. Tuomi et al.
(2001) aplicaron a través de un sistema de irriga-
cion para el control de patdgenos importantes como
F. oxysporum, Botritis cinerea y Alternaria brassi-
cicola.

CONCLUSION

Este estudio demuestra que cepas de actino-
micetos aislados de compost poseen un relevante
antagonismo contra importante fitopatégenos fun-
gicos y bacterianos de Solanum tuberosum spp.
andigena. Esto permite afirmar que representan
posibles candidatos para ser utilizados en progra-
mas de control biologico, en la produccion de dicho
cultivo, como parte de una practica de agricultura
sostenible.
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Ralstonia solanacearum, of which 18 were 100%
effective; the best inoculation pathways were seeds
and roots. Tuomi ef al. (2001) applied antagonistic
microorganisms through an irrigation system to
control important pathogens such as F. oxysporum,
Botrytis cinerea and Alternaria brassicicola.

CONCLUSION

This study demonstrates that actinomycete
strains isolated from compost have significant
antagonistic capacity against important fungal and
bacterial phytopathogens of Solanum tuberosum
spp. andigena. This allows us to affirm that they
are possible candidates for use in biological control
programs in the production of this crop as part of
sustainable agriculture practices.
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Abstract. Anthracnose of litchi fruits was
characterized by internal and external brown
circular lesions with well-defined margins on the
pericarp, but not on the aril or seed. Colletotrichum
sp., Pestalotiopsis sp., Fusarium sp., and
Lasiodiplodia sp. were isolated from symptomatic
fruit pericarp samples of cultivars Mauritius and
Brewster in 2008-2010 cycles. Colletotrichum
sp. (51 %) and Pestalotiopsis sp. (17 %) were
isolated more frequently from symptomatic fruit
pericarp samples of cultivar Mauritius in 2009.
Colletotrichum sp. was isolated on PDA (39 %) and
in semi-selective medium (59 %) from symptomatic
Mauritius fruit pericarp samples in 2010, and from
asymptomatic pericarp Brewster samples in 2009
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Resumen. La antracnosis de frutos de litchi
se caracterizd como lesiones internas y externas,
obscuras, circulares con margenes definidos en el
pericarpio, pero no en el arilo y semilla. Colleto-
trichum sp., Pestalotiopsis sp., Fusarium sp., y
Lasiodiplodia sp., se aislaron de muestras de pe-
ricarpio sintomatico de los cultivares Mauritius y
Brewster en los ciclos 2008-2010. Colletotrichum
sp. (51 %) y Pestalotiopsis sp. (17 %) se aislaron
mas frecuentemente de muestras de pericarpio de
frutos sintomaticos del cultivar Mauritius en 2009.
Colletotrichum sp., se aislo en PDA (39 %) y en
medio semiselectivo (59 %) de muestras de peri-
carpio sintomatico en el cultivar Mauritius en
2010, y de pericarpio asintomatico del cultivar
en 2009 (32 %) y 2010 (21 %) sobre PDA y 10%
en medio semiselectivo; sin embargo no se aislo de
pericarpio asintomatico del cultivar Mauritius en
ninguno de los dos afios de cosecha.

Solo Colletotrichum sp., reprodujo la enferme-
dad en laboratorio (17 de 20 frutos inoculados) y
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(32 %) and 2010 (21 %) on PDA and 10 % in semi-
selective medium; however it was not isolated from
asymptomatic Mauritius pericarp in neither of the
two harvesting years. Only Colletotrichum sp.,
reproduced the disease in the laboratory (17 out of
20 inoculated fruits) and in the field (19 out of 20
inoculated fruits). The fungus was morphologically
and molecularly identified as Colletotrichum
gloeosporioides Penz.

Keywords: Brewster, incidence, Mauritius,
pathogenicity, PCR, pericarp.

INTRODUCTION

Litchi (Litchi chinensis Soon) is a subtropical
fruit (Coates et al., 1994) native to southern China
and southeast Asia; its pericarp is thin and rough,
and when fruits get ripe, it becomes red and cracked
due to the presence of brachysclereids, which could
be associated with protection against mechanical
damage or physiological stress (Nacif ez al., 2001).
The aril is white and covers a dark brown seed.

The main problems in litchi production are low
or irregular yields due to excessive fruit drop (Mitra
et al., 2005); oxidation and cracking of the pericarp
(Huang et al., 2001; Xu et al., 2005); pest damages
caused by C. gloeosporioides Penz (Campbell and
Campbell, 2001), Peronophythora litchii Chen Ex
Ko, Tessaratoma papillosa Drury and Dasineura
sp., and high harvesting and packaging costs (Xu
et al., 2005).

Litchi production in Mexico is 19,888.05 tons,
in an area of 3,738.48 hectares (SIAP, 2013). In
Oaxaca, Mexico, Brewster and Mauritius cultivars
are commercially grown in the Papaloapan
and Bajos Mixes regions, respectively. In both
cultivars, a regular dark brown spot on the pericarp
represents one of the main problems under field
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en campo (19 de 20 frutos inoculados). El hongo
se identificod morfologica y molecularmente como
Colletotrichum gloeosporioides Penz.

Palabras clave: Brewster, incidencia, Mauritius,
patogenicidad, PCR, pericarpio.

INTRODUCCION

El litchi (Litchi chinensis Soon) es un fruto
subtropical (Coates et al., 1994) nativo del sur de
China y sureste de Asia; su pericarpio es delgado
y aspero, y cuando madura es de color rojo y con
coarteaduras debido a la presencia de braquiescle-
reidas, cuya funcion podria estar asociada con la
proteccidn contra dafos mecanicos o estrés fisiold-
gico (Nacif et al., 2001). El arilo es blanco y cubre
una semilla marrén obscuro.

Los principales problemas en la produccion del
litchi son rendimientos bajos o irregulares debido
a caida excesiva de frutos (Mitra, et al., 2005);
oxidacion y coarteadura del pericarpio (Huang et
al., 2001; Xu et al., 2005); dafos por plagas cau-
sados por C. gloeosporioides Penz (Campbell y
Campbell, 2001), Peronophythora litchii Chen Ex
Ko, Tessaratoma papillosa Drury y Dasineura sp.,
y costos altos en cosecha y empaque (Xu et al.,
2005).

La produccion de litchi en México es de
19,888.05 toneladas, en un area de 3,738.48 hec-
tareas (SIAP, 2013). En Oaxaca, México, los cul-
tivares Brewster y Mauritius se siembran comer-
cialmente en la region del Papaloapan y los Bajos
Mixes, respectivamente. En ambos cultivares, una
mancha obscura regular en el pericarpio representa
uno de los principales problemas en condiciones de
campo y postcosecha. Los sintomas en campo se
caracterizan como lesiones semicirculares cafés y
secas; el arilo y semilla no muestran dafio. No se
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and postharvest conditions. Field symptoms are
characterized by brown and dry semicircular
lesions; the aril and seed show no damages. No
records have been found about its cause and
importance in Mexico so far; however, Oaxaca
farmers report damages of up to 50% in production.
Taking in to account the socioeconomic importance
of this problem, the objective of this study was to
determine the etiology of the brown spot of litchi
fruits in Oaxaca, Mexico.

MATERIALS AND METHODS

The experiment was established in commercial
litchi orchards in three counties of Oaxaca State
during the 2008-2010 production cycles. Brewster
and Mauritius cultivars were evaluated in San Jose
Chiltepec (17° 57° 57.92” N, 96° 10° 11.68” W),
and in San Juan Cotzocén (17° 26’ 07.74” N, 95°
19’ 53.97” W) and Loma Bonita (17° 58* 53.1” N,
95° 50’ 58.1” W), respectively.

Symptoms and fungi characterization. Symp-
tomatic (natural infection) and asymptomatic
commercial ripe fruits from Brewster and Mauri-
tius cultivars were collected in May 2009 in one
commercial litchi orchard in San José Chiltepec
and San Juan Cotzocon, respectively. One hundred
fruits from each cultivar were randomly collected
from 25 trees and then, washed with soap and wa-
ter in the laboratory, air dried at room temperature,
and longitudinally sectioned. Symptom consis-
tence, shape, and color were evaluated on pericarp,
aril, seed, and peduncle, as well as the presence of
chlorotic haloes and signs of associated microor-
ganisms.

To characterize fungal isolates, 123 symptomatic
and 195 asymptomatic Brewster fruits were
harvested in 2008-2009, and 60 and 70 in 2009-
2010. Then, 193 symptomatic and 72 asymptomatic
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han encontrado registros de su causa o importan-
cia en México hasta ahora; sin embargo, produc-
tores de Oaxaca reportan dafios superiores a 50%
en produccion. Por la importancia socioeconémica
de este problema, el objetivo de este estudio fue
determinar la etiologia del manchado café en frutos
de litchi en Oaxaca, México.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se establecio en huertos comer-
ciales de litchi en tres municipios de Oaxaca, Méxi-
co durante los ciclos de produccion 2008-2010.
Los cultivares Brewster y Mauritius se evaluaron
en San José Chiltepec (17° 57’ 57.92” Ny 96° 10’
11.68” O), y en San Juan Cotzocon (17° 26’ 07.74”
N y 95° 19’ 53.97” O) y Loma Bonita (17° 58’
53.1” Ny 95° 50’ 58.1” O), respectivamente.

Sintomas y caracterizacion de hongos. Los frutos
sintomaticos (infeccion natural) y asintomaticos de
los cultivares Brewster y Mauritius en madurez
comercial, se colectaron en mayo de 2009 de una
parcela comercial de litchi en San José Chiltepec y
San Juan Cotzocdn, respectivamente. Cien frutos
de cada cultivar se colectaron de manera aleatoria a
partir de 25 arboles, posteriormente se lavaron con
jabon y agua en laboratorio, se secaron a tempera-
tura ambiente y se seccionaron longitudinalmente.
En el pericarpio, arilo, semilla y pedinculo se eva-
lud la consistencia del sintoma, su forma y color,
asi como la presencia de halo clorético y signos de
microorganismos asociados.

Para la caracterizacion de hongos aislados, se
cosecharon 123 frutos sintomaticos y 195 asin-
tomaticos del cultivas Brewster en el ciclo 2008-
2009, y 60 y 70 en 2009-2010. Ademas, se mues-
trearon 193 frutos sintomaticos y 72 asintomaticos
del cultivar Mauritius en el ciclo 2008-2009, y 102
y 96 en 2009-2010.
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Mauritius fruits were sampled in 2008-2009, and
102 and 96 in 2009-2010. Two 1.5 cm?sections of
pericarp and aril were dissected from each fruit and
disinfested in 1.5 % sodium hypochlorite for three
min, rinsed three times in distilled water for 1 min
each, and dried with sterile paper towels. Tissue
sections were cultured on PDA (Bioxon™) and
on a Colletotrichum semi-selective medium [19.5
g PDA, 7.5 g agar (Merck™), 8 mg iprodione,
20 mg triadimefon, 50 mg chloramphenicol
(Merck™), and 200 mg streptomycin] (Davis,
2003) for 5-7 days at 25 °C under fluorescent light.
Fungal growths were purified by hyphal tip and
monoconidial cultures.

Pathogenicity tests. Colletotrichum, Pestaloti-
opsis, Fusarium, and Lasiodiplodia were isolated
from all the Brewster and Mauritius pericarp symp-
tomatic samples and their pathogenicity was tested
under laboratory and field conditions.

Laboratory pathogenicity test was evaluated in
asymptomatic and commercially ripe Mauritius fruit
collected in field in May 2010. Twenty disinfested
fruits were wounded with a sterile needle and a 0.5
cm agar disc with Colletotrichum, Pestalotiopsis,
Fusarium, or Lasiodiplodia was placed on each
wound (Johnson and Cooke, 2002). Control fruits
(mockinoculated) were inoculated with a 0.5 cm
agar disc without mycelia. All inoculated fruits were
maintained under humidity chamber conditions at
28 °C+2 for 7 days. Observations were done every
24 h to detect symptoms.

Pathogenicity under field conditions was
evaluated in May and June 2010 on 20 asymptomatic
Mauritius fruits per tree (5 fruits/cardinal point).
Two development stages were evaluated: at the
beginning of ripening, and commercially ripe
fruits. Fruits were disinfested with 70 % ethanol
and wounded with a sterile needle in the middle of
the fruit and at the base of the peduncle. Fruits were

VOLUMEN 33, NUMERO 2, 2015

Dos secciones de pericarpio y arilo de 1.5 cm? se
cortaron de cada fruto y se desinfestaron en hipo-
clorito de sodio por tres minutos, se enjuagaron tres
veces en agua destilada por un minuto cada uno, y
se secaron en papel estéril. Las porciones de tejido
se incubaron en PDA (Bioxon™) y en un medio
semi-selectivo a Colletotrichum [19.5 g PDA, 7.5 g
agar (Merck™), 8 mg iprodiona, 20 mg triadime-
fon, 50 mg chloramphenicol (Merck™), y 200 mg
estreptomicina] (Davis, 2003) durante 5-7 dias a
25° C bajo luz fluorescente. Los crecimientos de
hongos se purificaron por punta de hifa y cultivos
monoconidiales.

Pruebas de patogenicidad. Colletotrichum, Pes-
talotiopsis, Fusarium, y Lasiodiplodia se aislaron
de todas las muestras de pericarpio sintomaticas de
los cultivares Brewster y Mauritius y se patogeni-
cidad fue evaluada en condiciones de laboratorio y
campo.

Las pruebas de patogenicidad en laboratorio se
avaluaron en frutos asintomaticos y en madurez co-
mercial del cultivar Mauritius colectados en campo
en mayo de 2010. Veinte frutos desinfestados fue-
ron heridos con una aguja estéril y en cada herida
se les colocd un disco de 0.5 cm de agar con Colle-
totrichum, Pestalotiopsis, Fusarium, o Lasiodiplo-
dia (Johnson y Cooke, 2002). Los frutos de control
(testigos) fueron inoculados con un disco de agar
de 0.5 cm sin micelio. Todos los frutos inoculados
se mantuvieron en condiciones de cadmara humeda
a 28 °C £2 por 7 dias. Las observaciones se realiza-
ron cada 24 h para detectar sintomas.

La patogenicidad en campo se evalué en mayo
y junio de 2010 en 20 frutos asintomaticos por ar-
bol del cultivar Mauritius (5 frutos/punto cardinal).
Dos etapas de desarrollo se evaluaron: frutos en
el inicio de maduracion, y en madurez comercial.
Los frutos se desinfestaron con etanol 70 % y he-
ridos con aguja estéril en la mitad del fruto y en la
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individually inoculated at evening (18:00 — 20:00
central time) by injecting 0.5 ml ofa 1 x 10° conidia.
ml! suspension of Colletotrichum, Pestalotiopsis,
Fusarium, Lasiodiplodia or sterile distilled water
(mockinoculated) (Dinh et al., 2003). Inoculated
wounds were covered with wet sterile cotton for
24 h to create high humidity conditions for fungal
growth. Symptom development was registered
for 15 days. Re-isolates from laboratory and
field infected fruits were made to verify Koch’s
postulates.

Morphological characterization of the patho-
gen. Four out of 256 Colletotrichum isolates ob-
tained from symptomatic fruits were selected based
on their mycelia growth and spore production, and
designed as M26, M28, M29, and M30. Genus
(Sutton, 1980; Hanlin, 1990; Barnett and Hunter,
2006) and species (Sutton, 1980; Smith and Black,
1990; Photita et al., 2005) were determined from
monoconidial colonies. Appressorium formation
was induced on PDA cover slides inoculated indi-
vidually with M26 and M28-M30 spores (Johnston
and Jones, 1997). Appressorium shape and size
were characterized a 7 day old fungal culture on
PDA.

M26 and M28-M30 growth rates were
evaluated for seven days on PDA plates cultured at
28 °C. Data were statistically analyzed by ANOVA
(0=0.05) and grouped by Tukey test (SAS, 1997).

Molecular identification. M26 and M28-M30
DNA was isolated following the AP method (Sam-
brook and Russel, 2001). DNA integrity was elec-
trophoresed on a 1% agar gel at 80 volts for 40 min
in TBE buffer, and stained with ethidium bromide.
ITSI and ITS2 regions were
amplified by PCR with primers ITS4
(5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") and ITS5
(5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3")
(White et al., 1990), which amplify a 580 bp
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base del pedunculo. Los frutos fueron inoculados
individualmente por la noche (18:00 — 20:00 hora
del centro) mediante deposicion de 0.5 ml de una
suspension 1 x 10° conidios.ml! de Colletotrichum,
Pestalotiopsis, Fusarium, Lasiodiplodia o agua
destilada estéril (testigo) (Dinh et al., 2003). Los
puntos de inoculacion se cubrieron con algodon
estéril himedo por 24 h para crear condiciones de
alta humedad para el crecimiento de los hongos. El
desarrollo de los sintomas se registrd por 15 dias.
Los reaislamientos de los frutos infectados en la-
boratorio y campo se realizaron para verificar los
postulados de Koch.

Caracterizacion morfolégica del patégeno. Cua-
tro de 256 aislamientos de Colletotrichum obteni-
dos de frutos sintomaticos fueron seleccionados
con base a su crecimiento miceliar y produccion de
esporas, e identificados como M26, M28, M29, y
M30. El género (Sutton, 1980; Hanlin, 1990; Bar-
nett y Hunter, 2006) y especies (Sutton, 1980; Smi-
th y Black, 1990; Photita et al., 2005) se determind
a través de colonias monoconidiales. La formacioén
de apresorios se indujo en PDA depositado en un
portaobjeto e inoculado individualmente con espo-
ras del M26 y M28-M30 (Johnston y Jones, 1997).
La forma y tamaiio de los apresorios se caracterizd
a partir de colonias de hongos de 7 dias de edad
crecidas en PDA.

Las tasas de crecimiento de M26 y M28-M30
se evaluaron por siete dias en placas de PDA in-
cubadas a 28 °C. Los datos se analizaron estadis-
ticamente por ANOVA (0=0.05) y agrupadas por
pruebas de Tukey (SAS, 1997).

Identificacion molecular. M26 y M28-M30 fue-
ron aislados mediante el método AP (Sambrook y
Russel, 2001). La integridad del ADN se verifico
por electroforesis en gel de agar 1 % a 80 volts por
40 min en Buffer TBE, y tefiido con bromuro de
etidio.
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fragment. To identify and confirm species,
DNA was amplified with ITS4 and the Cglnt
(5'-GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG-3") specific
primer (Mills et al., 1992), which amplify a 450 bp
fragment.

PCR amplification was done in a thermocycler
(Applied Biosystems™ 2720) in a 25 ul reaction
with 1.0 pl of each primer (10 mM), 1.0 pl of INTP
(10 mM), 5 pul of PCR Buffer 10X, 2.5 pl of MgCl,
(50 mM), 0.5 pl of Taq Polymerase, 0.5 ul of DNA
and 13.5 pl of nuclease-free water. PCR reactions
without tempered were used as negative control.

PCR consisted of an initial denaturation of 5
min at 95 °C followed by 35 cycles of 1 min of
denaturation at 95 °C, 1 min of annealing at 57
°C, and 1 min of extension at 72 °C, with a final
extension of 10 min at 72 °C. PCR products were
electrophoresed ona 1 % agarose gel, purified with
the QUIAGEN DNeasy Plant Kit and sequenced
in a 3730XL automated sequencer. The sequences
were lined up against sequences in the gene bank
and homology was determined in the National
Center for Biological Information (BLAST, 2011).

RESULTS

Symptom characterization. The Brewster exo-
carp showed a dark brown lesion without chlorotic
halo (Figure 1A). On the endocarp, the lesion was
a dark brown circular, and semi-humid depressed
spot without chlorotic halo (Figure 1B). On Mauri-
tius exocarp it developed a dark brown well defined
lesion with chlorotic halo (Figure 1D); and on the
endocarp a dry dark brown non-depressed spot was
identified (Figure 1E). None of the Brewster and
Mauritius fruits showed damages on the aril (Fig-
ure 1C and 1F), seed, or peduncle, and no signs of
microorganisms were observed.

Fungi isolation. Colletotrichum sp., Pestalotiop-
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Las regiones ITS1 e ITS2 se amplificaron
por PCR con los iniciadores 1TS4 (5'-TCCTC-
CGCTTATTGATATGC-3") e ITS5 (5'-GGAAG-
TAAAAGTCGTAACAAGG-3") (White et al.,
1990), los cuales amplificaron un fragmento de
580 pb. Para identificar y confirmar especies, el
ADN se amplifico con ITS4 y el iniciador especifi-
co Cglnt (5'-GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG-3")
(Mills et al., 1992), los cuales amplificaron un frag-
mento de 450 pb.

La amplificacion por PCR se realizo en un ter-
mociclador (Applied Biosystems™ 2720) en una
reaccion de 25 pl con 1.0 ul de cada iniciador (10
nM), 1.0 ul de ANTP (10 nM), 5 pul de Buffer PCR
10X, 2.5 pl de MgCl, (50 nM), 0.5 pl de Taq Po-
limerasa, 0.5 pl de ADN y 13.5 ul de agua libre
de nucleasas. Las reacciones PCR sin templado se
utilizaron como control negativo.

La PCR consisti6 de una desnaturalizacion ini-
cial de 5 min a 95 °C seguido de 35 ciclos de 1 min
de desnaturalizacion a 95 °C, 1 min de alineamien-
to a 57 °C, y 1 min de extension a 72 °C, con una
extension final de 10 min a 72 °C. Los productos
PCR fueron electroforesados en un gel de agaro-
sa 1 %, purificado con el kit QUIAGEN DNeasy
Plant y secuenciado en un secuenciador automatico
3730XL. Las secuencias fueron alineadas contra
secuencias en el banco de genes y su homologia se
determiné en el Centro Nacional para Informacion
Bioloégica (BLAST, 2011).

RESULTADOS

Caracterizacion de sintomas. El exocarpo de
Brewster mostré una lesion café obscura sin halo
clordtico (Figura 1A). En el endocarpo, la lesion
fue una mancha café obscura circular, hundida,
semi-humeda y sin halo clorotico (Figura 1B). En
el exocarpo de Mauritius se desarrolld una lesion
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Figure 1. Litchi fruits (Litchi chinensis Soon) with anthracnose symptoms. Brewster cv: A) Pericarp external symptom, B) As-
ymptomatic aril, C) Pericarp internal symptom. Mauritius cv: D) Pericarp external symptom, E) Asymptomatic aril F)
Pericarp internal symptom. Pathogenicity of C. gloeosporioides on Mauritius litchi fruits in the laboratory: G) Control
fruits, H) Pericarp external symptom, I) Pericarp internal symptom. Pathogenicity on Mauritius litchi fruits in the field:
J) Control fruits, K) Pericarp external symptom, L) Pericarp internal symptom. Bar = 1 cm.

Figura 1. Frutos de litchi (Litchi chinensis Soon) con sintomas de antracnosis. Cultivar Brewster: A) Sintoma externo en pericarpio,
B) Arilo asintomatico, C) Sintoma interno de pericarpio. Cultivar Mauritius: D) Sintoma externo en pericarpio, E) Arilo
asintomatico F) Sintoma interno de pericarpio. Patogenicidad de C. gloeosporioides en frutos de litchi en laboratorio: G)
Frutos de control, H) Sintoma externo de pericarpio, I) Sintoma interno de pericarpio. Patogenicidad en frutos de litchi
Mauritius en campo: J) Frutos control, K) Sintoma externo de pericarpio, L) Sintoma interno de pericarpio. Bar =1 cm.

sis sp., Fusarium sp., and Lasiodiplodia sp. were café obscura bien definida con halo clorotico (Fi-
isolated from symptomatic Brewster and Mauritius gura 1D); y en el endocarpo se observé una mancha
pericarps in the 2008-2009 and 2009-2010 produc- café obscura no humeda, no hundida (Figura 1E).
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tion cycles. However, Colletotrichum sp. (256/640
isolates) and Pestalotiopsis sp. (71/640 isolates)
were isolated more frequently than the other ones
(Table 1 and 2). Colletotrichum sp., Pestalotiopsis
sp., and Lasiodiplodia sp. were also isolated from
Brewster asymptomatic pericarps (Table 1); and
Fusarium from asymptomatic Mauritius samples
(Table 2). Colletotrichum sp. grew on more peri-
carp tissue fragments incubated on semi-selective
medium than those cultured on PDA (Table 1 and
2). Colletotrichum sp. isolates produced conidia on
4 and on 8-12 day old semi-selective and PDA cul-
tures, respectively. No microorganisms were iso-
lated from aril tissue fragments incubated on both
growth media (Table 1 and 2).

In 13 of 15 sections of pericarp incubated in

En ninguno de los frutos de Brewster y Mauritius
se observo daios en el arilo (Figura 1C y 1F), se-
milla, o pedinculo, y no se observaron signos de
microorganismos.

Aislamiento de hongos. Colletotrichum sp., Pes-
talotiopsis sp., Fusarium sp., y Lasiodiplodia sp.,
se aislaron de pericarpios sintomaticos de Brewster
y Mauritius en los ciclos de produccion 2008-2009
y 2009-2010. Sin embargo, Colletotrichum sp.
(256/640 aislamientos) y Pestalotiopsis sp. (71/640
aislamientos) fueron aislados mas frecuentemente
que los otros (Cuadro 1 y 2). Colletotrichum sp.,
Pestalotiopsis sp., y Lasiodiplodia sp., fueron
también aislados de pericarpios asintomaticos
de Brewster (Cuadro 1); y Fusarium de muestras

Table 1. Fungal genera isolates from symptomatic and asymptomatic litchi fruits (Brewster cultivar), in San Jose Chiltepec, Oaxaca.
Cuadro 1. Géneros de hongos aislados de frutos de litchi sintomaticos y asintomaticos (cultivar Brewster), en San José Chiltepec,

Oaxaca

Fungal genera

Production cycle Tissue/symptoms Growth medium (% proportion)
2008-2009 Pericarp-Anthracnose PDA Colletotrichum 26 % (32/123)
Pestalotiopsis 15 % (18/123)
Fusarium 2 % (3/123)
Aril-Anthracnose PDA 0% (0/123)
Pericarp-Asymptomatic PDA Colletotrichum 32 % (62/195)
Lasiodiplodia 10 % (19/195)
Pestalotiopsis 1 % (2/195)
Aril- Asymptomatic PDA 0 % (0/195)
2009-2010 Pericarp-Anthracnose PDA Pestalotiopsis 16 % (10/60)

Aril-Anthracnose

Pericarp-Asymptomatic

Aril- Asymptomatic

Colletotrichum 6 % (4/60)
Colletotrichum 30 % (18/60)
Lasiodiplodia 15 % (9/60)
Pestalotiopsis 5 % (3/60)

Semi-selective

Fusarium 2 % (1/60)
PDA 0 % (0/60)
Semi-selective 0 % (0/60)
PDA Colletotrichum 21 % (15/70)

Pestalotiopsis 11 % (8/70)

Lasiodiplodia 1 % (1/70)

Colletotrichum 10 % (7/70)

Pestalotiopsis 1 % (1/70)
PDA 0 % (0/70)

Semi-selective 0% (0/70)

Semi-selective
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Table 2. Fungal genera isolates from symptomatic and asymptomatic litchi fruits (Mauritius cultivar), in San Juan Cotzocén, Oaxaca.
Cuadro 2. Géneros de hongos aislados de frutos de litchi sintomaticos y asintomaticos (cultivar Mauritius), en San Juan Cotzocon,

Oaxaca

Production cycle Tissue

Growth medium Fungal genera

2008-2009 Pericarp-Anthracnose
Aril-Anthracnose
Pericarp-Asymptomatic
Aril- Asymptomatic
2009-2010 Pericarp-Anthracnose

Aril-Anthracnose

Pericarp-Asymptomatic

Aril- Asymptomatic

(% proportion)
PDA Colletotrichum 51 % (99/193)
Pestalotiopsis 17 % (33/193)
Fusarium 5 % (10/193)
Lasiodiplodia 4 % (7/193)
PDA 0 % (0/193)
PDA Fusarium 5 % (4/72)
PDA 0% (0/72)
PDA Colletotrichum 39 % (40/102)

Lasiodiplodia 9 % (9/102)
Pestalotiopsis 3 % (3/102)
Fusarium 1 % (1/102)
Colletotrichum 62 % (63/102)
Lasiodiplodia 9 % (9/102)
Pestalotiopsis 4 % (4/102)

Semi-selective

PDA 0% (0/102)
Semi-selective 0 % (0/102)
PDA Fusarium 4 % (4/96)

Lasiodiplodia 21 % (20/96)
Pestalotiopsis 10% (10/96)

Semi-selective 0 % (0/96)
PDA 0 % (0/96)
Semi-selective 0 % (0/96)

humidity chamber there was conidia production on
the fifth day; the salmon colored conidia masses
were morphologically identified as Colletotrichum

sp.

Pathogenicity tests. Laboratory test results showed
that 85 % (17 out of 20) of the fruits inoculated
with Colletotrichum sp. developed symptoms on
the pericarp similar to those observed in the field.
These symptoms appeared 72 h after inoculation as
a small light brown circular lesion (Figure 1G). On
the endocarp it was developed a dark brown circu-
lar and semi-humid lesion (Figure 1H). Mock inoc-
ulated fruits (Figure 11) and fruits inoculated with
Fusarium sp., Pestalotiopsis sp., or Lasiodiplodia
sp. did not show any symptom.

In the field, symptoms developed in 95 % (19
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asintomaticas de Mauritius (Cuadro 2). Colletotri-
chum sp., crecido mas en los fragmentos de tejido de
pericarpio incubados en medio semi-selectivo que
los incubados en PDA (Cuadro 1 y 2). Los aisla-
mientos de Colletotrichum sp., produjeron conidios
en medio semi-selectivo y PDA de 4 y 8-12 dias
de edad, respectivamente. Ningin microorganismo
fue aislado de fragmentos de tejidos de arilo incu-
bados en ambos medios de cultivo (Cuadro 1y 2).
En 13 de 15 fragmentos de pericarpio incubados en
camara hiimeda existi6 produccion de conidios al
quinto dia; las masas de conidios de color salmén
se identificaron morfologicamente como Colleto-
trichum sp.

Pruebas de patogenicidad. Los resultados en
pruebas de laboratorio mostraron que 85 % (17 de
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out of 20) of the commercial ripe Mauritius fruits
inoculated with Colletotrichum sp. on the middle of
the pericarp in May, and 90 % in June. Symptoms
were observed eight days after inoculation as dark
brown lesions on the pericarp (Figure 1J). Symptom
on the endocarp was a dark brown circular and
depressed lesion (Figure 1K).

Mock inoculated fruits (Figure 1L) and fruits
inoculated with Fusarium sp., Pestalotiopsis sp., or
Lasiodiplodia sp. did not show any symptoms.

The Colletotrichum
anthracnose

isolate that induced

symptoms under laboratory and
field conditions was re-isolated and identified
morphologically as C. gloeosporioides (Sutton,

1980).

Pathogen characterization and identification.
Most (193) of the 256 isolates of C. gloeosporioi-
des formed white-light gray scarcely cottony my-
celia with abundant bright orange conidial masses
in concentric circles (Figure 2A, 2D and 2G). Some
(78) of them produced white mycelium with very
few conidial masses near to the transference point
(Figure 2J). Four out of these 256 isolates were de-
signed as M26, M28, M29 and M30.

M26 and M28-M30 conidia were cylindrical
(Table 3 and Figure 2B, 2E, 2H and 2K). M26
conidia were statistically longer than M28 ones,
which had the greatest diameter (Table 3). The four
isolates formed clavate appressoria (Figure 2C, 2F,
31 and 2L). There were not differences among the
mycelium growth rates of the four isolates cultured
at 28 °C on PDA (o= 0.05) (Table 3).

Molecular identification. ITS4-ITS5 and 1TS4-
Cglnt primers amplified a fragment of 580 and
450 bp, respectively, which indicated that M26 and
M28-M30 isolates belong to C. gloeosporioides
(Figure 3).

M26 and M28-M30 amplicons were sequenced
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20) de los frutos inoculados con Colletotrichum
sp., desarrollaron sintomas en el pericarpio en for-
ma similar a los observados en campo. Estos sin-
tomas aparecieron 72 h después de la inoculacion
como lesiones pequefias circulares de color café
brillante (Figura 1G). En el endocarpo se desarro-
116 una lesion café obscura circular y semi-humeda
(Figura 1H). Los frutos testigo (Figura 11) y frutos
inoculados con Fusarium sp., Pestalotiopsis sp., 0
Lasiodiplodia sp., no mostraron ningun sintoma.

En campo, los sintomas se desarrollaron en 95%
(19 de 20) de los frutos de Mauritius en madurez
comercial inoculados con Colletotrichum sp. en la
parte media del pericarpio en mayo, y 90% en ju-
nio. Los sintomas se observaron ocho dias después
de la inoculacion como lesiones café obscuras en
el pericarpio (Figura 1J). Los sintomas en el en-
docarpo fueron lesiones café obscuras, circulares y
hundidas (Figura 1K).

Los frutos testigo (Figura 1L) y frutos inocula-
dos con Fusarium sp., Pestalotiopsis sp., o Lasio-
diplodia sp., no mostraron ningun sintoma.

El aislamiento de Colletotrichum que indujo el
sintoma de antracnosis en condiciones de labora-
torio y campo fue reaislado e identificado como C.
gloeosporioides (Sutton, 1980).

Caracterizacion e identificacion del patégeno.
La mayoria (193) de los 256 aislamientos de C.
gloeosporioides formaron micelio blanco-gris cla-
ro, ligeramente algodonoso, con abundantes masas
de conidios naranja brillante en circulos concéntri-
cos (Figura 2A, 2D y 2G). Algunos (78) de ellos
produjeron un micelio blanco con pocas masas co-
nidiales proximas al punto de transferencia (Figura
2J). Cuatro de estos 256 aislamientos fueron desig-
nados como M26, M28, M29 y M30.

Los conidios de M26 y M28-M30 fueron ci-
lindricos (Cuadro 3 y Figura 2B, 2E, 2H y 2K).
Los conidios de M26 fueron estadisticamente mas
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10 um

10 um 10 um

Figure 2. Colony Morphology (A,D,G, J), conidia (B, E H, K) and mycelial appressoria (C, F, I, L) of the four representative isolates
M26 (A,B,C), 28 (D,E,F), 29 (G,H.]), 30 (J,K.L) of Colletotrichum gloeosporioides from litchi fruits, after five days in
PDA.

Figura 2. Morfologia colonial (A, D, G, J), conidios (B, E H, K) y apresorios miceliales (C, F, I, L) de cuatro aislamientos repre-
sentativos M26 (A, B, C), 28 (D, E, F), 29 (G, H, ), 30 (J, K, L) de Colletotrichum gloeosporioides de frutos de litchi,
después de cinco dias en PDA.

and aligned with those in the GenBank, and gave largos que los de M28, los cuales tuvieron los ma-
a homology of 96, 93, 99, and 99 % with C. yores diametros (Cuadro 3). Los cuatro aislamien-
gloeosporioides, respectively (gb/HMO016794.1; tos formaron apresorios clavados (Figura 2C, 2F,
gb/JF487788.1; gb/JF487788.1; gb/FJ755268.1) 31 y 2L). No existieron diferencias entre las tasas
(BLAST, 2011). de crecimiento miceliar de los cuatro aislamientos
incubados a 28 °C en PDA (o= 0.05) (Cuadro 3).
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Table 3. Conidium size and mycelium growth rate of M26 and M28-M30 C. gloeosporioides isolates obtained from litchi fruits
with anthracnose symptoms in San Jose Chiltepec and Loma Bonita, Oaxaca (2009-2010 production cycle).

Cuadro 3. Tamaiio de conidio y tasas de crecimiento miceliar de los aislamientos M26 y M28-M30 de C. gloeosporioides obtenidos

de frutos de litchi con sintomas de antracnosis en San José¢ Chiltepec y Loma Bonita, Oaxaca (ciclo de produccion 2009-

2010).
Length X Diamet: X
Isolate ength (km) iameter (km) Mycelium growth (mm/day)*
PDA/28 °C
Min Max Aver. Min Max Aver.
M26 11.1 20.8 15.7° 34 6.6 4.9° 10.74°
M28 11.4 17.2 14.4° 4.2 7.1 5.6° 8.41*
M29 11.5 17.8 15.0% 3.7 5.7 4.8° 9.52*
M30 11.0 17.4 14.9% 4.0 5.8 4.7° 9.34*

* Values with the same letter in each row are statistically the same, Tukey (P<0.05) / * Valores con las misma letra en cada columna
son estadisticamente iguales, Tukey (P<0.05).

DISCUSSION

The results of this study indicate that C.
gloeosporioides is the causal agent of anthracnose
disease in pre-harvest litchi fruits of Brewster and

Identificacion molecular. Los iniciadores 1TS4-

ITSS e ITS4-Cglnt amplificaron un fragmento de
580 y 450 pb, respectivamente, lo cual indicé que
los aislamientos M26 y M28-M30 corresponden a
C. gloeosporioides (Figura 3).

Figure 3. PCR product of four characteristic isolates (M26, M28, M29, and M30) of Colletotrichum gloeosporioides. Lines: 1)
Control (H,0 PCR); 2) M26- ITS4/ITS5; 3) M28- ITS4/ITSS5; 4) M29- ITS4/ITS5; 5) M30- ITS4/ITS5; 6) M26- 1TS4-
Cglnt; 7) M28- ITS4-Cglnt; 8) M29- ITS4-Cglnt; 9) M30- ITS4-Cglnt; 10) 100 base pair (bp) marker (Invitrogen).

Figura 3. Producto de PCR de cuatro aislamientos caracteristicos (M26, M28, M29, y M30) de Colletotrichum gloeosporioides.
Lineas: 1) Control (H,0 PCR); 2) M26- ITS4/ITS5; 3) M28- ITS4/ITS5; 4) M29- ITS4/1TS5; 5) M30- ITS4/ITSS; 6)
M26- ITS4-Cglnt; 7) M28- ITS4-Cglnt; 8) M29- ITS4-Cglnt; 9) M30- ITS4-Cglnt; 10) marcador de 100 pares de bases
(bp) (Invitrogen).
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Mauritius cultivars in Oaxaca, Mexico. The fungus
was isolated from natural and artificially infected
fruits of both cultivars, and formed a cottony white
to light gray mycelial growth with salmon colored
conidial masses on PDA. Symptoms on inoculated
fruits were very similar to those observed in field
with natural infection.

In this research, Colletotrichum was also
isolated from asymptomatic Brewster fruits; similar
results were reported by Ann et al., (2004), who
isolated C. gloeosporioides from asymptomatic
flowers and immature fruits of the Black leaf litchi
cultivar. Once fruits were harvested and stored,
they developed anthracnose symptoms, suggesting
that this pathogen attacks litchi through latent
infections. We consider the probable endophytic
nature of C. gloeosporioides in the field.

As mentioned before, litchi anthracnose has
been consigned mainly as a postharvest disease
(Coates et al., 1994, Liu et al., 2003, and Liu et
al., 2006) that results from quiescent infections
(Li et al., 2005); however, this fungus has been
reported as the causal agent of the peduncle rot
and pepper spotting on litchi fruits under field
conditions in Australia (Cooke et al., 2009). Others
causes of pericarp browning at postharvest are
moisture loss due to desiccation of the pericarp
(Chen and Hong, 1992; Underhill and Critchley,
1993), degradation of anthocyanins and oxidation
of phenolic substrates by polyphenol oxydase
(Underhill and Critchley, 1993) and/or peroxidase
enzymes (Zhang and Quantick, 1997).

Species of Colletotrichum cannot be recognized
by host range (Sutton, 1980, 1992), so identification
and characterization of the isolates obtained in
this study were done based on morphological
characteristics (Smith and Black, 1990; Gunnell
and Gubler, 1992; Sutton, 1992). According to those
criteria four out of 256 isolates of Colletotrichum
spp. were selected (M26, M28-M30) and identified
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Las amplificaciones de M26 y M28-M30 fueron
secuenciadas y alineadas con las del GenBank,
y dieron una homologia del 96, 93, 99 y 99%
con C. gloeosporioides, respectivamente (gb/
HMO016794.1; gb/JF487788.1; gb/JF487788.1; gb/
FJ755268.1) (BLAST, 2011).

DISCUSION

Los resultados de este estudio indican que C.
gloeosporioides es el agente causal de la antracno-
sis en pre-cosecha de frutos de litchi de los cultiva-
res Brewster y Mauritius en Oaxaca, México. Los
hongos fueron aislados de frutos infectados de ma-
nera natural y artificial de ambos cultivares, y for-
maron un crecimiento miceliar algodonosos blanco
a gris claro con masas conidiales de color salmon
en PDA. Los sintomas en frutos inoculados fueron
muy similares a los observados en campo con in-
fecciones naturales.

En esta investigacion, Colletotrichum fue tam-
bién aislado de frutos asintomaticos de Brewster;
resultados similares fueron reportados por Ann et
al., (2004), quienes aislaron C. gloeosporioides de
flores asintomaticas y frutos inmaduros de litchi
cultivar Black leaf. Una vez que los frutos se co-
secharon y almacenaron, desarrollaron sintomas de
antracnosis, lo que sugiri6é que este patdogeno ataca
al litchi a través de infecciones latentes. Nosotros
consideramos la probable naturaleza endofitica de
C. gloeosporioides en campo.

Como se menciono antes, la antracnosis de lit-
chi ha sido consignada principalmente como una
enfermedad postcosecha (Coates et al., 1994, Liu
etal., 2003,y Liu et al., 2006) que resulta de infec-
ciones quiescentes (Li et al., 2005); sin embargo,
este hongo se ha reportado como agente causal de
la pudricion del pedunculo y del sintoma de pepper
spotting en frutos de litchi en condiciones de campo
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as C. gloeosporioides Penz; their micelial growth
pattern agree with that described by Alvarez (1949);
however, according to Smith and Black (1990) and
Gunnel and Gluber (1992), this growth is similar
to C. fragariae grown on PDA, but C. fragariae
cultures on cornmeal, oatmeal, or bean-lime agar
plates are dark with concentric circles and pink
colored conidial masses (Brooks, 1931). In adition,
the average size of the M26, and M28-M30 conidia
were shorter and wider than those reported in C.
fragariae (Smith and Black, 1990; Gunnel and
Gubler, 1992).

Based on PCR amplifications through specific
species primers, M26 and M28-M30 species were
corroborated as C. gloeosporioides with a 95-100%
similarity with sequences reported for the same
species in the gene bank (Freeman et al., 2000).

CONCLUSIONS

Anthracnose symptoms observed in litchi
fruits in Oaxaca were caused by Colletotrichum
gloeosporioides  Penz.  The
characterized by dark-brown and circular dry

disease  was

lesions on the exocarp and endocarp, but neither
in the aril nor seed. This is the first report of
Colletotrichum gloeosporioides as the causal agent
of anthracnose of litchi fruits (Litchi chinensis) in
Oaxaca, México.
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CONCLUSIONES

Los sintomas de antracnosis observados en fru-
tos de litchi en Oaxaca fueron causados por Colle-
totrichum gloeosporioides Penz. La enfermedad se
caracteriz6 por lesiones cafés obscuras y circulares
en el exocarpo y endocarpo, pero no en el arilo ni
semilla. Este es el primer reporte Colletotrichum
gloeosporioides como agente causal de antracno-
sis de frutos de litchi (Litchi chinensis) en Oaxaca,
Meéxico.
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Resumen. La marchitez del chile causada por
Phytophthora capsici, provoca pérdidas conside-
rables de rendimiento, por lo que se han probado
multiples alternativas de manejo de la enferme-
dad. La induccion de resistencia sistémica y la re-
sistencia asociada con la edad son alternativas de
bajo impacto ambiental que podrian coadyuvar al
control de este problema sanitario. En el presente
trabajo se investigo si la edad al momento del tras-
plante, con y sin aplicacion de acibenzolar S-metil
(ASM), puede ser una estrategia para reducir el
efecto de la enfermedad en plantas de chile serrano
(Capsicum annuum L.). Se probaron dosis de 1 mg
de ASM/planta aplicadas semanalmente desde una
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Abstract. Pepper wilt caused by Phytophthora
capsici causes considerable yield losses. Multiple
alternatives have been tested to control this disease.
Systemic resistance and age related resistance are
low impact alternatives that could contribute to the
control of this plant health problem. In this work,
transplanting age, with or without acibenzolar
S-methyl (ASM), was tested as a possible strategy
to reduce the effects of the disease in serrano pepper
plants. One milligram of ASM/plant was sprayed
weekly, starting a week before transplanting, to
seedlings of age 45, 30, and 15 days after seeding.
These treatments were tested in two Serrano
cultivars (Camino Real and a creole from Tetela de
Ocampo, Puebla) with or without inoculation with
any of two P. capsici strains. The ASM reduced
de area under the disease progress curve but did
not inhibit pathogen infection. ASM also reduced
the growth level of plants from the three tested
ages. Seedlings transplanted 45 days after seeding
resulted more susceptible to the disease than
younger ones.
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semana antes del trasplante a plantulas (trasplanta-
das a 45,30y 15 dias después de la siembra) de dos
genotipos de chile (Camino Real y criollo de Tetela
de Ocampo, Puebla) con o sin inoculacién con dos
cepas de P. capsici. E1 ASM redujo el area bajo la
curva del progreso de la enfermedad pero no inhi-
bio la infeccion por el patégeno. EI ASM también
redujo el desarrollo de las plantas en las tres edades
evaluadas. Plantulas trasplantadas a 45 dias des-
pués de la siembra resultaron mas susceptibles a la
enfermedad que las de edades mas jovenes.

Palabras clave adicionales: viveros, edad de la
planta, resistencia sistémica.

La marchitez causada por Phytophthora cap-
sici Leonian, es una enfermedad devastadora de
cultivos de chile (Capsicum annuum L.) y se en-
cuentra presente en todas las areas productoras del
mundo (Moran et al., 2010). Este patdogeno puede
causar pérdidas de rendimiento de hasta 100 % (Ri-
co-Guerrero et al., 2004). Una vez que se le detecta
en el campo puede hacerse necesaria una combina-
cion de estrategias de rotacion de cultivos, fumi-
gacion, subsoleo, elevacion de camas de siembra,
irrigacion con agua de pozo, resistencia genética,
aplicacion de fungicidas, la destruccion de plantas
infectadas y cosecha temprana para poder manejar
la enfermedad (Granke et. al., 2012).

Actualmente existe una fuerte demanda de al-
ternativas ambientalmente aceptables para la pro-
teccion de cultivos. Entre estas alternativas se en-
cuentra la induccidén de resistencia sistémica; en
cuyo proceso esta involucrada la activacion de los
mecanismos naturales de defensa de las plantas
mediante elicitores generados por los propios pato-
genos, por otros organismos o por factores ambien-
tales (Carvajal, 2013). La aplicacion de productos
quimicos sintéticos también puede activar procesos
fisiologicos y bioquimicos propios de la planta y
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Additional keywords: nurseries, plant age,

systemic resistance.

Wilt caused by Phytophthora capsici Leonian
is a devastating disease of pepper crops (Capsicum
annum L.) that is found present in all producing
zones in the world (Moran et al., 2010). This
pathogen can cause yield losses of up to 100 %
(Rico-Guerrero et al., 2004). Once it is detected
in the field, it might be necessary to implement a
combination of strategies to handle the disease,
including crop rotation, fumigation, subsoling,
raising seedbeds, irrigating from well water, genetic
resistance, application of fungicides, destruction of
infected plants and early harvest (Granke et al.,
2012).

Currently, there is a high demand of
environmentally acceptable alternatives for crop
protection. Among these, the induction of systemic
resistance is an alternative whose processes involve
the activation of natural defense mechanisms
of the plants through elicitors generated by the
pathogens themselves, by other organisms, or
by environmental factors (Carvajal, 2013). The
application of synthetic chemical products can also
activate physiological and biochemical processes
in the plant and avoid or reduce the progress of
diseases (Guevara and Rodriguez-Galvez, 2006).
Among these compounds outstands acibenzolar
S-methyl (ASM), an inducer of systemic acquired
resistance (SAR) which has been studied for
plant disease control in the last few years (Buzi
et al., 2004). ASM acts as a functional analog of
salicylic acid in the SAR signaling pathway and
influences the expression of genes and the activity
of several enzymes related with resistance as well
as the production of lignin and phenol compounds
(Malolepsza, 2006). Wilt reduction has been
reported with the use of ASM against P. capsici
in bell pepper (Matheron and Porchas, 2002),
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evitar o reducir el progreso de enfermedades (Gue-
vara y Rodriguez-Galvez, 2006). Entre estos com-
puestos destaca el acibenzolar S-metil (ASM), un
inductor de resistencia sistémica adquirida (SAR)
que ha sido estudiado para el control de enferme-
dades de las plantas en los ultimos afos (Buzi et
al., 2004). EL ASM actiia como un analogo fun-
cional del acido salicilico en la via de sefializacion
de la SAR, influencia la expresion de genes y la
actividad de varias enzimas relacionadas con la re-
sistencia, asi como la produccion de lignina y com-
puestos fenolicos (Malolepsza, 2006). Se ha repor-
tado reduccion de la marchitez con la aplicacion de
ASM contra P. capsici en chile pimiento (Matheron
y Porchas, 2002 ), contra Pcactorum y P. fraga-
riae var fragariae en fresa (Eikemo et al., 2003)
y contra P. capsici en calabaza (Koné et al., 2009).
Similarmente, el pre-tratamiento de plantulas de
Curcuma longa induce SAR contra Pythium apha-
nidermatum (Radhakrishnan et al., 2011). Sin em-
bargo, el efecto del ASM contra P. capsici en chile
de otras variedades no ha sido bien documentado.

Las plantas pueden cambiar su nivel de resisten-
cia a enfermedades conforme avanza la edad de la
planta o la madurez de los tejidos (Develey-Rivie-
re y Galiana, 2007). Estos cambios en resistencia
son cada vez mas reconocidos como un compo-
nente importante de defensa de la planta frente a la
infeccion (Whallen, 2005) y pueden tener implica-
ciones importantes en la definicién de estrategias
adecuadas de control. La severidad del dafo por P
capsici puede variar con la edad de las plantulas
(Kim et al., 1989). En cucurbitaceas, frutos de eda-
des avanzadas mostraron una reduccion gradual de
la susceptibilidad a P. capsici con respecto a frutos
jovenes (Ando ef al., 2009). Similarmente, frutos
de chile (C. annuum L.) tuvieron menos infeccion
conforme avanzaron en su proceso de maduracion
(Biles et al., 1993).
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against P. cactorum and P. fragariae var fragariae
in strawberries (Eikemo et al., 2003), and against
P. capsici in squash (Kone et al., 2009). Similarly,
the pre-treatment of Curcuma longa seedlings
induces SAR against Pythium aphanidermatum
(Radhakrishnan et al., 2011). However, the effect
of ASM against P. capsici in other pepper varieties
has not been well documented.

Plants can modify their level of resistance to
diseases as the age of the plant or the maturity of
the tissues advances (Develey-Riviere and Galiana,
2007). These changes in resistance are every time
more recognized as an important component of
plant defense against infection (Whallen, 2005) and
may have important implications in the definition
of adequate control strategies. The severity of the
damage by P. capsici may vary with the age of the
seedlings (Kim et al., 1989). In cucurbitaceae, older
fruits showed a gradual reduction in susceptibility
to P. capsici with respect to younger fruits (Ando et
al., 2009). Similarly, pepper (C. annuum L.) fruits
are less infected as they advance in their maturation
process (Biles et al., 1993).

The joint management of resistance inducers
and variation in the age of the seedlings when
transplanting are two more elements in managing
pepper wilt by P. capsici that could contribute
to decrease the amount of fungicides used in the
production of this crop. In the present work, we
evaluated whether the regular application of ASM
to plants of different ages at transplanting can be
used as a strategy to decrease wilt severity in two
cultivars of Serrano pepper.

MATERIALS AND METHODS

Establishment of the experiments. Every 15
d, pepper (C. annuum) seeds of the Camino Real
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El manejo conjunto de inductores de resistencia
y la variacion en la edad de las plantulas al tras-
plante son dos elementos mas en el manejo de la
marchitez del chile por P. capsici que podrian con-
tribuir a reducir la cantidad de fungicidas emplea-
dos en la produccion de este cultivo. En el presente
trabajo se evalud si la aplicacion regular de ASM
a plantas de diferentes edades al trasplante puede
ser utilizada como una estrategia de reduccion de
la severidad de la marchitez en dos cultivares de
chile serrano.

MATERIALES Y METODOS

Establecimiento de los experimentos. Se sem-
braron cada 15 dias semillas de chile (C. annuum)
del cv. hibrido Camino Real (Harris Moran) y de
un cultivar criollo de Tetela de Ocampo, Estado de
Puebla, México, en vasos de poliuretano de 125 ml
con peat moss (PREMIER) mas perlita (AGROLI-
TA), esterilizados y en proporcion 3:1. Plantulas de
45,30y 15 d fueron trasplantadas a macetas de po-
liuretano con 1 L de suelo de la region productora
de chile de la Vega de Metztitlan, Hidalgo, México
(VMH), donde la marchitez es un problema grave.
Como tratamientos se defini6 un arreglo factorial
de los factores: 1) cultivar (Camino Real y crio-
llo de Tetela de Ocampo), 2) edad de las plantulas
(trasplantadas a 45, 30 y 15 d después de la siem-
bra), 3) inductor de resistencia (con o sin aplicacion
de ASM) y 4) inoculacion con P. capsici (Cepa 1,
Cepa 2 y un testigo no inoculado). De esta forma se
tuvo un total de 36 combinaciones (2 x 3 x 2 x 3)
a evaluar. El experimento fue establecido en con-
diciones de invernadero, bajo un disefio completa-
mente al azar con diez repeticiones y se realiz6 dos
veces.

En los tratamientos correspondientes se apli-
c6 semanalmente al follaje 1 mg de ASM/planta a
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(Harris Moran) hybrid and a creole cultivar from
Tetela de Ocampo, Puebla state, Mexico, were
planted in 125 ml polyurethane cups with sterilized
peat moss (PREMIER) and perlite (AGROLITA) at
a 3:1 proportion. The seedlings were transplanted
at 45, 30, and 15 d age into polyurethane pots
with 1 L soil from the pepper producing region
in Vega de Metztitlan, Hidalgo, Mexico (VMH),
where pepper wilt is a serious problem. To define
treatments, a factorial arrangement of the following
factors was constructed: 1) cultivar (Camino Real
and creole from Tetela de Ocampo), 2) seedling age
(transplanted at 45, 30, and 15 d after seeding), 3)
resistance inducer (with or without ASM), and 4) P.
capsici inoculation (Strain 1, Strain 2, and a control
without inoculation). A total of 36 combinations (2
x 3 x 2 x 3) were evaluated. The experiment was
established under greenhouse conditions, under a
completely random design with ten replicates, and
it was done twice.

In the corresponding treatments, the leaves
were sprayed weekly with 1 mg ASM/plant to
the seedlings of all three ages, beginning one
week before transplanting and until the end of the
experiment (51 d after transplanting). Actigard®
50 (Syngenta) was used as a source of ASM.
The inoculation of P. capsici was done 45 d after
transplantation. The strains used were isolated
from Serrano pepper plants from the VMH and
they were previously tested as pathogenic in the
abovementioned cultivars. Before inoculation, all
the plants were irrigated with distilled water. Each
seedling was inoculated with 1 mL of a suspension
with 10° zoospores/mL. The suspension was
injected into the base of the stem at a depth of 2 cm.
After inoculation, all plants were irrigated until the
soil in each pot was saturated. The controls without
inoculation were treated with sterile distilled water.
Daily temperature conditions in the greenhouse
varied from 12 to 35 °C.
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plantulas de las tres edades, iniciando una semana
antes del trasplante y hasta el término del experi-
mento (51 d después del trasplante). Como fuente
de ASM se utilizo el producto Actigard ® 50 (Syn-
genta). La inoculacion de P. capsici se realizo a los
45 d después del trasplante. Las cepas utilizadas
fueron aisladas de plantas de chile serrano de la
VMH y probadas previamente como patogénicas
en los cultivares arriba mencionados. Antes de la
inoculacion se aplicod un riego con agua destilada a
todas las plantas. Cada plantula fue inoculada con
1 mL de una suspension de 10° zoosporas/mL. La
suspension fue inyectada al pie del tallo a una pro-
fundidad de 2 cm. Después de la inoculacion, se
regd hasta saturar el suelo de cada maceta. Los tes-
tigos no inoculados fueron tratados con agua desti-
lada estéril. Las condiciones diarias de temperatura
en el invernadero variaron de 12 a 35 °C.

Variables evaluadas. A partir del trasplante, se
evaluo cada tercer dia la severidad de la marchitez,
la altura de planta y el numero de hojas. Al final
del experimento se evaluo el peso seco de la parte
aérea. La severidad fue evaluada con base en la
escala de Moran et al. (2010). Con estos resultados
se calculo el area bajo la curva del progreso de la
severidad (ABCPS) mediante el método de inte-
gracion trapezoidal (Shaner y Finney, 1977). Para
la estimacion del peso seco de planta, el material
vegetal fue colocado en bolsas de papel con per-
foraciones y secado en una estufa de aire forzado
a 70 °C, durante 72 h. Al final del experimento
se colectaron segmentos de raices y se incubaron
a temperatura ambiente (24 °C) en medio PARPH
(Kannwischer y Mitchell, 1978) y en cajas de Petri
con agua destilada estéril para verificar la aparicion
de micelio cenocitico con esporangios tipicos de P,
capsici.

Analisis de datos. Los datos obtenidos se analiza-
ron estadisticamente mediante técnicas de analisis
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Evaluated variables. After transplanting, wilt
severity, plant height, and the number of leaves
per plant were evaluated every third day. At the
end of the experiment, the dry weight of the aerial
part was evaluated. The severity was evaluated
based on the scale of Moran et al. (2010). From
these results, the area under the disease progress
curve (AUDPC) was calculated by means of the
trapezoidal integration method (Shaner and Finney,
1977). To estimate the dry weight of the plants, the
plant material was placed in perforated paper bags
and dried in a forced air oven at 70 °C for 72 h.
At the end of the experiment, root segments were
collected and incubated at room temperature (24
°C) in PARPH medium (Kannwischer and Mitchell,
1978). Also, root subsamples were placed in Petri
dishes with sterile distilled water to verify the
occurrence of coenocytic mycelia with sporangia
typical of P. capsici.

Data analysis. The data obtained were analyzed
statistically by the variance analysis technique and
the Tukey multiple range test (Steel and Torrie,
1980). The information was processed with the
SAS (Statistical Analysis System, v. 9.3 Cary,
North Carolina) statistical software.

RESULTS

Table 1 shows a summary of the results of the
variance analysis for the main variables evaluated
in the present work. Figures 1 to 7 report the results
for the highest order significant interactions.

Area under the disease progress curve (AUDPC).
In experiment 1, the variance analysis indicated
highly significant effects of the age X cultivar
X resistance inducer X inoculation interaction
(P<0.0004). This result indicates that, in general,
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de varianza y la prueba de rango multiple de Tukey
(Steel y Torrie, 1980). La informacion fue proce-
sada mediante el paquete para analisis estadistico
SAS (Statistical Analisis System, v. 9.3 Cary, North
Carolina).

RESULTADOS

En el Cuadro 1 se presenta un resumen de los re-
sultados del analisis de varianza de las principales
variables evaluadas en el presente trabajo. En las
Figuras 1 a 7 se reportan resultados para las inte-
racciones significativas de mayor orden.

Area bajo la curva del progreso de la severi-
dad (ABCPS). En el experimento 1, el analisis

the plants of age 1 (transplanted 45 d after seeding)
had a greater AUDPC than those of ages 2 and 3
(transplanted 30 and 15 d) (Figure 1). At age 1, the
inoculation with P. capsici had a greater AUDPC
than the controls with ASM and no inoculation,
particularly when the plants were infected with
Strain 1 (Figure 1). When ASM was not applied,
the differences between treatments with or without
inoculation were only significant in the Camino
Real cultivar when it was inoculated with Strain 1.
With the exception of this treatment, the response
pattern among cultivars at this age was similar. In
ages 2 and 3, although AUDPC was greater in the
inoculated treatments, the difference with respect
to the control were only significant in the plants
of the Tetela de Ocampo cultivar inoculated with
Strain 1, without ASM.

Cuadro 1. Resumen del analisis de varianza (P > F) de variables evaluadas en plantas de chile serrano (Capsicum annuum L.).
Table 1. Summary of the variance analysis (P > F) of the variables evaluated in Serrano pepper plants (Capsicum annuum L.).

Peso seco de la parte aérea

Area bajo la curva del progreso de la severidad

Factor gl
Experimento 1~ Experimento 2 Experimento 1 Experimento 2
Edad 2 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
Genotipo 1 0.0001 <.0001 0.0378 0.4028
Edad*G§notipo 2 0.0162 0.0045 <.0001 0.0002
Inductor 1 <.0001 <.0001 0.0012 0.1636
Edad*Inductor 2 0.8919 0.0016 0.2513 0.0337
Genotipo*Inductor 1 0.0201 0.9996 0.8157 0.3399
Edad*(ienotipo*lnductor 2 0.0137* 0.0069* 0.2393 0.4828
Inoculo 2 0.0141 0.8722 <.0001 <.0001
Edad*Inoculo 4 0.2604 0.1566 0.0164 0.0093
Genotipo*Inéculo 2 0.2717 0.1294 0.0632 <.0001
Edad*Genotipo*Inoculo 4 0.023* 0.6472 0.0214 <.0001**
Inductor*Indculo 2 0.0344* 0.4614 0.4252 0.1095
Edad*Inductor*Indculo 4 0.1309 0.3626 0.0032 0.0015%*
Genotipo*Inductor*Indculo 2 0.2105 0.6723 0.932 0.2294
Edad*Genotipo*Inductor*Indculo 4 0.0762 0.4897 0.0004** 0.4027

'Trasplante a 45, 30 y 15 dias después de la siembra.

2cv Camino Real (Harris Moran), cv criollo de Tetela de Ocampo, Puebla.

3Con acibenzolar S-metil, sin Inductor de resistencia.

“Testigo no Inoculado, Cepal y Cepa 2 de Phytophthora capsici.

** Interaccion utilizada para la comparacion de medias y preparacion de graficas.

VOLUMEN 33, NUMERO 2, 2015

161



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

350
mm TNI (Con acibenzolar S-metil)
300 - 2 mm CEPA 1 (Con aciobenzolar S-metil)
CEPA 2 (Con acibenzolar S- metil)
) B mm TNI (Sin acibenzolar S-metil)
307 d == CEPA 1 (Sin aciobenzolar S-metil)
¢ mm CEPA 2 (Sn acibenzolar S- metil)
£ 200 f b
3 B c
< 1504 i d
j e
100 ;
50
0 -

Figura 1. Experimento 1. Efecto de interaccion Edad de la planta X Genotipo X Inductor de Resistencia X Inoculacion con Phyto-
phthora capsici sobre el area bajo la curva del progreso de la severidad de la marchitez del chile (Capsicum annuum L.)
cultivado en suelo no esterilizado de la Vega de Metztitlan Hidalgo (VMH). Las cepas del oomiceto fueron aisladas de
plantas de chile serrano de la VMH. La inoculacion de realizd con 10° zoosporas por planta a los 45 dias después del
trasplante. Promedios de diez repeticiones. Las medias con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey a=0.5).
Edad 1, 2 y 3=trasplante a 45, 30 y 15 dias después de la siembra. CR = cv Camino Real (Harris Moran). TO=cv criollo
de Tetela de Ocampo, Puebla. TNI=testigo no inoculado con P. capsici, suelo no esterilizado.

Figure 1. Experiment 1. Effect of the Plant age X Genotype X Resistance inducer X Phytophthora capsici inoculation interaction

on the area under the disease progress curve of Serrano pepper plants (Capsicum annuum L.) cultivated in unsterilized
soil from the Vega de Metztitlan, Hidalgo (VMH). The oomycete strains were isolated from Serrano pepper plants from
the VMH. The inoculation was done with 10° zoospores per plant 45 days after transplanting. Means from ten replicates.
Means with the same letter are statistically equal (Tukey o = 0.5). Age 1, 2, and 3 = transplant at 45, 30, and 15 days
after seeding. CR = Camino Real (Harris Moran) cv. TO = Tetela de Ocampo, Puebla, creole cv. TNI = control without

P. capsici inoculation, unsterilized soil.

de varianza indic6 efectos altamente significativos
de la interaccion edad X cultivar X inductor X ino-
culacion (P<0.0004). Este resultado indica que, en
general, las plantas de la edad 1 (trasplantadas a 45
d después de la siembra) tuvieron un ABCPS mas
alto que en las edades 2 y 3 (trasplantadas a 30 y
15 d) (Figura 1). En la edad 1, la inoculaciéon con
P. capsici produjo una mayor ABCPS que en los
testigos no inoculados, con ASM, particularmente
cuando las plantas fueron infectadas con la cepa 1
(Figura 1). Cuando no se aplico6 ASM las diferen-
cias entre tratamientos con y sin inoculacion sélo
fueron significativas cuando se aplico la cepa 1 en
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The application of ASM decreased the AUDPC,
but not in all cases. At age 1, the Camino Real plants
inoculated with Strain 1 of P. capsici and the control
plants with no inoculation treated with ASM had a
lower AUDPC than those not treated with the inducer.
However, plants inoculated with Strain 2 showed no
decrease in the AUDPC by effect of ASM, and the
value of this variable resulted significantly higher
than the control without inoculation but with ASM.
Plants at ages 2 and 3, with and without ASM, had
statistically equal AUDPC.

In experiment 2, the variance analysis indicated
highly significant effects of the age X genotype
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Experimento 2. Efecto de interaccion Edad de la planta X Genotipo X Inoculacion con Phytophthora capsici sobre el area
bajo la curva del progreso de la severidad de la marchitez del chile serrano (Capsicum annuum L.) cultivado en suelo no
esterilizado de la Vega de Metztitlan Hidalgo (VMH). Las cepas del oomiceto fueron aisladas de plantas de chile serrano
de la VMH. La inoculacion de realizé con 105 zoosporas por planta a los 45 dias después del trasplante. Medias de veinte
repeticiones. Las medias con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey 0=0.5). Edad 1,2 y 3 = trasplante a 45,
30y 15 dias después de la siembra. CR = cv Camino Real (Harris Moran). TO = cv criollo de Tetela de Ocampo, Puebla.
TNI = Testigo no inoculado con P. capsici, suelo no esterilizado.

Experiment 2. Effect of the Plant age X Genotype X Phytophthora capsici inoculation interaction on the area under the
disease progress curve of Serrano pepper plants (Capsicum annuum L.) cultivated in unsterilized soil from the Vega de
Metztitlan, Hidalgo (VMH). The oomycete strains were isolated from Serrano pepper plants from the VMH. The inocu-
lation was done with 10° zoospores per plant 45 days after transplantation. Means from 20 replicates. Means with the
same letter are statistically equal (Tukey a = 0.5). Age 1, 2, and 3 = transplant at 45, 30, and 15 days after seeding. CR =
Camino Real (Harris Moran) cv. TO = Tetela de Ocampo, Puebla, creole cv. TNI = control without P. capsici inoculation,

unsterilized soil.

el cultivar Camino Real. Con excepcion de este
tratamiento, el patron de respuesta entre cultivares
en esa edad resulto similar. En las edades 2 y 3, el
ABCPS, aunque fue mas alto en los tratamientos
inoculados, las diferencias con respecto al testigo
solo resultaron significativas en plantas del cultivar
criollo Tetela de Ocampo inoculadas con la cepa 1,
sin ASM.

La aplicacion de ASM redujo el ABCPS pero
no en todos los casos. En la edad 1, las plantas del
cv Camino Real, inoculadas con la cepa 1 de P
capsici y las plantas testigo no inoculadas, trata-
das con ASM, tuvieron menor ABCPS que las no
tratadas con este inductor. Sin embargo las plantas
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X inoculation (P<0.0001) and age X resistance
inducer X inoculation (P<0.0015) interactions.
In the first interaction, no significant differences
were detected in AUDPC among the different ages,
except when the plants of age 1 were inoculated
with Strain 1 (Figure 2), where there was a greater
AUDPC. The rest of the differences were mainly
due to the inoculation with P. capsici, regardless
of the strain, which caused greater AUDPC than in
the controls (Figures 2 and 3), with the exception of
Camino Real cv. plants of age 1 without inoculation,
which resulted statistically equal.

When analyzing the age X resistance inducer
X inoculation interaction (Figure 3), it can be seen
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Experimento 2. Efecto de interaccion Edad de la planta X Inductor de Resistencia X Inoculacion con Phytophthora
capsici sobre el area bajo la curva del progreso de la severidad de la marchitez del chile serrano (Capsicum annuum L.)
cultivados en suelo no esterilizado de la Vega de Metztitlan Hidalgo (VMH). Las cepas del oomiceto fueron aisladas
de plantas de chile serrano de la VMH. La inoculacion de realizo con 10° zoosporas por planta a los 45 dias después del
trasplante. Medias de veinte repeticiones. Las medias con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey a = 0.5).
Edad 1,2 y 3 = trasplante a 45, 30 y 15 dias después de la siembra. CI = con acibenzolar S-metil. SI = sin inductor de
resistencia. TNI = testigo no inoculado con P. capsici, suelo no esterilizado.

Experiment 2. Effect of the Plant age X Resistance inducer X Phytophthora capsici inoculation interaction on the area
under the disease progress curve of Serrano pepper plants (Capsicum annuum L.) cultivated in unsterilized soil from the
Vega de Metztitlan, Hidalgo (VMH). The oomycete strains were isolated from Serrano pepper plants from the VMH. The
inoculation was done with 10° zoospores per plant 45 days after transplantation. Means from 20 replicates. Means with
the same letter are statistically equal (Tukey o= 0.5). Age 1, 2, and 3 = transplant at 45, 30, and 15 days after seeding.
Cl=with acibenzolar S-methyl. SI = with no resistance inducer. TNI = control without P. capsici inoculation, unsterilized

soil.

inoculadas con la cepa 2 no tuvieron reduccion en
el ABCPS por efecto del ASM y el valor de esta
variable resulto significativamente mas alto que el
testigo no inoculado, con ASM. Las plantas de la
edad 2 y 3, con y sin ASM, tuvieron un ABCPS y
estadisticamente igual.

En el experimento 2, el analisis de varianza in-
dico efectos altamente significativos de la interac-
ciones edad X genotipo X inoculacion (P<0.0001)
y edad X inductor X inoculacion (P<0.0015). En
la primera interaccion no se detectaron diferencias
en el ABCPS debidas a las diferentes edades, excepto
cuando las plantas de la edad 1 fueron inoculadas con
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that there was no significant decrease in AUDPC
with the application of ASM, regardless of the
age. Moreover, against expectations, plants of age
1 inoculated with Strain 1 and treated with ASM
had a greater AUDPC than the control without
inoculation and treated with ASM.

Formation of mycelia and sporangia of P. capsici
from pepper roots. At the end of the experiments,
there was mycelium growth in PARPH medium
from plants of all ages inoculated with both strains
of P. capsici, but the greatest number of segments
where there was mycelial growth occurred in
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Figura 4. Experimento 1. Efecto de interaccion Edad de la planta X Genotipo X Inductor de Resistencia sobre el peso seco de
la parte aérea de plantas de chile (Capsicum annuum L.) cultivadas en suelo no esterilizado de la Vega de Metztitlan
Hidalgo (VMH). Promedios de 30 repeticiones. Las medias con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey o =
0.5). Edad 1,2 y 3 =trasplante a 45, 30 y 15 dias después de la siembra. CR = cv Camino Real (Harris Moran). TO =
cv criollo de Tetela de Ocampo, Puebla. CI = con acibenzolar S-metil. SI = sin inductor de resistencia.

Figure 4. Experiment 1. Effect of the Plant age X Genotype X Resistance inducer interaction on the dry weight of the aerial part
of Serrano pepper plants (Capsicum annuum L.) cultivated in unsterilized soil from the Vega de Metztitlan, Hidalgo
(VMH). Means from 30 replicates. Means with the same letter are statistically equal (Tukey o= 0.5). Age 1, 2, and 3 =
transplant at 45, 30, and 15 days after seeding. CR = Camino Real (Harris Moran) cv. TO = Tetela de Ocampo, Puebla,
creole cv. Cl = with acibenzolar S-methyl. SI = without resistance inducer.

la cepa 1 (Figura 2), donde se observo la ABCPS
mas alta. El resto de diferencias se debid principal-
mente a la inoculaciéon con P. capsici, independien-
temente de la cepa, quien causé mayor ABCPS que
en los testigos (Figuras 2 y 3), con excepcion de
las plantas no inoculadas de la edad 1, cv Camino
Real, que resultaron estadisticamente iguales.

Al analizar la interaccion edad X inductor X
inoculacion (Figura 3) se observa que no hubo re-
duccion significativa del ABCPS con la aplicacion
de ASM, independientemente de la edad. Ademas,
contra lo que se esperaba, las plantas de la edad 1
inoculadas con la Cepa 1 y tratadas con ASM tu-
vieron mayor ABCPS que el testigo no inoculado y
tratado con ASM.

Formacion de micelio y esporangios de P. capsici
a partir raices de chile. Al final de los experimentos
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plants inoculated 45 d after seeding (age 1). The
frequency of cases in ages 2 and 3 was considerably
lower. ASM tended to decrease the number of
cases with mycelium growth in age 1 but did not
inhibit infection (data not shown). The formation
of sporangia in water from root segments of pepper
inoculated with P. capsici only occurred in age 1
plants in both experiments. These reproductive
structures were not detected in plants from age 2
and 3 in any treatment.

Dry weight of the aerial part, number of leaves,
and plant height. In experiment 1, the variance
analysis indicated significant effects on the dry
weight of the aerial part (DWAP) in the age X
genotype X resistance inducer (P=0.0137), age X
genotype X inoculum (P=0.023), and resistance
inducer X inoculum (P=0.0344) interactions. The
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Figura 5. Experimento 1. Efecto de interaccion Edad de la planta X Genotipo X Inoculacion con Phytophthora capsici sobre el

peso seco de la parte aérea de plantas de chile (Capsicum annuum L.) cultivadas en suelo no esterilizado de la Vega de
Metztitlan Hidalgo (VMH). Las cepas del oomiceto fueron aisladas de plantas de chile serrano de la VMH. La inocu-
lacion de realizo con 10° zoosporas por planta a los 45 dias después del trasplante. Promedios de 20 repeticiones. Las
medias con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey oo = 0.5). Edad 1,2 y 3 = trasplante a 45, 30 y 15 dias
después de la siembra. CR = cv Camino Real (Harris Moran). TO = cv criollo de Tétela de Ocampo, Puebla. TNI = testigo
no inoculado con P. capsici, suelo no esterilizado.

Figure 5. Experiment 1. Effect of the Plant age X Genotype X Phytophthora capsici inoculation interaction on the dry weight of

the aerial part of Serrano pepper plants (Capsicum annuum L.) cultivated in unsterilized soil from the Vega de Metztitlan,
Hidalgo (VMH). The oomycete strains were isolated from Serrano pepper plants from the VMH. The inoculation was
done with 10° zoospores per plant 45 days after transplantation. Means from 20 replicates. Means with the same letter are
statistically equal (Tukey o = 0.5). Age 1, 2, and 3 = transplant at 45, 30, and 15 days after seeding. CR = Camino Real
(Harris Moran) cv. TO = Tetela de Ocampo, Puebla, creole cv. TNI = control without P. capsici inoculation, unsterilized

soil.

se obtuvo crecimiento micelial en medio PARPH
en plantas de todas las edades inoculadas con am-
bas cepas de P. capsici, pero la mayor cantidad de
segmentos donde crecid micelio ocurri6 en plantas
inoculadas a 45 d después de la siembra (edad 1).
La frecuencia de casos en las edades 2 y 3 fue con-
siderablemente menor. El ASM tendi6 a reducir el
numero de casos con formacion de micelio en la
edad 1 pero no inhibid la infeccion (datos no mos-
trados). La formacion de esporangios en agua, a
partir de segmentos de raiz de chile inoculadas con
P. capsici, s6lo ocurrié en plantas de la edad 1 en
ambos experimentos, pero en plantas de las edades
2y 3 no se detectaron estas estructuras reproductivas
en ningun tratamiento.
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first interaction indicates that ASM decreased
DWAP in all ages and cultivars, but only in the
Camino Real cv., ages 1 and 2, and the Tetela de
Ocampo cv., age 3, the differences between plants
with and without ASM treatment were significant
(Figure 4).

In the case of the age X genotype X inoculation
interaction, the results indicate that the DWAP of the
Camino Real cv., age 2, with or without P. capsici
inoculation, was higher than any other treatment at
ages 1 and 3 (Figure 5). In the Tetela de Ocampo
cv. age 2, the results were statistically equal to
those of the Camino Real. In plants inoculated
with Strain 1, which showed a decrease in DWAP,
the differences against the rest of the treatments
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Peso seco de la parte aérea, nimero de hojas y
altura de planta. En el experimento 1, el anali-
sis de varianza indico efectos significativos sobre
el peso seco de la parte aérea (PSPA) de las inte-
racciones edad X genotipo X inductor (P=0.0137),
edad X genotipo X indculo (P=0.023) ¢ inductor X
inoculo (P =0.0344). La primera interaccion indica
que el ASM redujo el PSPA en todas las edades y
cultivares, pero solo en las plantas del cv Camino
Real, edades 1 y 2 y en el cv Tetela de Ocampo,
edad 3, las diferencias entre plantas tratadas y no
tratadas con ASM, resultaron significativas (Figu-
ra 4).

En el caso de la interaccion edad X genotipo X
inoculacion, los resultados indican que el PSPA del
cv Camino Real, edad 2, con o sin inoculacion con
P, capsici, fue mayor que el de todos los tratamien-
tos de las edades 1 y 3 (Figura 5). En el cv Tetela
de Ocampo, edad 2, los resultados fueron estadis-
ticamente iguales a los del cv Camino Real, pero,
particularmente en las plantas inoculadas con la
cepa 1, que mostro una reduccion en el PSPA, las
diferencias con el resto de tratamientos no resulta-
ron significativas de acuerdo a la prueba de Tukey,
no obstante el alto nimero de repeticiones involu-
cradas y el hecho de que hubo reducciones de peso
relativamente drasticas. Cabe también sefialar que
en la mayoria de los casos el PSPA de los testigos
en cada edad y cultivar fue numéricamente mas
alto que en las plantas inoculadas con el patogeno.
Los resultados de la interaccion inductor de resis-
tencia X inoculacion indican que las plantas con
ASM tuvieron valores mas bajos que las no trata-
das y que el valor mas alto correspondi6 al testigo
no inoculado y sin ASM (Figura 6). Las diferencias
dentro del grupo de plantas sin ASM no resultaron
significativas. El testigo no inoculado, sin ASM,
tuvo un PSPA significativamente mas alto que el de
las plantas con ASM, con o sin inoculacién con P,
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Figura 6. Experimento 1. Efecto de interaccion de Inductor
de Resistencia X Inoculacion con Phytophtho-
ra capsici sobre el peso seco de la parte aérea de
plantas de chile (Capsicum annuum L.) cultivadas
en suelo no esterilizado de la Vega de Metztitlan
Hidalgo (VMH). Las cepas del oomiceto fueron
aisladas de plantas de chile serrano de la VMH. La
inoculacion de realizé con 10° zoosporas por plan-
ta a los 45 dias después del trasplante. Promedios
de 60 repeticiones. Las medias con la misma letra
son estadisticamente iguales (Tukey o = 0.5.TNI
= testigo no inoculado con P. capsici, suelo no es-
terilizado. CI = con acibenzolar S-metil. SI = sin
inductor de resistencia.
Figure 6. Experiment 1. Effect of the Resistance inducer X
Phytophthora capsici inoculation interaction on
the dry weight of the aerial part of Serrano pepper
plants (Capsicum annuum L.) cultivated in unster-
ilized soil from the Vega de Metztitlan, Hidalgo
(VMH). The oomycete strains were isolated from
Serrano pepper plants from the VMH. The inocu-
lation was done with 10° zoospores per plant 45
days after transplantation. Means from 60 repli-
cates. Means with the same letter are statistically
equal (Tukey o = 0.5). TNI = control without P.
capsici inoculation, unsterilized soil. Cl = with
acibenzolar S-methyl. Sl = without resistance in-
ducer.

SI

were not significant according to the Tukey test,
regardless of the high number of replications
involved and the fact that there were relatively
drastic weight decreases. It is worth mentioning
that in most cases, the DWAP of the controls in all
ages and cultivars was numerically higher than in
the plants inoculated with the pathogen.

The results of the resistance inducer X
inoculation interaction indicate that the plants with
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Figura 7. Experimento 2. Efecto de interaccion Edad de la planta X Genotipo X Inductor de Resistencia sobre el peso seco de la
parte aérea de plantas de chile (Capsicum annuum L.) cultivadas en suelo no esterilizado de la Vega de Metztitlan Hidal-
go (VMH). Promedios de 30 repeticiones. Las medias con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey 0=0.5).
Edad 1,2y 3 =trasplante a 45,30y 15 dias después de la siembra. CR = cv Camino Real (Harris Moran). TO=cv criollo
de Tetela de Ocampo, Puebla. CI = con acibenzolar S-metil. SI = sin inductor de resistencia.

Figure 7. Experiment 2. Effect of the Plant age X Genotype X Resistance inducer interaction on the dry weight of the aerial part
of Serrano pepper plants (Capsicum annuum L.) cultivated in unsterilized soil from the Vega de Metztitlan, Hidalgo
(VMH). Means from 30 replicates. Means with the same letter are statistically equal (Tukey o= 0.5). Age 1, 2, and 3 =
transplant at 45, 30, and 15 days after seeding. CR = Camino Real (Harris Moran) cv. TO = Tetela de Ocampo, Puebla,
creole cv. Cl = with acibenzolar S-methyl. S1 = without resistance inducer.

capsici. A suvez, el PSPA de las plantas sin ASM,
inoculadas con la cepa 1 de P. capsici, resultd ma-
yor que el de las plantas inoculadas, tratadas con
ASM.

En el experimento 2, el analisis de varianza s6lo
indico efecto significativo de la interaccion edad
X genotipo X inductor (P = 0.0069) sobre el peso
seco de la parte aérea (PSPA). Este resultado indi-
ca que la aplicacion de ASM causo6 una reduccion
significativa en el PSPA de las plantas de todos los
genotipos y edades, con excepcion del cv. Cami-
no Real, edad 1 (Figura7). El PSPA del cv. Cami-
no Real, edad 2, sin ASM, tuvo el valor mas alto,
pero fue estadisticamente igual al de las plantas del
mismo cultivar, edad 1, con o sin ASM, y que las

VOLUMEN 33, NUMERO 2, 2015

ASM had lower DWAP values than those with no
ASM and that the highest value corresponded to
the control without inoculation and without ASM
(Figure 6). The differences within the group of
plants without ASM were not significant. The non-
inoculated control with no ASM had a significantly
greater DWAP than the plants with ASM, with or
without P. capsici inoculation. Also, the DWAP of
the plants with no ASM, inoculated with Strain 1
of P. capsici was greater than that of the inoculated
plants treated with ASM.

In experiment 2, the variance analysis only
showed significant effect of the age X genotype
X resistance inducer interaction (P = 0.0069) on
the dry weight of the aerial part (DWAP). This
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del cultivar Tetela de Ocampo, edad 2, sin ASM. El
PSPA en plantas de la edad 3, con ASM, fue signi-
ficativamente mas bajo en las plantas tratadas con
este inductor de resistencia, independientemente
del cultivar.

Los resultados del analisis de varianza del na-
mero de hojas y del area bajo la curva del progreso
de la altura de planta mostraron tendencias simi-
lares a las descritas para el PSPA, con una reduc-
cion significativa en el valor de estas variables por
efecto de la aplicacion de ASM y una tendencia
a mayor desarrollo en plantas de la edad 2, con
efectos negativos de la inoculacioén con P. capsici
con respecto a los testigos no inoculados (datos no
mostrados).

DISCUSION

En el presente trabajo el ASM caus6 una reduc-
cion en el ABCPS de la marchitez del chile pero
el efecto no fue consistente contra las dos cepas
evaluadas. El factor edad de la planta por su parte
determind cambios importantes en la expresion de
enfermedad.

El ASM tendi6 a ser mas eficaz en la reduccion
de la severidad de la marchitez del chile en plantas
de las edades 2 y 3, pero no inhibié completamen-
te la expresion de sintomas. Esto concuerda con
otros investigadores que han reportado reduccion
de la enfermedad con la aplicaciéon de ASM contra
P capsici en chile pimiento (Matheron y Porchas,
2002) y en calabaza (Koné et al., 2009). En este
trabajo, el ASM se aplic6 semanalmente a partir de
una semana antes de inoculacion, pero caus6 una
reduccion en el peso seco, nimero de hojas y altura
de las plantas de todas las edades. Ramos (2013)
también observo una disminucion en el desarrollo
y crecimiento de plantas de (Physalis peruviana)
a concentraciones de ASM mayores de 10 mg/L.
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result indicates that the application of ASM caused
a significant decrease in the DWAP of plants of
all genotypes and ages, with the exception of the
Camino Real cv., age 1 (Figure 7). The DWAP of
the Camino Real cv., age 2, without ASM had the
highest value, but it was statistically equal to the
plants of the same cultivar, age 1, with and without
ASM and to the Tetela de Ocampo cultivar, age
2, without ASM. The DWAP of plants age 3, with
ASM was significantly lower in the plants treated
with this resistance inducer, regardless of the
cultivar.

The results of the variance analysis of the
number of leaves and the area under the plant
height progress curve of showed similar trends
than those described for the DWAP. There was a
significant decrease in the value of these variables
due to ASM application and a tendency to greater
development in plants of age 2, with negative
effects of P. capsici inoculation with respect to the
controls with no inoculation (data not shown).

DISCUSSION

In the present work, ASM caused a decrease of
the AUDPC of pepper wilt, although the effect was
not consistent against both of the evaluated strains.
The plant age factor determined important changes
in the expression of the disease.

ASM tended to be more effective in decreasing
the severity of pepper wilt in plants of ages 2 and
3, but it did not completely inhibit symptoms
expression. This result agrees with other researchers
who have reported a decrease in the disease with
the application of ASM against P. capsici in bell
pepper (Matheron and Porchas, 2002) and in
squash (Kone et al., 2009). In this work, ASM
was applied weekly starting one week before
inoculation, but it caused a decrease in dry weight,
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Mejia et al. (2009) a dosis de 25 mg/L observaron
también resultados similares en el cultivo del to-
mate de arbol (Solanum betaceum). Por su parte,
Nair et al. (2007) reportaron que dosis de 25 mg/L
retardaron el crecimiento de plantas de Amaranto
(Amaranthus spp.). La activacion de la resistencia
sistémica adquirida mediante el uso del ASM pue-
de conducir a un costo energético adicional, pro-
duciendo plantas y productos de menor tamafio y
peso (Van Wees et al., 2000; Romero ef al., 2001).
Sin embargo, el efecto de la aplicacion de induc-
tores puede depender del tiempo de activacion de
las sefiales, de la cepa del hongo, del inductor em-
pleado y de la persistencia de las mismas sobre las
plantas (Perazzolli et al., 2008). Resulta entonces
necesario realizar ensayos adicionales para optimi-
zar el tiempo y dosis de aplicacion de ASM. Por
otra parte, se ha reportado que la combinacion de
inductores de resistencia sistémica inducida (RSI)
con microorganismos que propician la resistencia
sistémica adquirida (RSA) da como resultado una
mayor coordinacion entre las rutas metabdlicas im-
plicadas (Abo-Elyousr et al., 2009), aunque se ha
reportado que la activacion de una ruta inhibe la
otra. Este tipo de combinaciones no ha sido evalua-
do en chile, por lo que seria recomendable probar
la accion conjunta de inductores de RSI 'y RSA, asi
como la aplicacion subsecuente de fungicidas.
Factores asociados a los cambios bioquimicos
y fisiologicos en diferentes edades de las plantulas
evaluadas pudieron determinar variaciones en la
susceptibilidad a la enfermedad (Kim et al., 1989;
Gevens et al., 2006; Juvany et al., 2013). Para efec-
tos practicos, el uso de plantulas de 30 dias de edad,
con una dosis optimizada de ASM podria coadyuvar
a una menor dafio por P. capsici, particularmente si
se toma en cuenta que los niveles naturales de in-
feccion en el suelo usado este trabajo fueron consi-
derablemente menores que los obtenidos con la ino-
culacion de un alto nimero de zoosporas por planta.
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number of leaves, and plant height in plants of all
ages. Ramos (2013) also observed a decrease in
plant development and growth in uchuva (Physallis
peruviana) plants using ASM concentrations
greater than 10 mg/L. Mejia et al. (2009) also
observed similar results on tree tomato (Solanum
betaceum) with doses of 25 mg/L. Also, Nair et
al. (2007) reported that doses of 25 mg/L delayed
growth in amaranth plants (Amaranthus spp.). The
activation of systemic acquired resistance through
the use of ASM can lead to an additional energetic
cost, thus producing smaller and lighter plants and
fruits (Van Wees et al., 2000; Romero ef al., 2001).
However, the effect of applying inducers may
depend on the time of activation of the signals, the
fungal strain, the inducer used, and its persistence
on the plants (Perazzolli et al., 2008). It is then
necessary to carry out further essays to optimize
the time and application dose of ASM. On the other
hand, there are reports about that the combination
of induced systemic resistance (ISR) inducers
with microorganisms that propitiate SAR results
in a greater coordination between the implicated
metabolic pathways (Abo-Elyousr et al., 2009);
although there are reports about that the activation
of one pathway inhibits the other. This type of
combinations has not been evaluated in pepper,
making it recommendable to test the joint action of
ISR and SAR inducers, as well as the subsequent
application of fungicides.

Factors associated with the biochemical and
physiological changes at different seedling ages
could determine variations in the susceptibility to
the disease (Kim et al., 1989; Gevens et al., 2006;
Juvany et al., 2013). For practical purposes, the use
of 30 d old plants with an optimized dose of ASM
could help to decrease the damage from P. capsici.
This may be particularly true if natural infection
levels are as low as the ones seen in the soil used in
this work which were considerably lower than those
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Es necesario, sin embargo, evaluar este comporta-
miento bajo condiciones de campo, ya que factores
ambientales y de manejo bajo esas condiciones, no
son facilmente reproducibles en invernadero.

CONCLUSIONES

La aplicacion de ASM redujo el ABCPS de la
marchitez del chile serrano pero también causo, en
la mayoria de los casos, una reduccién en la acu-
mulacion de materia seca en la parte aérea de plan-
tas de los cultivares Camino Real (Harris Moran) y
criollo de Tetela de Ocampo, Puebla.

Plantas de chile de 30 d de edad después de la
siembra tuvieron mayor tolerancia a la marchitez
y mayor desarrollo que plantas de 45 d o de 15 d,
independientemente de si fueron inoculadas con P
capsici a los 45 d después del trasplante a suelo.
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CONCLUSIONS

The application of ASM decreased the AUDPC
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(Harris Moran) and the
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Resumen. Se estudio la distribucion y frecuen-
cia de organismos asociados a la “pata prieta” de
la jamaica en Guerrero durante el 2011, se evalua-
ron 12 parcelas comerciales. La identificacion se
hizo con base en caracteristicas culturales y claves
taxonomicas. La caracterizacion molecular se efec-
tu6 amplificando la region intergenética transcrip-
cional (ITS) del rDNA. Los organismos aislados
fueron Phytophthora parasitica, Macrophomina
phaseolina, Fusarium oxysporum, Fusarium in-
carnatum, Fusarium solani, Phomopsis longicolla,
Glomerella cingulata y Colletotrichum truncatum.
La mayor frecuencia (72.4 %) se obtuvo con P. pa-
rasitica distribuido en 10 de 12 sitios, seguido por
F. oxysporum de amplia distribucion pero de baja
frecuencia (10.6%), M. phaseolina se aislo de cua-
tro sitios con frecuencia de 10.9 %. F. incarnatum,
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Abstract. The distribution and frequency
of organisms associated with the “black leg”
of roselle was studied in 2011 in Guerrero,
where 12 commercial plots were evaluated. The
identification was based on cultural characteristics
and taxonomic keys. Molecular characterization
was performed by amplifying the internal
transcribed spacer region (ITS) of the rDNA. The
isolated organisms were Phytophthora parasitica,
Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum,
incarnatum, solani,
Phomopsis longicolla, Glomerella cingulata and

Fusarium Fusarium
Colletotrichum truncatum. P. parasitica was the
most frequent specie (72.4 %), distributed in 10
of the 12 sites, followed by F. oxysporum widely
distributed but with low frequency (10.6 %),
M. phaseolina was isolated from four sites with
frequency 10.9 %. F incarnatum, F. solani, P.
longicolla, G. cingulata and C. truncatum showed
low frequency (0.4 to 2.4 %) and distribution.
Molecular analysis corroborated the identification
of organisms. In pathogenicity tests, P. parasitica,
M. phaseolina and F. incarnatum were pathogenic.
This is the first report in Mexico for M. phaseolina
and F. incarnatum as pathogen of roselle.
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F. solani, P. longicolla, G. cingulata y C. trunca-
tum presentaron baja frecuencia y distribucion (0.4
a 2.4 %). Los analisis moleculares corroboraron la
identificacion de los organismos. En pruebas de
patogenicidad, P. parasitica, M. phaseolina y F.
incarnatum fueron patogénicos. Este es el primer
reporte en México para Macrophomina phaseoli-
na 'y Fusarium incarnatum como patogenos de la
jamaica.

Palabras clave: pudricion de tallo y raiz, oomi-
ceto, complejo fungoso, Phytophthora parasitica,
Macrophomina phaseolina.

En México en 2010 se cultivaron alrededor de
19, 000 ha de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.),
Guerrero fue el principal productor con mas del
70 % (SIAP, 2010); la principal zona productora
se ubica en los municipios de Ayutla y Tecoanapa.
En esta region, la enfermedad “pata prieta” que se
caracteriza por presentar necrosis basal, marchitez
generalizada, amarillamiento de hojas y muerte de
la planta, constituye una de las principales limitan-
tes fitosanitarias para la produccion de esta especie.
En estudios realizados en esta zona se concluyd
que Phytophthora parasitica es el agente causal
de esta enfermedad (Hernandez y Romero, 1990).
Sin embargo, en otros paises se han reportado di-
versos organismos como causantes de pudricion de
tallo y raiz en el cultivo de jamaica, entre los que
destacan; Phytophthora parasitica, Rhizoctonia
solani, Macrophomina phaseolina, Sclerotium rol-
fsii, Phymatotrichopsis omnivora, Fusarium oxys-
porum, F. semitectum, F. solani y F. equiseti (Ooi
y Salleh, 1999; Amusa et al., 2005; Ploetz et al.,
2007; Horst, 2008; Hassan et al., 2014). En estos
municipios el cultivo se distribuye en rangos de al-
titudes que van desde los 100 msnm hasta alturas
superiores a los 700 msnm, por lo que se consi-
der6 realizar el presente trabajo de investigacion,
mediante un muestro estratificado (Ceja-Torres et
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Key words: root and stem rot, oomycete, fungus
complex, Phytophthora parasitica, Macrophomina
phaseolina.

Around 19,000 ha of roselle (Hibiscus sabdariffa
L.)were planted in Mexico in the year 2010, and the
state of Guerrero was the main producer, with over
70 % (SIAP, 2010); the main region of production
is located in the municipalities of Ayutla and
Tecoanapa. In this region, the disease known as
“black leg,” the main characteristics of which are
basal necrosis, general wilting, leaves acquiring
a yellow color, and death of the plant, constitutes
one of the main plant health limitations for the
production of this species. Studies carried out in
this region concluded that Phytophthora parasitica
is the agent that causes this disease (Hernandez and
Romero, 1990). However, there have been reports
in other countries of diverse organisms as the
causing stem and root rot on roselle crops, the most
outstanding ones being Phytophthora parasitica,
Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolina,
Sclerotium rolfsii, Phymatotrichopsis omnivora,
Fusarium oxysporum, F. semitectum, F. Solani,
and F. equiseti (Ooi y Salleh, 1999; Amusa et al.,
2005; Ploetz et al., 2007; Horst, 2008; Hassan et
al., 2014). In these municipal areas, the crop is
distributed in ranges of heights that go from 100
masl to over 700 masl, therefore this research work
was considered to be carried out using stratified
sampling (Ceja-Torres et al., 2000). Based on the
above, the aim of this study was to determine the
distribution and frequency of the organisms related
to the “black leg” disease on roselle in Ayutla and
Tecoanapa, Guerrero.

MATERIALS AND METHODS

Area of Study and Sampling. The area of
study was established in the municipalities of
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al., 2000). Con base en lo anterior el objetivo del
presente estudio fue determinar la distribucion y
frecuencia de los organismos asociados a la enfer-
medad “pata prieta” de la jamaica en Ayutla y Te-
coanapa, Guerrero.

MATERIALES Y METODOS

Zona de estudio y muestreo. Se estableci6 el area
de estudio en los municipios de Ayutla y Tecoana-
pa (Figura 1), en el ciclo de produccion primavera-
verano de 2011. En base a los registros de la esta-
cion mas cercana (estacion: 12012), los municipios
registraron temperatura y precipitacion promedio
anual de 27.7 °Cy 1,519.9 mm (SMN, 2012). Para
la seleccion de sitios se utilizd un muestreo estra-
tificado (Ceja-Torres et al., 2000), se considero la
variacion que presenta esta zona con respecto a la
altitud (msnm). Cuatro estratos quedaron definidos
de la siguiente manera: estrato I) 100 a 300, estrato
IT) 301 a 500, estrato III) 501 a 700 y estrato IV)

2 Estrato I
@ Estrato IT
@ Estrato IIT
@® Estrato IV

Ayutla and Tecoanapa (Figure 1), in the spring-
summer production cycle of 2011. Based on
records from the nearest station (station 12012),
the municipalities recorded an average annual
temperature and rainfall of 27.7 °C and 1,519.9
mm (SMN, 2012). For the selection of sites,
stratified sampling was used (Ceja-Torres et al.,
2000), and the variation presented by the area with
regard to altitude (masl) was considered. Four
strata were defined as follows: stratum I) 100 to
300, stratum II) 301 to 500, stratum I1T) 501 to 700,
and stratum V) >701 (Table 1). Twelve producing
locations were selected and in each one a sampling
site. was selected. The altitude and geographic
position (latitude and longitude) of each site was
determined using a GPS (Garmin Etrex®) (Table
1; Figure 1). In each site selected, four samplings
were carried out, directed at plants with “black leg”
symptoms in the months of September, October,
November, and December. Five plants were taken
in each sampling, labeled for their identification,
and taken to the laboratory for processing. In each

Figura 1. Sitios de muestreo en los municipios de Ayutla y Tecoanapa, Gro. México. Ciclo de produccion primavera-verano de

2011.

Figure 1. Sampling sites in the municipal areas of Ayutla and Tecoanapa, Gro. Mexico. Spring-summer 2011 production cycle.
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>701 (Cuadro 1). Se seleccionaron 12 localidades
productoras y en cada una de ellas se selecciond
un sitio de muestreo. La altitud y posicion geogra-
fica (latitud y longitud) de cada sitio se determino
mediante un geoposicionador global (GPS, Garmin
Etrex®) (Cuadro 1; Figura 1). En cada sitio selec-
cionado, se realizaron cuatro muestreos dirigidos a
plantas con sintomas de “pata prieta” en los meses
de septiembre, octubre, noviembre y diciembre.
Se colectaron cinco plantas en cada muestreo, las
plantas fueron etiquetadas para su identificacion y
trasladadas a laboratorio para ser procesadas. En
cada sitio se determinaron las caracteristicas fisi-
cas y quimicas de suelo en el laboratorio de Fisica
de Suelos del Colegio de Postgraduados. La textu-
ra se determin6d por el método del hidrometro de
Bouyoucos, el pH (relacion 1:2 en H,0) y la ma-
teria organica mediante el método de Walkley y
Black (1934).

Distribucion y frecuencia de organismos. Frag-
mentos de tejido de plantas enfermas de aproxima-
damente 0.5 cm se desinfestaron y sumergieron en
una solucién de hipoclorito de sodio al 1.5 %
durante 2 min, posteriormente se enjuagaron tres

site, the physical and chemical characteristics were
determined in the Soil Physics Lab of the Colegio
de Postgraduados. Texture was determined using
the Bouyoucos hydrometer method, and pH (ratio
1:2 in H,0) and organic matter, using Walkley and
Black’s method (1934).

Distribution and Frequency of Organisms.
Fragments of tissue from diseased plants of
approximately 0.5 cm were desinfected in a sodium
hypochlorite solution at 1.5 % for 2 min. Later, they
were rinsed three times with sterile distilled water,
dried with sterilized paper towels, transferred to
PDA culture medium, and incubated at 24+2 °C
under controlled conditions for a week; the growth
of each organism was then quantified. From the
data obtained for each isolated organism for each
sampling site, a distribution map was created.
A means difference test (Tukey, p=0.05) was
performed of the frequencies obtained from each
species of microorganism (SAS Institute, 1988).

Cultural and Morphological Characterization.
The mycelial growths were transferred and
purified using the monosporic culture and hyphal

Cuadro 1. Ubicacion geografica de sitios de muestro en Ayutla y Tecoanapa, Guerrero, México.
Table 1. Geografic ubication of samples sites in Ayutla and Teconapa, Guerrero, Mexico.

Estrato No Comunidad Municipio Altitud (msnm) N (0]

I 1 Tlachimala Ayutla 103 16°48°42.6” 99° 06’ 15.6”
I 2 Tutepec Ayutla 261 16°55°64.1” 99°08”20.0”
I 3 Pozolapa Ayutla 279 16° 53°56.7” 99° 05’ 96.3”
I 4 Tepango Ayutla 365 16°54°09.6” 99° 04’ 56.5”
11 5 Pochotillo Tecoanapa 388 17°01°42.9” 99° 25°78.9”
1I 6 Parota Seca Tecoanapa 425 16°56°19.2” 99° 14’ 98.5”
1I 7 Tecoanapa Tecoanapa 427 16° 59’ 56.4” 99°15°17.4”
I 8 San José la Hacienda Ayutla 460 16°59°00.3” 99° 03’ 94.5”
1 9 Las Parotillas Tecoanapa 637 16°57°39.2° 99° 15° 64.2”
I 10 Xalpatlahuac Tecoanapa 659 17°00° 14.1” 99° 18’ 94.6”
1 11 Las Animas Tecoanapa 667 16° 57°98.6” 99°19’28.3”
v 12 Los Tepetates Ayutla 722 17°03°32.8” 99° 14° 69.1”
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veces con agua destilada estéril, se secaron con pa-
pel absorbente estéril, se transfirieron a medio de
cultivo PDA y se incubaron a 2442 °C en condicio-
nes controladas durante una semana, se cuantifico
el desarrollo de cada organismo. A partir de los da-
tos obtenidos para cada organismo aislado por sitio
de muestreo, se generd un mapa de distribucion.
Se realizé una prueba de comparacion de medias
(Tukey, p=0.05) de las frecuencias obtenidas de
cada especie de microorganismo (SAS Institute,
1988).

Caracterizacion cultural y morfolégica. Los
crecimientos miceliales se transfirieron y purifica-
ron utilizando la técnica de cultivos monosporicos
y punta de hifa en medio agua-agar al 2 %. En la
identificacion preliminar, las colonias con caracte-
risticas culturales a Phytophthora se transfirieron
en medio de cultivo V8-agar por catorce dias, y
para inducir esporulacion se retransfirieron discos
de un centimetro de diametro en cajas Petri con
25 mL de agua destilada estéril. Los aislamientos
restantes se transfirieron en medio de cultivo PDA.
En todos los casos, los organismos se incubaron
nuevamente a 2442 °C. La identificacion morfo-
logica se efectud con base en las claves taxono-
micas de Holliday y Punithalingam (1970), Booth
(1971), Mordue (1971), Sutton (1980), Hobbs et al.
(1985), Hanlin (1990), Sutton (1992), Erwin y Ri-
beiro (1996), Leslie y Summerell (2006), Barnett y
Hunter (2006), Gallegly y Hong (2008) y Damm et
al. (2009).

Caracterizacion molecular. Del micelio de las
colonias de los diferentes aislados de una semana
de edad en medio PDA, se realiz6 la extraccion de
DNA con el método de CTAB (Murray y Thomp-
son, 1980) con algunas modificaciones (uso de
buffer STE1x y adicion de PVP40 al 4 % al bu-
ffer de extraccion). El micelio de cada especie
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tip techniques in a water-agar medium at 2 %. In
the preliminary identification, the colonies with
cultural characteristics to Phytophthora were
transferred on V8-agar culture medium for fourteen
days, and in order to induce sporulation, disks, with
a centimeter in diameter were retransferred in Petri
dishes containing 25 mL of sterile distilled water.
The remaining isolations were transferred on PDA
culture medium. In all cases, the organisms were
incubated once more at 24 +2 °C. The morphological
isolation was carried out based on the taxonomical
keys by Holliday and Punithalingam (1970), Booth
(1971), Mordue (1971), Sutton (1980), Hobbs et
al. (1985), Hanlin (1990), Sutton (1992), Erwin
and Ribeiro (1996), Leslie and Summerell (2006),
Barnett and Hunter (2006), Gallegly and Hong
(2008), and Damm et al. (2009).

Molecular Characterization. DNA was extracted
from the mycelia of the colonies of the different
week-old isolations on PDA medium using the
CTAB method (Murray and Thompson, 1980)
with some modifications (use of STElx buffer
and addition of PVP40 at 4 % to the extraction
buffer). The mycelium of each species was
macerated with 1 mL de STE1x buffer (Tris-HCl
100 mM pHS, EDTA 50 mM pHS, NaCl 100mM,
B-mercaptoethanol 0.3 %). The samples were
centrifuged at 14,000 rpm (revolutions per minute)
for 8 min. The supernatant was decanted and 800 pL
of extraction de buffer were added (Tris-HCI 100
mM pHS, NaCl 1.5 M, EDTA 20 mM pH8, CTAB
3 %, PVP40 4 %, B-mercaptoethanol 0.3 %). It
was incubated for 40 min at 65 °C, and later,
700 pL of chloroform/isoamylalcohol were added
(24:1); it was mixed and centrifuged for 8§ min at
14,000 rpm. The supernatant was transferred to a
new tube containing 800 pL of absolute ethanol.
The DNA was precipitated for an hour at -20 °C,
and then centrifuged for 8 min at 13,000 rpm.
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se macer6 con 1 mL de buffer STE1x (Tris-HCI
100 mM pHS, EDTA 50 mM pHS, NaCl 100mM,
B-mercaptoetanol 0.3 %). Las muestras se centri-
fugaron a 14,000 rpm (revoluciones por minuto)
durante 8 min. El sobrenadante se decant6 y se adi-
cionaron 800 pL de buffer de extraccion (Tris-HCI
100 mM pHS, NaCl 1.5 M, EDTA 20 mM pHS,
CTAB 3 %, PVP40 4 %, B-mercaptoetanol 0.3 %).
Se incub6 durante 40 min a 65°C, posteriormen-
te, se adicionaron 700 pL de cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1), se mezcld y se centrifugd por 8
min a 14,000 rpm. El sobrenadante se transfiri6 a
un tubo nuevo que contenia 800 uL de etanol ab-
soluto. E1 DNA se precipito por una hora a -20 °C.
Posteriormente se centrifugd por 8 min a 13,000
rpm, el sobrenadante se decantd y el precipitado se
seco a 37 °C por 20 min para resuspender el DNA
obtenido en 100 pL de agua ultrapura estéril. Para
amplificar las regiones espaciadoras internas trans-
critas (ITS1-ITS2) y la region intermedia 5,8S del
rDNA de todos los organismos aislados, con excep-
cion de Fusarium spp., se utilizaron los iniciadores
ITS5 (5GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) ¢
ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC) (White
et al., 1990). Mientras que para las especies de Fu-
sarium se emplearon los iniciadores ITS5 y NL4
(5'-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3"), para am-
plificar ademas los dominios D1/D2 del gen 28S
(O’Donnell, 1993). Las reacciones se realizaron
en un volumen final de 25uL, que contenian 2.5 de
buffer 10X, 1 uL de MgCl2 a 50mM, 0.5 pL de la
mezcla de ANTPs 10 mM, 2 pL de cada iniciador
10 pmol/uL y 0.2 pL de Tag-DNA polymerase 5U/
pL (Invitrogen®, USA). Las reacciones se realiza-
ron en un termociclador Biometra, con el siguiente
programa: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3
min, 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por
30 seg (segundos), alineamiento a 55 °C por 45
seg, y extension a 72 °C por 45 seg; una extension
final de 72 °C por 7 min. Los productos de PCR se
visualizaron por electroforesis en gel de agarosa al
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The supernatant was decanted and the precipitate
was dried at 37 °C for 20 min to resuspend the
DNA obtained in 100 pL of sterile ultrapure
water. To amplify the internal transcribed spacer
regions (ITS1-ITS2) and the intermediate region
5,8S of the rDNA of all the isolated organisms,
except for Fusarium spp., the initiators ITS5
(5"GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) and
ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC) (White
et al., 1990) were used. Meanwhile, for the
species of Fusarium, the initiators ITS5 and NL4
(5'-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3") were used,
and to also amplify the dominions D1/D2 of the
gene 28S (O’Donnell, 1993). The reactions took
place in a final volume of 25uL that contained 2.5
of 10X buffer, 1 uL of MgCl2 at 50mM, 0.5 pL of
the mixture of ANTPs 10 mM, 2 puL of each initiator
10 pmol/pL and 0.2 pL of Taq-DNA polymerase
5U/uL (Invitrogen®, USA). The reactions took
place in a Biometra thermocycler, with the
following program: initial denaturalization at 95 °C
for 3 min, 35 denaturalization cycles at 95 °C for 30
sec (seconds), alignment at 55 °C for 45 sec and
extension at 72 °C for 45 sec; a final extension of
72 °C for 7 min. The products of PCR were viewed
by electrophoresis in agarose gel at 2 %. Once
the presence of only one stripe was observed, the
amplified DNA was sent to the company Macrogen
(www.macrogen.com) to be sequenced.

A consensus sequences of each species was
obtained by alignment (forward and reverse) using
the software DNA Baser® ver. 4.16, and they
were compared and aligned with those available
in the database from the National Center for
Biotechnology Information (NCBI) Gene Bank,
U.S.A. using BLASTN 2.2.26 (Zhang et al., 2000)
and they were deposited in the Gene Bank.

Pathogenicity Tests. In October of 2011, each
isolated pathogen was inoculated in three-month
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2 %. Una vez constatada la presencia de una sola
banda, el DNA amplificado se envi6 con la com-
paiia Macrogen (wWww.macrogen.com), para su
secuenciacion.

Una secuencia consenso de cada especie fue ob-
tenida por alineamiento (forward y reverse) con el
software DNA Baser® ver. 4.16, se compararon y
alinearon con las disponibles en la base de datos
del Banco de Genes del National Center for Biote-
chnology Information (NCBI), EE.UU. utilizando
BLASTN 2.2.26 (Zhang et al., 2000) y se deposita-
ron en el GenBank.

Pruebas de patogenicidad. En octubre de 2011,
cada patogeno aislado se inoculd en plantas de ja-
maica de tres meses de edad, el material vegetal uti-
lizado, se multiplicé por semilla botanica “criolla”
de Guerrero, sembradas en macetas con suelo esté-
ril y cultivadas en camara de ambiente controlado
con temperatura de 28 °C durante el diay 18 °C en
la noche, con periodos de luz/oscuridad de 12 h. El
inéculo de Phytophthora parasitica se incrementd
en medio V8-agar durante 14 dias, posteriormente,
para inducir la liberacion de zoosporas, discos de
lem de diametro fueron transferidos a cajas Petri
con 25 mL de agua destilada estéril sometidos a 5 °C
por 5 min, y después a temperatura ambiente (24-
27 °C) por 10-15 min; mientras que para el incre-
mento de inoculo de los otros organismos aislados,
solo se utilizaron cajas Petri con PDA. Asi, para
Fusarium oxyporum, Fusarium incarnatum, Fusa-
rium solani, Macrophomina phaseolina y Colleto-
trichum truncatum el desarrollo fue por 14 dias, y
30 dias para Phomopsis longicolla y Glomerella
cingulata. La concentracion de indculo se estimo
con una camara de Neubauer. Para P, parasitica fue
de 2x10* zoosporas mL™'. Suspensiones conidiales
de F. oxyporum, F. solani, F. incarnatum, P. longico-
lla, y C. truncatum se inocularon a concentraciones
de 1x10° conidios mL™'. La inoculacion de Macro-
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roselle plants; the plant material used was multiplied
by “criolla” Guerrero botanical seeds, planted in
pots with sterile soil and cultivated in a controlled
environment chamber with a temperature of 28 °C
during the day and 18 °C by night, with periods
of light/darkness of 12 h. The Phytophthora
parasitica inoculum increased on V8-agar medium
for 14 days, and after this time, in order to induce
the release of zoospores, discs with a diameter of
Icm were transferred into Petri dishes with 25 mL
of sterile distilled water subjected to 5 °C for 5
min, and then to room temperature (24-27 °C) for
10-15 min; whereas for the increase in inoculum
of the other isolated organisms, only Petri dishes
with PDA were used. In this way, for Fusarium
oxyporum, Fusarium incarnatum, Fusarium solani,
Macrophomina phaseolina, and Colletotrichum
truncatum growth was for 14 days, and 30 days for
Phomopsis longicolla and Glomerella cingulata.
The concentration of inoculum was estimated
using a Neubauer chamber. For P. parasitica it was
2x10° zoospores mL'. Conidial suspensions of F
oxyporum, F. solani, F. incarnatum, P. longicolla,
and C. truncatum were inoculated at concentrations
of 1x10° conidia mL"'. The inoculation of
Macrophomina phaseolina was carried out with
microsclerotia suspensions. In all cases, 10 mL of
the suspension were inoculated per plant. For G.
cingulata, ten PDA discs (1 cm diameter) were
used, placed at the base of the stem of each plant.
Five plants for each organism species (treatment)
were inoculated and a control treatment with no
inoculation was added.

A second test was carried out in the opencast,
in the INIFAP- Campo Experimental Iguala,
Guerrero in February of 2012, with average annual
temperatures and rainfalls of 26.7 °C and 965.4
mm respectively (SMN, 2012). For the increase of
the inoculum, we once again used PDA and V8-
agar medium. Five three-month old plants were
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phomina phaseolina se realizd con suspensiones de
microesclerocios. En todos los casos se inocula-
ron 10 mL de la suspension por planta. Para G.
cingulata se utilizaron diez discos de PDA (1 cm
diametro), colocados en la base del tallo de cada
planta. Cinco plantas por cada especie de organis-
mo (tratamiento) fueron inoculadas y se adiciond
un tratamiento testigo sin inocular.

Una segunda prueba se realizé en condiciones
a cielo abierto, en el INIFAP-Campo Experimental
Iguala, Guerrero en febrero de 2012, con tempera-
turas y precipitacion promedio anual de 26.7 °C y
965.4 mm respectivamente (SMN, 2012). Para el
incremento de indculo nuevamente se utilizd me-
dio PDA y V8-agar. Se inocularon cinco plantas
de tres meses de edad por cada especie de hongo
u oomiceto (tratamiento) mediante la insercion en
el tallo de un palillo esterilizado impregnado con
micelio del microorganismo, mas un testigo sin la
aplicacion de indculo. Las plantas en estudio que-
daron a cielo abierto después de ser inoculadas.
Cuando se manifestaron sintomas inducidos por los
patdgenos inoculados, éstos fueron reaislados con
la técnica descrita.

RESULTADOS Y DISCUSION

Distribucion y frecuencia de organismos. De las
plantas colectadas y procesadas, se identificaron
cinco géneros de hongos y un oomiceto. Phyto-
phthora parasitica (oomiceto) se detecté en 10 si-
tios con frecuencias que variaron de 85 a 92.2 %
(promedio de 72.4 %); Macrophomina phaseolina
fue aislado en cuatro sitios y en dos de ellos, que
fueron Tlachimala y Pozolapa, con altas frecuencias
de 66.7 y 56.3 % respectivamente y con promedio
de 10.6 %; Fusarium oxysporum se distribuy6 en
11 sitios con frecuencias de aislamientos bajas (3.6
a 18.8 %) y el promedio fue de 10.6 %. Los hongos
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inoculated for each species of fungi or oomycete
(treatment) by inserting a sterilized toothpick
impregnated with mycelium of the microorganism
into the stem, plus a control without the inoculum.
The plants under study remained opencast after
being inoculated. When the symptoms induced by
the inoculated pathogens presented themselves,
these pathogens were reisolated using the technique
described.

RESULTS AND DISCUSSION

Distribution and Frequency of Organisms.
From the plants collected and processed, five
genuses
identified. Phytophthora parasitica (oomycete)

of fungi and one oomycete were
was found in 10 sites, with frequencies that varied
between 85 and 92.2 % (average of 72.4 %);
Macrophomina phaseolina was isolated in four
sites and in two of them, which were Tlachimala
and Pozolapa, had high frequencies of 66.7 and
56.3 % respectively, and with an average of 10.6 %;
Fusarium oxysporum was distributed in 11 sites
with low isolation frequencies (3.6 to 18.8 %)),
and the average was 10.6%. The fungi Fusarium
incarnatum, Phomopsis longicolla, Fusarium
solani, Colletotricum truncatum, and Glomerella
cingulata, with low frequencies (average of 0.4 to

2.4 %) and distribution (Figure 2, Table 2).

Table 2 shows that the frequency of Phytophthora
parasitica was significantly higher (p=0.05); the
other organisms showed no significant differences
between groups, yet in terms of numbers, the above
was followed by Macrophomina phaseolina and
Fusarium oxysporum.

The diseased plants in which Phytophthora
parasitica was most frequently isolated displayed
generalized wilting, a yellow color, flabby leaves,
necrosis in the base of the stem, which often
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Fusarium incarnatum, Phomopsis longicolla, Fu-
sarium solani, Colletotricum truncatum 'y Glome-
rella cingulata de baja frecuencia (promedio de 0.4
a 2.4 %)y distribucion (Figura 2, Cuadro 2).

En el Cuadro 2 se observa que la frecuencia de
Phytophthora parasitica fue significativamente
mayor (p=0.05), los otros organismos no mostraron
diferencias significativas entre grupos, sin embargo
numéricamente le siguen Macrophomina phaseoli-
na 'y Fusarium oxysporum.

Las plantas enfermas en donde se aislé con ma-
yor frecuencia a Phytophthora parasitica exhibie-
ron marchitez generalizada, amarillamiento, flaci-
dez de hojas, necrosis en la parte basal del tallo, la
cual en ocasiones se extendio hacia la parte aérea,
abarcando parte de las ramas (Figura 3a y b). Tam-
bién en menor grado fueron observados sintomas
de necrosis mas agrietamiento en la base del tallo
con produccion de exudados, lo cual en ocasiones
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extended up to the aerial section, reaching parts
of the branches (Figure 3a and b). Also, yet in a
lesser degree, there were symptoms of necrosis
observed along with cracking at the base of the
stem with the production of exudates, which
occasionally caused the flattening and death of the
plant; these symptoms correspond to those reported
by Hernandez and Romero (1990), and Erwin and
Ribeiro (1996). However, in diseased plants from
Tlachimala and Pozolapa, where P. parasitica
was not isolated, similar symptoms were found;
in these places, necrosis was limited to the base of
the plant’s stem; plants were frequently found with
detached epidermis and constriction in the area of
progress of the disease (Figure 3d). Plants displayed
generalized wilting, a yellow color, flabby leaves
(Figure 3c), and death of the plant. In these sites
Macrophomina phaseolina was frequently isolated
(Table 2). Locally, both symptomatologies are
known as roselle “black leg”.

N a= Phyfophthora parasitica
b = Fusarium oxysporum

¢ = Fusarium incarnatum

d = Fusarium solani

e = Macroponiina phaseolina
f = Phomopsis longicolla

g = Glomerella cingulata

h = Collefotrichum truncatum

Ca

1 Km

Figura 2. Distribucion de organismos asociados a la “pata prieta” de la jamaica durante el ciclo primavera-verano 2011, en Ayutla

y Tecoanapa, Guerrero.

Figure 2. Distribution of organisms related to “black leg” of roselle during the spring-summer 2011 cycle in Ayutla and Tecoanapa,

Guerrero.
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Cuadro 2. Frecuencia de organismos aislados de plantas de jamaica con sintomas de “pata prieta” en 12 localidades de los muni-
cipios de Ayutla y Tecoanapa, Guerrero, México. En el ciclo de cultivo primavera-verano de 2011.
Table 2. Frecuency of aisolated organisms in roselle plants with “black leg” symptoms in 12 localities of Ayutla and Teconapa,

Guerrero, México. Crop cicle Spring-Summer 2011.

Frecuencia de aislamiento (%)

Estrato No Localidad
Pp*! Fox Fso Fin' Map'! Pho Col Glo
1 1 Tlachimala 0 10 0 11.7 66.7 33 33 5
1 2 Tutepec 89.3 3.6 1.8 1.8 0 3.6 0 0
I 3 Pozolapa 0 18.8 3.8 15 56.3 3.8 2.5 0
II 4  Tepango 87.5 6.3 0 0 42 2.1 0 0
1I 5 Pochotillo 87.5 12.5 0 0 0 0 0 0
11 6 Parota seca 85 15 0 0 0 0 0 0
1I 7  Tecoanapa 90 5 1.3 0 3.8 0 0 0
11 8  San José la Hacienda 90.6 94 0 0 0 0 0 0
111 9  Las Parotillas 92.2 0 5.9 0 0 2 0 0
111 10  Xalpatlahuac 85 15 0 0 0 0 0 0
111 11  Las Animas 76.8 19.6 0 0 0 3.6 0 0
v 12 Los Tepetates 85 12.5 0 0 0 2.5 0 0
Medias® (%) 72.4% 10.6 1.1 2.4 10.9 1.7 0.5 0.4

Pp= Phytophthora parasitica, Fox=Fusarium oxysporum, Fso=Fusarium solani, Fin=Fusarium incarnatum, Map=Macrophomina
phaseolina, Pho=Phomopsis longicolla, Col=Colletotrichum truncatum, Glo=Glomerella cingulata.

Pp, Fin, Map = Patogénicos.

“Medias con asterisco (*), son estadisticamente diferentes (p=0.05).

provocé el acame y muerte de la planta, éstos sin-
tomas corresponden a los ya reportados por Her-
nandez y Romero (1990) y Erwin y Ribeiro (1996).
Sin embargo, en plantas enfermas provenientes de
Tlachimala y Pozolapa en donde P. parasitica no
fue aislado, se detectaron sintomas similares, en
estos lugares la necrosis se limito6 a la base del tallo
de la planta, frecuentemente se encontraron plantas
con desprendimiento de epidermis y constriccion
en la zona de avance de la enfermedad (Figura 3d),
las plantas presentaron marchitez generalizada,
amarillamiento y flacidez de hojas (Figura 3c) y
muerte de la planta, en estos sitios Macrophomina
phaseolina fue aislado con alta frecuencia (Cuadro
2). Localmente ambas sintomatologias son conoci-
das como “pata prieta” de la jamaica.

Este es el primer reporte de M. phaseolina, F.
incarnatum, F. solani, P. longicolla, C. truncatum
y G. cingulata, como organismos asociados a la
enfermedad “pata prieta” en esta zona del estado
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This is the first report on M. phaseolina, F.
incarnatum, F. solani, P. longicolla, C. truncatum,
and G. cingulata, as organisms related to the “black
leg” disease in this area of the state of Guerrero, in
which we proved, based on pathogenicity tests, that
not all were pathogenic.

On the other hand, the pH ranges varied from 4.7
to 6.9, organic matter content varied between 1.2
and 2.9 % and soil types were loam, sandy loam,
and sandy clay loam. The organism Phytophthora
parasitica was isolated from diseased plants in 10
sites which characteristically present soils with
pH ranging from 4.7 to 5.5, whereas in two sites it
was not isolated: Pozolapa and Tlachimala (Table
2) and presented a pH of 6.6 and 6.8, respectively
(Table 3), sites located in stratum I. This indicates
that the conditions of soils with pH close to neutral
did not favor the presence of P. parasitica.

There is evidence of soil pH being a critical
factor for the formation of sporangia in some
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Figura 3. Sintomas de “pata prieta” causada por diferentes organismos. a) marchitez generalizada, amarillamiento y flacidez de
hojas. b) necrosis de tallo, extendiéndose hacia las ramas. ¢) marchitez generalizada, amarillamiento y flacidez de hojas.
d) pudricion en raices y base del tallo con desprendimiento de epidermis y constriccion en la zona de avance.

Figure 3. Symptoms of “black leg” caused by different organisms. a) generalized wilting, yellowing, and leaf flabbiness; b) stem
necrosis, extending to the branches, c) generalized wilting, yellowing, and leaf flabbiness. d) root and stem base rot with
peeling of epidermis and constriction in the area of progress.

de Guerrero, en donde se comprobd con base en
pruebas de patogenicidad, que no todos fueron pa-
togénicos.

Por otra parte, los rangos de pH variaron de 4.7 a
6.9, el contenido de materia organica de 1.2 2 2.9 %
y los tipos de suelo fueron franco, franco arenoso y
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species of Phytophthora. In general, a high pH is
toxic for the sporangia; in this sense, Dasgupta et
al. (2012), evaluated the behavior of P. parasitica in
soils with a pH of 5.4, 7.0, and 8.5, and established
that the athogen presented a better growth in a pH
of 5.4. Likewise, Besoain (2013), reported that
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franco arcillo arenoso. El organismo Phytophthora
parasitica fue aislado de plantas enfermas en 10
sitios caracterizadas por presentar suelos con pH de
4.7 a 5.5, mientras que en dos sitios no fue aisla-
do, estos fueron Pozolapa y Tlachimala (Cuadro 2)
y presentaron un pH de 6.6 y 6.8 respectivamente
(Cuadro 3), sitios ubicados en el estrato I. Lo an-
terior indica que las condiciones del suelo con pH
cercanos a la neutralidad no favorecio la presencia
de P. parasitica.

Existen evidencias de que el pH del suelo es un
factor critico para la formacion de esporangios en
algunas especies de Phytophthora. En general un
pH alto resulta toxico para los esporangios; en este
sentido, Dasgupta et al. (2012), evaluaron el com-
portamiento de P. parasitica en suelos con pH de
5.4, 7.0 y 8.5, determinaron que el patégeno pre-
sentd el mejor crecimiento en pH de 5.4. De igual
forma Besoain (2013), reportd que las colonias de
Phytophthora parasitica se desarrollan a pH entre
5.5y 6,y su crecimiento fue afectado cuando éste era
superior a 6.5. En el presente estudio P, parasitica fue

the colonies of Phytophthora parasitica grow in
a pH of between 5.5 and 6, and their growth was
affected when it was higher than 6.5. In this study P.
parasitica was isolated in soils with a pH of between
4.7 and 5.5, whereas in soils with a pH between 6.6
and 6.8 this organism was not isolated; these results
are similar to those reported by Dasgupta et al.
(2012) and Besoain (2013). On the other hand, in
other crops, Jha and Dubey (2000); Surinder et al.
(2013), determined that Macrophomina phaseolina
prefers pH ranges between 6 and 7, similar to those
found in Tlachimala and Pozolapa, where this
pathogen was frequently isolated. No relation was
found between the content of organic matter and
texture (Table 3).

Cultural and Morphological Characterization. In
theplantsprocessed, eightspeciesofmicroorganisms
were identified: 1) Phytophthora pasitica Dastur
developed dense colonies of a cotton-like growth
in the shape of rosette, coenocytic mycelia, mostly
presenting spider-like growth, predominantly oval-

Cuadro 3. Caracteristicas edaficas en parcelas de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) de Ayutla y Tecoanapa, Guerrero, México.
Table 3. Soil characteristics in plots of roselle (Hibiscus sabdariffa L.) in Ayutla and Tecoanapa, Guerrero, Mexico.

Proporcion (%)

Estrato Localidad pHY MO* Arena Limo Arcilla Textura
1 Tlachimala 6.8 1.8 67 18 15 Franco arenoso
I Tutepec 5 1.9 59 14 27 Franco arcillo arenoso
I Pozolapa 6.6 2.9 69 16 15 Franco arenoso
1I Tepango 5.5 2.9 63 16 21 Franco arcillo arenoso
I Pochotillo 5.2 1.3 51 32 17 Franco
II Parota Seca 5 2.5 67 14 19 Franco arenoso
I Tecoanapa 4.8 2.6 51 24 25 Franco arcillo arenoso
11 San José la Hacienda 5 1.6 65 20 15 Franco arenoso
I Las Parotillas 4.9 2.2 59 18 23 Franco arcillo arenoso
I Xalpatlahuac 4.7 1.8 71 4 25 Franco arcillo arenoso
111 Las Animas 5.1 1.2 45 32 23 Franco
v Los Tepetates 4.9 1.2 39 42 19 Franco

IpH= Potencial de Hidrogeno.
MO=Materia organica (%).
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aislado en suelos con pH de 4.7 a 5.5, mientras que
en suelos con pH entre 6.6 y 6.8 no se aisld este or-
ganismo, resultados similares a los reportados por
Dasgupta et al. (2012) y Besoain (2013). Por otra
parte en otros cultivos Jha y Dubey (2000); Surin-
der et al. (2013), determinaron que Macrophomina
phaseolina prefiere rangos de pH entre 6 y 7, simi-
lares a los presentes en las localidades de Tlachi-
mala y Pozolapa donde este patogeno fue aislado
en alta frecuencia. No se detectd relacion con el
contenido de materia orgdnica y textura (Cuadro 3).

Caracterizacion cultural y morfologica. De las
plantas procesadas se identificaron ocho especies
de microorganismos. 1) Phytophthora pasitica
Dastur, desarrollo colonias densas, de crecimiento
algodonoso, en forma de roseta, micelio cenocitico,
en su mayoria de crecimiento aracnoide, esporan-
gios predominantemente de forma oval y con una
papila prominente, en promedio midieron de 44.4
x 35.3 um (largo por ancho), clamidosporas inter-
calares y terminales (28 um en promedio), carac-
teristicas que coinciden con lo descrito para esta
especie por Erwin y Ribeiro (1996) y Gallegly y
Hong (2008). 2) Macrophomina phaseolina (Tas-
si.) Goid., las colonias presentaron coloracion gris
en su fase de crecimiento y desarrollo, oscurecién-
dose con la edad, desarrollaron microesclerocios
muy variables en tamafio (33-54 um), de redondos
a irregular con coloracion negra, articulados y du-
ros, micelio septado, caracteristicas que coinciden
para esta especie con base en lo descrito por Ho-
lliday y Punithalingam (1970), Abawi y Pastor-
Corrales (1990), Kaur et al. (2012). 3) Fusarium
incarnatum (Robergge) Sacc. (=F. semitectum),
colonias inicialmente blancas, con pigmento ana-
ranjado en el centro, posteriormente se volvieron
color marron. En medio de cultivo CLA (Carnation
Leaf Agar) produjo macroconidios con septos que
variaron en nimero de 3 a 5 (28.3-35.4 um) y con
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shaped sporangia, and with a prominent papilla;
average measurements were 44.4 x 35.3 pum (length
x width), intercalary and terminal chlamydospores
(28 pum on average). These characteristics coincide
with descriptions for this species by Erwin and
Ribeiro (1996), and Gallegly and Hong (2008). 2)
Macrophomina phaseolina (Tassi.) Goid. colonies
displayed a gray color in their phase of growth
and development, and became darker with age;
they developed microsclerotia that varied in size
(33-54 pm), round to irregular in shape with a
black color, articulate and hard, septate mycelia;
these characteristics for the species coincide
with descriptions by Holliday and Punithalingam
(1970), Abawi and Pastor-Corrales (1990), Kaur
et al. (2012). 3) Fusarium incarnatum (Robergge)
Sacc. (=F. semitectum), initially white colonies
with an orange pigment in the center, later became
brown. In CLA (Carnation Leaf Agar) medium, it
produced macroconidias with septa that varied in
numbers from 3 to 5 (28.3-35.4 um) and with a foot-
shaped base cell, microconidias from 0 to 3 septa,
these characteristics coincide with descriptions by
Nelson et al. (1983) y Leslie y Summerell (2006)
for this species. 4) Fusarium oxysporum Snyder
and Hansen, pinkish-white colonies that turned
violet with time, presented fusiformed conidias,
generally with 3 septa measuring 23.3-49.9 x 3.1-
5.2 um, an abundance of microconidias, without
septa and cylindrical, intercalary and terminal
chlamydospores; these characteristics coincide
with those reported by Nelson et al. (1983),
Leslie and Summerell (2006). 5) Fusarium solani
Snyder and Hansen displayed cream-colored
colonies, scarce mycelia, abundant sporodochia
present, frequently with a greenish pigmentation
in the center, macroconidias between 5 and 7 septa
measuring 28.3-41.5 x 4.3-6.4 um, microconidias
from 0 to 2 septa, conidiogenous cells in long
monophialides; these characteristics coincide with
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célula basal en forma de pie, microconidios de 0 a
3 septos, estas caracteristicas coinciden a lo descri-
to por Nelson et al. (1983) y Leslie y Summerell
(2006) para esta especie. 4) Fusarium oxysporum
Snyder y Hansen, colonias de color blanco-rosada,
con el tiempo se tornaron violeta, presentaron ma-
croconidios fusiformes, generalmente con 3 septos,
de 23.3-49.9 x 3.1-5.2 pm, microconidios abundan-
tes, sin septos y cilindricos, clamidosporas interca-
lares y terminales, caracteristicas que coinciden
con las reportadas por Nelson et al. (1983), Leslie
y Summerell (20006). 5) Fusarium solani Snyder y
Hansen, present6 colonias de color crema, micelio
escaso, esporodoquios presentes en abundancia,
frecuentemente con pigmentacion verdosa en el
centro, macroconidios de 5 a 7 septos de 28.3-41.5
x 4.3-6.4 pm, microconidios de 0 a 2 septos, células
conidiogénicas en monofialides largas, caracteris-
ticas que coinciden para esta especie de acuerdo a
Nelson et al. (1983), Leslie y Summerell (2006).
6) Glomerella cingulata (Stoneman) Spauld. y H.
Schrenk, colonias de color blanco grisaceo a oscu-
ras, las ascas se formaron después de 3 a 4 semanas,
de forma clavada a cilindrica (45.8-62.6 x 9.2-11.6
um) ligeramente curvadas, con ocho ascosporas
por asca de forma cilindricas (11.7-18.5 x 3.8-5.3
um), unicelulares y hialinas, esto concuerda con
las caracteristicas culturales y morfoldgicas sefa-
ladas para esta especie por Mordue (1971). (7) Co-
lletotrichum truncatum (Schwein.) Andrus y W.D.
Moore, colonias planas, blanco grisaceas, desarro-
llaron acérvulos. Las setas midieron en promedio
80-150 um, conidioforos mas de 90 um y conidios
ligeramente curvados, con promedio de 17.5-21.5
x 2.55-3.32 um, estas caracteristicas fueron consis-
tentes para la descripcion de Colletotrichum trun-
catum (Damm et al., 2009). 8) Phomopsis longico-
lla Hobbs (=Diaporthe longicolla) (Santos et al.,
2011), las colonias presentaron crecimiento algo-
donoso de color blanco, se observaron picnidios
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the description by Nelson ef al. (1983), and Leslie
and Summerell (2006). 6) Glomerella cingulata
(Stoneman) Spauld. and H. Schrenk, grayish-white
to dark colonies, with asci that formed after 3 to
4 weeks, with nailed to cylindrical shapes (45.8-
62.6 x 9.2-11.6 pum) slightly curved, with eight
ascospores for every cylinder-shaped ascus (11.7-
18.5 x 3.8-5.3 um), unicellular and hyaline; this
coincides with the cultural and morphologic
description for this species by Mordue (1971).
(7) Colletotrichum truncatum (Schwein.) Andrus
and W.D. Moore, flat colonies, grayish-white,
they develop acervuli. Setae measured on average
80-150 pum, conidiophores were over 90 um and
conidia, slightly curved, measuring an average of
17.5-21.5x2.55-3.32 um; these characteristics were
consistent with the description of Colletotrichum
truncatum (Damm et al., 2009). 8) Phomopsis
longicolla Hobbs (=Diaporthe longicolla) (Santos
et al., 2011), the colonies presented white,
cottonlike growth, long pycnidia were observed
which produced alpha-conidia and beta-conidia.
The alpha-conidia were hyaline, ellipsoidal, to
fusiform, measuring 4.05-7.57 x 1.48-3.25 pm.
Beta-conidia, scarce, hyaline, threadlike, and with
a hook-shaped tip, measured 18.2-34.5 x 1.3-2.9
um. Cultural and morphological characteristics
adjust to the description of Phomopsis longicolla
reported by Hobbs ef al. (1985).

Molecular Characterization. The amplifications
performed with the ITS5/ITS4 initiators amplified a
fragment of approximately 900 pb for Phytophthora
parasitica, and of approximately 600 pb for
Macrophomina phaseolina, Glomerella cingulata,
Colletotrichum  truncatum, and  Phomopsis
longicolla. With the ITS5/NL4 initiators, a fragment
of approximately 1100 pb was amplified in the
Fusarium spp isolations. The consensus sequences
of nucleotides obtained when compared to those
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alargados y produjeron alfa-conidios y beta-coni-
dios. Los alfa-conidios fueron hialinos, elipsoides
a fusiformes de 4.05-7.57 x 1.48-3.25 um. Beta-co-
nidios, escasos, hialinos, filiformes y con punta en
forma de gancho, con dimensiones de 18.2-34.5 x
1.3-2.9 um. Las caracteristicas de cultivo y morfo-
logicas se ajustan a la descripcion de Phomopsis
longicolla reportadas por Hobbs ef al. (1985).

Caracterizacion molecular. Las amplificaciones
realizadas con los iniciadores ITS5/ITS4 ampli-
ficaron un fragmento aproximado de 900 pb para
Phytophthora parasitica, y de aproximadamente
600 pb para Macrophomina phaseolina, Glomere-
lla cingulata, Colletotricum truncatum y Phomop-
sis longicolla. Con los iniciadores ITS5/NL4 se
amplificé un fragmento aproximado de 1100 pb en
los aislamientos de Fusarium spp. Las secuencias
consenso de nucleotidos obtenidas al ser compara-
das con las disponibles en el GenBank del National
Center for Biotechnology Information (NCBI), in-
dicaron un 99% de porcentaje de similitud (Cuadro
4). Lo que confirmo la identidad de los organismos
aislados a nivel de especie. La secuencia consenso
de cada microorganismo fue depositada en el Gen-
Bank (Cuadro 4).

Pruebas de patogenicidad. En los ensayos reali-
zados en camara de ambiente controlado y a cielo
abierto Phytophthora parasitica resulto ser el orga-
nismo de mayor patogenicidad, al causar la muerte
del 100 % de las plantas inoculadas. Plantas inocu-
ladas con este organismo en camara de ambiente
controlado, mostraron sintomas de la enfermedad
10 dias después de inocularse (ddi) (Cuadro 5). A
cielo abierto los sintomas de la enfermedad fueron
observados a los 7 ddi. Resultados similares a los
obtenidos por Hernandez y Romero (1990) para P
parasitica. El hongo Macrophomina phaseolina,
en camara de ambiente controlado indujo sintomas
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available in the GenBank of the National Center for
Biotechnology Information (NCBI), indicated a 99 %
similarity (Table 4), which confirmed the identity
of the isolated organisms at the species level. The
consensus sequence of each microorganism was
deposited in the GenBank (Table 4).

Pathogenicity Tests. In the tests performed in
a controlled environment chamber and in the
opencast, Phytophthora parasitica turned out to
be the organism with the highest pathogenicity,
causing the deaths of 100 % of'the inoculated plants.
The plants that were inoculated with this organism
in a controlled environment chamber showed
symptoms of the disease 10 days after inoculation
(dai) (Table 5). Opencast, the symptoms of the
disease were observed 7 dai. Similar results were
obtained by Hernandez and Romero (1990) for P,
parasitica. The fungus Macrophomina phaseolina,
in a controlled environment chamber, produced
symptoms in a plant at 28 dai (Table 5), and later,
at an advanced stage of the disease (34 dai) formed
microsclerotia in the base of the stem; whereas
opencast, it produced symptoms in two plants at 13
dai (Table 5). In the sites where M. phaseolina was
isolated in high frequently, with 66.7 % and 56.3 %
(Tlachimala and Pozolapa, respectively), were the
only ones in which the presence of Phytophthora
parasitica was not detected,
considered that M. phaseolina caused the symptoms
observed. However, in Tepango and Tecoanapa,
where M. phaseolina was also detected, though
less frequently (4.2 % and 3.8 %) respectively,
P. parasitica was isolated more frequently (Table
2), which is why the latter was considered to be
the cause of the disease. In Mexico, up until the
moment in which this investigation was carried
out, there were no reports on the pathogenicity of

therefore we

M. phaseolina on roselle.
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Cuadro 4. Caracterizacion molecular por alineamiento de las secuencias reportadas en el banco de genes con las secuencias inter-
génicas (ITS) de los genes rDNA de los organismos aislados de plantas de jamaica con sintomas de “pata prieta”.
Table 4. Molecular characterization by alignment of sequences reported in the gene bank with the intergenic sequences (ITS ) of the
rDNA genes of organisms isolated roselle plants with symptoms of “black leg”.

Identificacion morfologica No. de deposito en Secuencia mas cercana BLAST (%) de No. de acceso

& el NCBI¥ en el NCBI similitud en el NCBI
Phytophthora parasitica KM519189 Phytophthora parasitica 99 GU111682
Macrophomina phaseolina KM519193 Macrophomina phaseolina 99 HQ649832
Fusarium incarnatum. KM519192 Fusarium incarnatum 99 AY 633745
Fusarium oxysporum KM519188 Fusarium oxysporum 99 AY188919
Fusarium solani KM519190 Fusarium solani 99 KF938479
Glomerella cingulata KMs19191  Clomerella cingulata (Colletotrichum 99 IN697580

gloeosporioides)
Colletotrichum truncatum KM519187 Colletotrichum truncatum 99 KC460308
Phomopsis longicolla KM519194 Diaporthe longicolla (Phomopsis 99 KF577911
longicolla)

¥NCBI (National Center of Biotechnology Information).
“Anamorfo.
en una planta a los 28 ddi (Cuadro 5), posterior- Fusarium incarnatum caused symptoms of the
mente en la etapa avanzada de la enfermedad (34 disease only in opencast tests, in two of the five
ddi) formd microesclerocios en la base del tallo; inoculated plants. The symptoms were observed
mientras que a cielo abierto, indujo sintomas en 15 dai (Table 5), and characteristically included

Cuadro 5. Pruebas de patogenicidad con organismos asociados a la “pata prieta” de la jamaica (Hibiscus sabdariffa L.).
Table 5. Pathogenicity tests with organisms associated to “black leg” of roselle (Hibiscus sabdariffa L.).

Organismo Plantas con Dias a inicio de . N Incidencia total
inoculado sintomas sintomas Incidencia (%) (%)
1° 2 1 2 1 2 -
Phytophthora parasitica 5/51 5/5 10 7 100 100 100
Fusarium oxysporum 0/5 0/5 - - - - -
Fusarium solani 0/5 0/5 - - - - -
Fusarium incarnatum 0/5 2/5 - 15 - 40 20
Macrophomina phaseolina 1/5 2/5 28 13 20 40 30
Glomerella cingulata 0/5 0/5 - - - - -
Phomopsis longicolla 0/5 0/5 - - - - -
Colletotrichum truncarum 0/5 0/5 - - - - -
Testigo 0/5 0/5 - - - - -

°1=Ensayo 1, realizado en camara de ambiente controlado. 2= Ensayo 2, realizado a cielo abierto / 1=Assay 1, tested
in inviromental controled chamber. 2=Assay 2, tested on opencast.

YProporcion de plantas que mostraron sintomas en cada ensayo / Proportion of plants that showed symptoms on
every assay.
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dos plantas a los 13 ddi (Cuadro 5). En los sitios
donde se aislo M. phaseolina en alta frecuencia con
66.7 % y 56.3 % (Tlachimala y Pozolapa respecti-
vamente), fueron los inicos donde no se detecto la
presencia de Phytophthora parasitica, por lo que
se considerd que M. phaseolina es el que causoé los
sintomas observados. Sin embargo, en los sitios de
Tepango y Tecoanapa en donde también se detectd a
M. phaseolina con baja frecuencia (4.2 % y 3.8 %)
respectivamente, P. parasitica se aislé6 con mayor
frecuencia (Cuadro 2), por lo que se considera a
este ultimo como el causante de la enfermedad. En
México hasta el momento en que se desarroll6 esta
investigacion, no se encontraron reportes de la pa-
togenicidad de M. phaseolina en jamaica.

Fusarium incarnatum ocasiond sintomas de la
enfermedad unicamente en ensayo a cielo abierto,
en dos de cinco plantas inoculadas. Los sintomas
se observaron a los 15 ddi (Cuadro 5), y se caracte-
rizaron por marchitez y necrosis basal. Al aislarse
a este organismo con una baja frecuencia (2.4 %)
(Cuadro 2), se considera en este estudio, como pa-
togeno secundario de la enfermedad “pata prieta”
en los sitios donde se detecto.

Los resultados de las inoculaciones con Phyto-
phthora parasitica indicaron que este organismo
fue el de mayor patogenicidad, seguido por Macro-
phomina phaseolina y el de menor patogenicidad
fue Fusarium incarnatum (Cuadro 5). En Egipto
M. phaseolina y F. incarnatum fueron aislados de
plantas con sintomas de pudricion radical y mar-
chitez de plantas de jamaica. En inoculaciones ar-
tificiales en invernadero y a cielo abierto determi-
naron que M. phaseolina fue mas patogénico que F.
incarnatum (Hassan et al., 2014), lo que coincide
con lo determinado en el presente estudio.

A partir de plantas inoculadas en forma inde-
pendiente con P. parasitica, M. phaseolina y F.
incarnatum, y que indujeron sintomas se obtuvo
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wilting and basal necrosis. Because this organism
was isolated at a low frequency (2.4 %) (Table 2), it
is considered by this study as a secondary pathogen
of the “black leg” disease in the areas in which it
was detected.

Theresults of the inoculations with Phytophthora
parasitica indicated that this organism had the
highest pathogenicity, followed by Macrophomina
phaseolina, and the lowest pathogenicity was
Fusarium incarnatum (Table 5). In Egypt, M.
phaseolina and F. incarnatum were isolated from
plants with symptoms of rooting rot and wilt of
roselle. In artificial inoculations in greenhouses
and in the opencast M. phaseolina was found to be
more pathogenic than F. incarnatum (Hassan et al.,
2014), which coincides with the findings by this
investigation.

From plants independently inoculated with P.
parasitica, M. phaseolina, and F. incarnatum, and
that produced symptoms, we obtained the same
species that was inoculated when reisolating.

In the tests
environment chamber and opencast, as shown in
Table 5, the other inoculated organisms and control
plants did not show symptoms of the disease.

In a similar study carried out in Nigeria onroselle

performed in a controlled

with stem and root rot, Phytophthora parasitica,
Rhizoctonia solani, and Fusarium solani were
isolated. In pathogenicity tests P. parasitica was
found to be the main cause of the disease; R. solani
only caused the death of plantlets, and F. solani was
not pathogenic (Adeniji, 1970).

Phytophthora parasitica has been reported in
Guerrero by Hernandez and Romero (1990) as being
the cause of “black leg,”, in India, it causes root and
stem rotting in roselle (Kumar and Mandal, 2010),
and its presence has also been reported in Africa,
Indonesia, Puerto Rico, Malaysia, Philippines,
Ivory Coast, Brazil, and other countries, as the
cause of root rot and stem in this species (Erwin
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la misma especie que fue inoculada, al realizar los
reaislamientos.

En los ensayos realizados en camara de ambien-
te controlado y a cielo abierto, como se observa en
el Cuadro 5, los otros organismos inoculados y las
plantas testigos no manifestaron sintomas de la en-
fermedad.

En un estudio similar realizado en Nigeria, en
jamaica con pudricion de tallo y raiz, se aisld a
Phytophthora parasitica, Rhizoctonia solani'y Fu-
sarium solani. En pruebas de patogenenicidad P.
parasitica resulto ser el principal agente causal de
la enfermedad; R. solani solo caus6 muerte de plan-
tulas y F. solani no fue patogénico (Adeniji, 1970).

Phytophthora parasitica ha sido reportado en
Guerrero por Hermandez y Romero (1990) como
agente causal de la “pata prieta”, en la India causa
la pudricién radical y de tallo en jamaica (Kumar
y Mandal, 2010), también se ha informado de su
presencia en Africa, Indonesia, Puerto Rico, Ma-
lasia, Filipina, Costa de Marfil, Brasil, entre otros
paises, como causante de pudricion radical y de ta-
llo en esta especie (Erwin y Ribeiro, 1996; Drenth
y Guest, 2004; Silva et al., 2014).

Por otra parte, en Cuba y el Salvador, Wellman
(1977) reportd que Macrophomina phaseolina es
causante de pudricion del tallo en plantas de ja-
maica, recientemente en Egipto se menciona como
inductor de pudricidn radical y marchitez de plan-
tas en esta misma especie (Hassan et al., 2014).
En Bangladés, se ha aislado de semilla de jamaica,
como patdgeno que afecta la germinacion (Islam er
al., 2013). También se menciona en otras especies
del género Hibiscus. Asi, en la India causa la “pu-
dricién del cuello” en hibisco de coral (Hibiscus
schizopetalus) (Santhakumari, 2002).

El hongo Fusarium incarnatum (=F. semitec-
tum) en Egipto se reporta como causante de pudri-
cion radical y marchitez de jamaica (Hassan et al.,
2014). Ademas en otros paises se tienen registros
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and Ribeiro, 1996; Drenth and Guest, 2004; Silva
etal.,2014).

Likewise, in Cuba and El Salvador, Wellman
(1977) reported that Macrophomina phaseolina
causes stem rot in roselle plants, and recently, in
Egypt, it was mentioned as inducing root rot and
wilting of plants of this same species (Hassan et
al., 2014). In Bangladesh, it has been isolated from
roselle seeds as a pathogen that affects germination
(Islam et al., 2013). It is also mentioned in
other species of the genus Hibiscus. In India it
causes “collar rot” in coral hibiscus (Hibiscus
schizopetalus) (Santhakumari, 2002).

In Egypt, the fungus Fusarium incarnatum (=F.
semitectum) has been reported as the cause of root
rot and roselle wilting (Hassan et al., 2014). Also,
in other countries, there are records of it being
pathogenic in other species of the genus Hibiscus.
For example, Farr and Rossman (2015) report F
incarnatum in kenaf (Hibiscus cannabinus L.)
in Iran and Kenya, and on tulip (Hibiscus rosa-
sinensis L.) in the Island of Barbados. Leslie ef al.
(1990) indicate that F. incarnatum is a common
pathogenic agent in the soil, distributed mostly in
tropical and subtropical regions.

The fungus Fusarium oxysporum was not
considered pathogenic, despite reports of its
pathogenicity in roselle in Malaysia, Nigeria,
United States, and other countries (Ooi and Salleh,
1999; Amusa et al, 2005; Ploetz et al., 2007,
Hassan et al., 2014).

Additionally, in India Hibiscus sabdariffa
is reported as a new host for Fusarium solani
(Padaganur et al., 1988). In Egypt, Hassan et al.
(2014) mention that F. solani is a pathogenic agent
for roselle, and Chehri et al. (2014) in Malaysia
isolated it from roselle plants with symptoms of root
rot. However, in this study it was not pathogenic.

The genus Colletotrichum includes several
pathogenic species of plants with economic
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como patdgeno de otras especies del género Hibis-
cus, por ejemplo; Farr y Rossman (2015) reportan
a F. incarnatum en kenaf (Hibiscus cannabinus L.)
en Iran y Kenia, y sobre tulipan (Hibiscus rosa-
sinensis L.) en la Isla de Barbados. Leslie et al.
(1990) indica que F. incarnatum es un agente pa-
togénico comun en el suelo, distribuido principal-
mente en regiones tropicales y subtropicales.

El hongo Fusarium oxysporum no fue patogéni-
co, sin embargo existen reportes como patogeno de
jamaica en Malasia, Nigeria, EUA, entre otros pai-
ses (Ooi y Salleh, 1999; Amusa et al., 2005; Ploetz
et al., 2007; Hassan et al., 2014).

Por otra parte en la India reportan a Hibiscus
sabdariffa como nuevo hospedante de Fusarium
solani (Padaganur et al., 1988). En Egipto Hassan
et al. (2014) mencionan que F. solani es agente
patogénico para la jamaica, ademas Chehri et al.
(2014) en Malasia lo aislé de plantas de jamaica
con sintomas de podredumbre de raiz, sin embargo
en el presente estudio no fue patogénico.

El género Colletotrichum incluye a numerosas
especies patdgenas de plantas de importancia eco-
nomica. Distribuido principalmente en regiones
tropicales y subtropicales (Cannon et al., 2012).
El hongo Colletotrichum truncatum es patdogeno
de jamaica en la India (Farr y Rossman, 2015) y
ademas se ha reportado en otras especies del gé-
nero Hibiscus, por ejemplo: H. esculentum en la
India y Pakistan; mientras que en Malasia sobre H.
rosa-sinensis (Farr y Rossman, 2015). Glomerella
cingulata también se ha reportado en especies del
género Hibiscus tales como H. tiliaceus como cau-
sante de antracnosis en los EUA (Farr y Rossman,
2015) y en H. rosa-sinensis en Argentina (Rivera et
al., 2000). Tanto C. truncatum y G. cingulata tam-
bién han sido reportadas como especies enddfitas de
plantas de la familia Malvaceae, ademas de otras

VOLUMEN 33, NUMERO 2, 2015

importance distributed mainly in tropical and
subtropical regions (Cannon et al., 2012). The
fungus Colletotrichum truncatum is a pathogen
of roselle in India (Farr and Rossman, 2015), and
it has also been reported in other species of the
genus Hibiscus, such as H. esculentum in India and
Pakistan or H. rosa-sinensis in Malaysia (Farr and
Rossman, 2015). Glomerella cingulata has also
been reported on species of the genus Hibiscus
such as H. tiliaceus as the cause of anthracnose in
the United States (Farr and Rossman, 2015) and on
H. rosa-sinensis in Argentina (Rivera et al., 2000).
Both C. truncatum and G. cingulata have also been
reported as endophytic species of the Malvaceae
family, as well as other plant species (Costa et al.,
2012; Kumar and Kaushik, 2013). This coincides
with findings from this study, in which they were
not found to be pathogenic in roselle plants.

The genus Phomopsis is related to diseases in
herbaceous plants, although it can attack bushes and
some fruit trees (Agrios, 2005). P. longicolla cause
stem blight in peanut plants (4rachis hypogaea L.)
(Sanogo and Etarock, 2009); in soybean, it induces
cankers in the stem, and it can infect pods and seeds
(Luetal., 2010; Li, 2010). It has also been reported
as being an endophyte in soybean and other species
(Larran et al., 2002; Wagenaar and Clardy, 2001;
Rhoden et al., 2012). No reports were found on
this organism as a pathogen of roselle (Farr and
Rossman, 2015), and in this study it was not found
to be pathogenic.

Due to the above, the fungi F oxysporum,
F solani, G. cingulata, C. truncatum, and P
longicolla are considered organisms associated to
roselle and of low risk for this area of study, since
they were not found to be pathogenic (Table 5).
The frequency of isolation was low and in general
terms, they displayed a limited distribution.
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especies de plantas (Costa et al, 2012; Kumar y
Kaushik, 2013). Lo que coincide con lo obtenido
en este estudio, al no ser patogénicos en plantas de
jamaica.

El género Phomopsis se relaciona con enferme-
dades de plantas herbaceas, aunque puede atacar
arbustos y algunos arboles frutales (Agrios, 2005).
P. longicolla en cacahuate (Arachis hypogaea L.)
causa tizon del tallo (Sanogo y Etarock, 2009), en
soya induce cancros en tallo, y es capaz de infec-
tar vainas y semillas (Lu ef al, 2010; Li, 2010),
también ha sido reportado como endoéfito en soya
y otras especies (Larran et al., 2002; Wagenaar y
Clardy, 2001; Rhoden et al., 2012), no se encon-
traron reportes de este organismo como patdogeno
de jamaica (Farr y Rossman, 2015), ademas en el
presente estudio, este organismo no fue patogénico.
Por lo anterior los hongos F. oxysporum, F. sola-
ni, G. cingulata, C. truncatum y P. longicolla se
consideran organismos asociados a la jamaica y de
bajo riesgo para esta zona en estudio, debido a que
no fueron patogénicos (Cuadro 5), la frecuencia de
aislamiento fue baja y en general presentaron dis-
tribucion limitada.

CONCLUSIONES

Se concluye que Phytophthora parasitica es el
organismo de mayor frecuencia y distribucion en la
region estudiada, por lo que se considera el princi-
pal agente causal de la enfermedad “pata prieta”.
El hongo Macrophomina phaseolina present6 baja
distribucion, sin embargo fue aislado en alta fre-
cuencia en dos sitios, por lo que es el causante de la
enfermedad en tales lugares. Fusarium incarnatum
fue patogénico, sin embargo se requiere de mas es-
tudios, debido a su baja frecuencia y distribucion.
Se reporta por primera vez a Macrophomina pha-
seolina y Fusarium incarnatum como patdégeno
de la jamaica en México. Fusarium oxysporum
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CONCLUSIONS

We conclude that Phytophthora parasitica
is the organism with the greatest frequency and
distribution in the region studied, and is therefore
considered the main cause of the “black leg”
disease. The fungus Macrophomina phaseolina
presented low distribution,
isolated with high frequency in two sites, and
therefore it is the cause of the disease in these

although it was

places. Fusarium incarnatum was pathogenic,
although it requires further study, due to its
low frequency and distribution. Macrophomina
phaseolina and Fusarium incarnatum are reported
as pathogenic for roselle for the first time in
Mexico. Fusarium oxysporum was found widely
distributed, yet it presented a low frequency and
it was not pathogenic. The fungi Fusarium solani,
Glomerella cingulata, Colletotrichum truncatum,
and Phomopsis longicolla are considered low risk
for the crop, since they are not pathogenic and their
isolation frequency was low.

End of English version —~————

se encontro ampliamente distribuido, no obstante
present6 baja frecuencia y no fue patogénico. Los
hongos Fusarium solani, Glomerella cingulata,
Colletotrichum truncatum y Phomopsis longicolla
se consideran de bajo riesgo para el cultivo, debido
a que no fueron patogénicos y su frecuencia de ais-
lamiento fue baja.
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Resumen. El objetivo de este estudio fue estimar
pérdidas productivas inducidas por el agente aso-
ciado al Huanglongbing, Candidatus Liberibacter
asiaticus (CLas) en limon persa (Citrus latifolia Ta-
naka) en México, mediante la evaluacion de varia-
bles morfoldgicas y organolépticas en frutos. En el
estado de Yucatan, México, se selecciono una huer-
ta de limon persa de cuatro afios, con arboles bajo
un mismo manejo e infeccion, esta caracteristica se
verifico por PCR cuantitativo. El estudio se condu-
jo bajo cuatro niveles de severidad (0=sano, 1=25,
2=50, 3=75 y 4=100, porcentaje de sintomas de
HLB en dosel). Se evaluaron ocho variables mor-
fologicas y organolépticas en un disefio de bloques

con tratamientos apareados. Los valores de peso,
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Abstract. The aim of this study was to estimate
yield losses induced by the agent associated
with Huanglongbing, Candidatus Liberibacter
asiaticus (CLas) in Persian lime (Citrus latifolia
Tanaka) in Mexico, by evaluating morphological
and organoleptic fruit variables. A four-year old
Persian lime orchard in the state of Yucatan,
Mexico, was selected; the trees were under same
disease management and infection; this feature was
verified by qPCR. The study was conducted under
four severity levels (O=healthy, 1=25, 2=50, 3=75,
4=100, percentage of canopy with HLB symptoms).
Eight morphological and organoleptic variables
were evaluated in a restricted random block design
with healthy and CLas infected trees. The values of
weight, size, skin thickness, juice volume (JV) and
pH were statistically higher in fruits from healthy
trees as well as in asymptomatic branches of positive
trees, in comparison with symptomatic branches
(Tukey, P=0.05). CLas induced reduction on weight
(17.3 %) and JV (18.6 %), with more damage in trees
showing 100 % of canopy with HLB symptoms; the
regression models were: ¥, . = 217.2-4.2x+0.03x%,
R>= 0.86; Y = 645.4-11.7x+0.09x%, R*= 0.82.

volume
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tamano, grosor de céscara, volumen de jugo (VJ)
y pH fueron estadisticamente mayores en frutos de
arboles sanos y en ramas asintomaticas de arboles
positivos, en comparacion con los frutos de ramas
sintomaticas (Tukey, P=0.05). CLas indujo reduc-
cion en peso (17.3 %) y VI (18.6%), con mayor
dafio en arboles con 100 % de sintomas de HLB en
dosel; los modelos de regresion fueron: IC) o 217.2-
4.2x+0.03x*, R*=0.86; Y, = 645.4-11.7x+0.09x?,
R?*=0.82. La reduccion en peso implicd una pér-
dida en produccion de 2.4 toneladas/ha. El efecto
perjudicial se asocio al nivel de severidad y con-
centracion de CLas, ya que se detectd que la in-
tensidad de los sintomas de HLB estan en funcion
de la concentracion bacteriana mediante el modelo
Y [hWWZI 17+0.77x-0.0067x2, R>=0.91. El presen-
te documento constituye el primer estudio cuantita-
tivo del efecto de CLas en la produccion delimon
persa.

Palabras clave: Severidad, Huanglongbing, con-
centracion bacteriana, citricos agrios.

En Meéxico, el Huanglongbing (HLB) de los
citricos se asocia a Candidatus Liberibacter asiati-
cus (CLas); la primera deteccion en el pais de esta
enfermedad devastadora de la citricultura a nivel
mundial, se realiz6é en julio de 2009, en Tizimin,
Yucatan (Trujillo, 2010). Este patogeno se trans-
mite y dispersa por Diaphorina citri Kuwayama
(Hemiptera: Liviidae) (Halbert y Manjunath, 2004;
Hall et al., 2013). En febrero 2015, 23 de los 25
estados que integran la citricultura nacional con-
firmaron la presencia de CLas en arboles y prin-
cipalmente en vectores, con lo cual se definen dos
escenarios epidémicos: 1) area de mayor intensidad
y prevalencia en huertos comerciales: Region del
Pacifico y 2) area de menor intensidad y prevalen-
cia en traspatio: Peninsula de Yucatan y Golfo de
Meéxico (Mora-Aguilera et al., 2013).
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The weight reduction implicate a 2.4 tons/ha yield
loss. The detrimental effect was associated with
severity level and CLas concentration, we found
that the intensity of the symptoms of HLB is a
function of the bacterial concentration in the model
Y pncteria) = 1.174+0.8x-0.0067x2, R? = 0.91. This

is the first quantitative study of CLas effects on
production of Persian lime.

Key words: Severity, Huanglongbing, bacterial
concentration, sour citrus.

In México, Huanglongbing (HLB) has been
associated with Candidatus Liberibacter asiaticus
(CLas); the first report in the country of this
devastating disease to citrus industries worldwide
was made during july 2009, in Tizimin, Yucatan
(Trujillo, 2010). This pathogen is transmitted
and spreads by Diaphorina citri Kuwayama
(Hemiptera: Liviidae) (Halbert and Manjunath,
2004; Hall et al.,2013). For February 2015, 23 of 25
citrus-producing states of the Mexican citriculture
confirmed the presence of CLas in trees and mainly
in vectors, defining two epidemic scenarios: 1) area
of greatest intensity and prevalence in commercial
orchards: Region of the Pacific, and 2) area of less
intensity and prevalence in backyard: Yucatan
Peninsula and Gulf of Mexico (Mora-Aguilera et
al.,2013).

Unlike the effects of HLB in sweet orange (Citrus
sinensis L. Osbeck) in Brazil, and Florida, U.S.A.
(Bassanezi et al., 2011; Gottwald et al., 2007,
Bové, 2006), in the country the highest severity of
physiological and histological symptoms caused by
HLB has been found in the Mexican lime (Citrus
aurantifolia Swingle Christm.) and Persian lime
(Citrus latifolia Tanaka) (Esquivel-Chavez et al.,
2012). The symptoms in leaves of citrus trees
include chlorotic spots, angular stains, corky and
thickening veins, mottle and difuse chlorosis, as
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A diferencia de los efectos de HLB en naran-
ja dulce (Citrus sinensis L. Osbeck) de Brasil, y
Florida, U.S.A. (Bassanezi et al., 2011; Gottwald
et al.,2007; Bové, 2006), en el pais la mayor seve-
ridad de sintomas fisioldgicos e histologicos cau-
sados por HLB se encuentran en limén mexicano
(Citrus aurantifolia Swingle Christm.) y limon
persa (Citrus latifolia Tanaka) (Esquivel-Chavez et
al.,2012). Los sintomas en hojas de citricos agrios
incluyen puntos cloréticos, manchas angulares,
acorchamiento y engrosamiento de nervaduras,
moteado y clorosis difusa hasta el amarillamiento
generalizado en la lamina foliar y defoliacion. La
maduracion irregular so6lo se ha observado en li-
moén mexicano, la cual inicia con un color amari-
llento en la parte basal y eventualmente termina en
la caida de frutos (Robles-Gonzalez et al., 2013).
Histologicamente existe un incremento de almidon
en el mesoéfilo de limon mexicano y persa. En na-
ranja dulce se concentra en el parénquima de empa-
lizada. En todos los casos se presenta hiperplasia,
lo que ocasiona un colapso de floema (Esquivel-
Chéavez et al., 2012).

La informacion sobre el impacto destructivo del
HLB con sustento cuantitativo y epidemiolédgico
es escasa; los estudios existentes estimaron el im-
pacto con base en el nimero de plantas erradicadas
y costos por control del vector en citricos dulces
(Brlansky et al., 2009). En Brasil, las pérdidas en
produccion por efecto del HLB variaron entre 41
a 100 % en naranja dulce cv. Valencia (Bassanezi
et al., 2009). Bassanezi et al. (2011) determinaron
la relacion de la produccion con el efecto de la en-
fermedad e indicaron una tendencia perjudicial;
ademas encontraron que la magnitud del impacto
productivo también depende del manejo agrondmico
y edad de los arboles. En México, se estimaron pér-
didas en produccion en toda la cadena productiva de
limén mexicano y limén persa (17.6 %) y naranja
dulce (57.6 %) mediante métodos multivariados y

VOLUMEN 33, NUMERO 2, 2015

well as the generalized yellowing of the leaf and
defoliation. Irregular ripening has only appeared in
the Mexican lime, begining with a yellow color in
the base, and eventually falling of fruits (Robles-
Gonzaélez et al., 2013). Histologically, there is an
increase in starch in the mesophyll of Mexican
and Persian limes. In sweet orange, it concentrates
in the palisade parenchyma. In all cases, there is
hyperplasia, which causes a collapse in the phloem
(Esquivel-Chavez et al., 2012).

Information about HLB’s destructive impact
with quantitative and epidemiological support is
scarce; available studies estimated the impact based
on the number of eradicated plants and costs of the
vector control in sweet citrus plants (Brlansky et
al.,2009). In Brazil, losses in production due to the
effect of HLB were in the range of 41 and 100 % in
sweet orange cv. Valencia (Bassanezi et al., 2009).
Bassanezi et al. (2011) determined the relationship
of production with the effect of the disease and
indicated a damaging trend; nonetheless, they
also found that the magnitude of the production
impact depends on the agronomic management and
tree age. In Mexico, there were estimated losses
in production throughout the production chain of
Mexican lime and Persian lime (17.6 %) and sweet
orange (57.6 %) using multivariate methods and
comparative epidemiology at 3 and 5 years since
the beginning of the disease (Salcedo et al., 2010).
Given the current dispersion of CLas in the citricul-
ture of the Mexican Pacific and the Yucatan Pen-
insula and its prevalence in sour citrus for which
mostly the effects of this pathogen was unknown
(Mora-Aguilera et al., 2013), there is an urgent
need to know the impact on production of this citrus
group. Therefore, the objective of this study was to
determine the CLas detrimental effect on the pro-
duction of Persian lime, C. latifolia, by analyzing
morphological and organoleptic variables on fruits.
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epidemiologia comparativa a 3 y 5 afios (Salcedo
et al.,2010).

Ante la dispersion existente de CLas en la citri-
cultura del Pacifico mexicano y Peninsula de Yu-
catan, y debido a la prevalencia en citricos agrios,
para los cuales se desconocia en su mayoria los
efectos de este patdégeno (Mora-Aguilera et al.,
2013), surge la necesidad imperiosa de conocer el
impacto en la produccidn de este grupo de citricos.
Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue
determinar el efecto detrimental de CLas en la pro-
ducciéon de limén persa, C. latifolia, mediante el
analisis de variables morfoldgicas y organolépticas
en frutos.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio. Se delimité un bloque de 0.5 ha
en un huerto comercial, compuesto por 30 ha de
limon persa de cuatro afios de edad ubicado en Ti-
zimin, Yucatan y con presencia de la enfermedad
desde 2010. El manejo agrondmico incluyé riego
por goteo, fertilizacion, poda y control quimico de
D. citri.

Evaluacion de sintomas y severidad. La evalua-
cion de severidad se realizo en 388 arboles con
una escala aritmética. Dicha escala considerd las
clases: O=sano, 1=25, 2=50, 3=75 y 4=100 %. El
porcentaje de severidad se calculd con la division
del dosel del arbol en cuatro secciones de 25 %.
La severidad total (Sevt) por arbol fue la suma del
porcentaje de cada seccion (s) Donde s= 1-4.

Diagnostico y cuantificacion de la concentracion
de CLas mediante PCR cuantitativo. El tejido
vegetal se colectdo en Marzo de 2011, época favora-
ble para la multiplicacion de la bacteria y expresion
de sintomas. Cada muestra consistio de ocho hojas,
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MATERIALS AND METHODS

Place of study. A 0.5 ha block was delimited in a
commercial orchard made up of 30 ha of four-year
old Persian lime trees located in Tizimin, Yucatan,
attacked by the disease since 2010. Agronomic
management included drip irrigation, fertilization,
trimming, and chemical control of D. citri.

Evaluation of symptoms and severity. The
evaluation of severity was carried out in 388 trees
using an arithmetic scale, which considered the
types O=healthy, 1=25, 2=50, 3=75 and 4=100 %
of canopy with HLB symptoms. The percentage
of severity was calculated by dividing the canopy
of the tree in four sections of 25% each. The total
severity (Sevt) by tree was the sum of the percentage
of each section (s) Where s= 1-4.

Diagnostic and  quantification of the
concentration of CLas. The plant tissue was
collected in March 2011, a favorable time for the
multiplication of the bacteria and expression of
symptoms. Each sample consisted of eight leaves;
samples were separated by symptomatic and
asymptomatic sections in diseased trees. Likewise,
healthy trees were sampled as controls. Molecular
analysis consisted in isolating DNA with DNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen ®) from 100 mg of plant
tissue following the manufacturer’s protocol.
Detection and quantification was carried out in a
Biorad® CFX96 thermocycler with a TagMan®
probe and specific primers for CLas that amplify a
portion of the gene 16S rDNA, an positive internal
control based on cytochrome-oxidase (COX) was
included primers for the as reaction (DGSV-CNREF,
2008; Li et al., 2006).

For the quantification of the number of genomic
copies of CLas in the samples, an external
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se separaron muestras por secciones sintomaticas
y asintomaticas en arboles enfermos. Del mismo
modo se muestrearon arboles sanos como testigos.
El analisis molecular consistio en el aislamiento
de ADN con DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen ®)
para 100 mg de tejido vegetal con el protocolo del
fabricante. La deteccion y cuantificacion se reali-
z6 en un termociclador Biorad® CFX96, con son-
da TagMan® e iniciadores especificos para CLas
que amplifican una porcion del gen 16S rDNA,
asi como una sonda e iniciadores para la enzima
citocromo-oxidasa (COX) como control interno de
la reaccion. (DGSV-CNREF, 2008; Li ef al., 2006).

Para la cuantificacion del nimero de copias ge-
nomicas de CLas en las muestras, se generd una
curva de calibracion externa. Se utilizo el frag-
mento del gen 16S rDNA clonado en un plasmido
PGEM-T ® Promega®). El plasmido se purifico
y cuantificd por uv-espectrofotometria (Nanodrop
1000) y se realizaron diluciones seriales; estas se
sometieron a amplificacion con tres repeticiones
por concentracion y se utilizé una regresion loga-
ritmica para estimar la concentracion de CLas ()
donde y = (-6.221) * LN(Ct) + 27.409.

La determinacion de la relacion de la severidad
de sintomas con la concentracién bacteriana, se
realizo mediante el ajuste de un modelo cuadratico.

Evaluacion de variables morfologicas y orga-
nolépticas en frutos. Los frutos se colectaron, eti-
quetaron y se conservaron en refrigeracion a 4°C
hasta su evaluacion entre el segundo y quinto dia
después de la cosecha. Las variables morfologicas
medidas fueron peso por fruto (gr), didmetro ecua-
torial (DE), didametro polar (DP), grosor de cascara
(GC) (mm) y volumen de jugo (VJ) (mL) de 10
frutos por tratamiento. Las variables organolépticas
se midieron en el jugo extraido de los frutos, princi-
palmente se determiné la concentracion de grados
Brix con un refractometro digital (Palette®), pH
con un potenciometro (HACH®), y acidez titulable
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calibration curve was generated. A fragment of
the gene 16S rDNA was used, cloned in a plasmid
PGEM-T ® Promega®). The plasmid was purified
and quantified
(Nanodrop 1000) and serial dilutions were carried

using  uv-spectrophotometry
out. The reaction were performed in triplicate per
concentration and a logarithmic regression was
used to estimate the CLas concentration (y), in
which y = (-6.221) * LN(Ct) + 27.409.

Relationship of the severity of symptoms with
the bacterial concentration was determined in a
quadratic model fitted.

Evaluation of morphologic and organoleptic
variables in fruits. The fruits were harvested,
labeled and kept in refrigeration at 4 °C until
their evaluation was performed 2 and 5 days after
harvest. The morphological variables measured
were weight per fruit (gr); equatorial diameter
(ED), polar diameter (PD), skin thickness (ST)
(mm); and volume of juice (VJ) (mL) of 10 fruits
per treatment. The organoleptic variables were
measured in the juice extracted from the fruit: we
determinated mainly concentration of Brix degrees
using a digital refractometer (Palette®), pH with
a potentiometer (HACH®), and titratable acidity
through the phenolphthalein method (Helrich,
1990).

Statistical analysis. The experiment consisted of
a design in blocks with paired treatments: healthy
trees (T1) adjacent to infected trees, in which
branches were differentiated in asymptomatic
(T2) and symptomatic (T3). Thirty-two trees were
chosen, distributed in six blocks in incomplete
sub repetitions with four, six, and eight trees. The
blocks were selected in a directed way to disease
outbreaks. This method is similar to that used by
Cristobal et al. (2006) to reduce the variability of
the data by effects of intensity and infection periods,
soil fertility, and agronomic management of the
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con el método de fenolftaleina (Helrich, 1990).

Analisis estadistico. El experimento consistio en
un disefio de bloques con tratamientos apareados,
arboles sanos (T1) adyacentes a arboles enfermos,
de los cuales se diferenciaron ramas asintomaticas
(T2) y sintomaticas (T3). Se seleccionaron 32 arbo-
les distribuidos en seis bloques en sub-repeticiones
incompletas con cuatro, seis y ocho arboles. Los
bloques se seleccionaron en forma dirigida a focos
de enfermedad. Esta metodologia es analoga a la
empleada por Cristobal et al. (2006) para reducir la
variabilidad de los datos por efectos de intensidad y
periodos de infeccion, fertilidad de suelo y manejo
agrondmico del huerto. Para la evaluacion de las
variables morfoldgicas y organolépticas, en cada
arbol se colectaron 10 frutos en T1, T2 y T3. Las
medias de cada variable por arbol se organizaron
por tratamientos, severidad y bloque para un ANO-
VA 'y comparacion de medias con Tukey (P=0.05).
Los andlisis se realizaron con SAS V9.0. Adicio-
nalmente, se realizo un analisis correlativo de pér-
didas con 10 arboles por cada clase de severidad
(50 arboles), para asi incrementar la variabilidad
del efecto de produccion en funcion del dafio. Pre-
vio al analisis correlativo, se detectaron posibles
observaciones fuera de tendencia y se excluyeron.
Los valores de cada variable evaluada y el porcen-
taje de severidad de cada arbol se ajustaron inde-
pendientemente a distintos modelos correlativos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Descripcion de los sintomas de HLB en limén
persa. Los frutos de limon persa que se evaluaron
en este estudio carecieron de los sintomas carac-
teristicamente atribuibles a HLB como los que se
indicaron previamente para citricos dulces (Bas-
sanezi et al., 2009) y para limén mexicano, como
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orchard. For the evaluation of morphological and
organoleptic variables, in each tree 10 fruits were
collected in T1, T2, and T3. The averages of each
variable per tree were organized by treatments,
severity, and block for an ANOVA and comparison
of averages using Tukey test (P=0.05). Analyses
were carried out using SAS V9.0. In addition, a
correlative analysis was made of losses with 10
trees for each severity level (50 trees) for to increase
the variability of the effect of production depending
on the damage. Before the correlative analysis,
outliers were detected and excluded. The values
for each evaluated variable and the percentage of
severity for each tree were independently adjusted
at different correlative models.

RESULTS AND DISCUSSION

Description of the symptoms of HLB in Persian
lime. The Persian lime fruits evaluated in this study
showed no symptoms typically attributed to HLB,
such as the ones indicated earlier for sweet citrus
fruits (Bassanezi et al., 2009) and for Mexican
limes, like irregular ripening and fruit fall (Robles-
Gonzalez et al., 2013); the above was recorded
even in fruits from trees with a severity of 100%
HLB severity. In this study, HLB symptoms were
found in Persian lime leaves, without a distribution
pattern in the canopies of studied trees. The
symptoms observed (Figure 1) begin with diffuse
mottled (A) that become larger until they are clearly
defined and formed internerval angular spots are
formed (B), which become distorted in chlorotic
spots that invade the whole leaf (C). Plants with
severe infections present thickening and corky of
the central rib (D) with a coriaceous appearance;
finally, a semi-intense and generalized yellowing
can be seen in the leaf (E) without reaching the
abscission, as is the case in Mexican lime and
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maduracion irregular y caida de frutos (Robles-
Gonzalez et al., 2013), lo anterior se registrd ain
en frutos provenientes de arboles con severidad del
100%.

En el presente estudio los sintomas de HLB se
detectaron en hojas de limoén persa, sin un patron de
distribucion en el dosel de los arboles. Los sinto-
mas que se observaron (Figura 1) iniciaron con mo-

whose symptoms occur faster (Robles-Gonzalez
et al., 2013). In sweet oranges these symptoms
are less intense, furthermore, the generalized
yellowing of the leaf occurs infrequently and no
defoliation of the same is observed (Esquivel-
Chavez et al., 2012). These authors also indicated
this tendency in histological symptoms, suggesting
that in Mexico, sour citrus fruits present symptoms
at a greater speed, intensity, and generalization in

Figura 1. Sintomas de HLB en limén persa (C. latifolia) confirmados como positivos por PCR cuantitativo. (A) Moteado difuso;
(B) Manchas angulares; (C) Manchas angulares y puntos cloroticos; (D) Engrosamiento y acorchamiento de nervadura;
(E) Amarillamiento generalizado de la 1amina foliar; (F) Frutos de rama sintomatica con amarillamiento asociado a HLB;

(G) Fruto de rama sana. Tizimin, Yucatan, 2011.

Figure 1. Symptoms of HLB in Persian lime (C. latifolia) confirmed as positive by quantitative PCR. (A) Diffuse mottled; (B) An-
gular spots; (C) Angular and chlorotic spots; (D) Rib thickening and cork appearance; (E) Generalized yellowing of the
leaf; (F) Fruits form symptomatic branch with yellowing associated with HLB; (G) Fruit from healthy branch. Tizimin,

Yucatan, 2011.
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teados difusos (A) que aumentaron de tamafio hasta
definirse claramente y formar manchas angulares
internervales (B), las cuales se distorsionan en pun-
tos clordticos que invaden la lamina foliar (C). En
plantas con infeccion severa se observa engrosa-
miento y acorchamiento de la nervadura central (D)
con un aspecto coriaceo; finalmente se aprecié un
amarillamiento medianamente intenso y generali-
zado en la ldmina foliar (E) sin llegar a la abscision
como sucede en limén mexicano y cuyos sintomas
ocurren con mayor velocidad (Robles-Gonzalez
et al., 2013). En naranja dulce, estos sintomas son
menos intensos ya que el amarillamiento generali-
zado de la ldmina foliar ocurre en poca frecuencia y
no se observa defoliacion de las mismas (Esquivel-
Chavez et al., 2012). Estos autores también indica-
ron esta tendencia en sintomas histolégicos, lo que
sugiere que en México los citricos agrios exhiben
sintomas con mayor velocidad, intensidad y gene-
ralizacion en el dosel que los que se registraron en
otros paises (Bové, 2006; Brlansky et al., 2009).

Diagnéstico y cuantificacion de la concentracion
de CLas en limon persa. Se confirm6 por PCR en
tiempo real la condicion sanitaria de los arboles se-
leccionados como sanos y enfermos. Los arboles
infectados mostraron diferentes concentraciones de
CLas, de manera preliminar se detectd que la in-
tensidad de los sintomas inducidos estd en funcion
de la concentracion bacteriana. La asociacion de la
concentracion de CLas y la severidad se demostrd
con el ajuste a un modelo de correlacion cuadratico
y=1.1736+0.774x-0.0057x%, R*= 0.91 (Figura 2).

La relacion de la concentracion bacteriana con
la severidad de HLB sugiere que la expresion de
sintomas posee una relacion directa con el incre-
mento de indculo de la bacteria en la planta, lo cual
explica que a mayor severidad exista mayor efecto
negativo en la produccion de limoén persa (Figura 4).
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the canopy than those registered in other countries
(Bové, 2006; Brlansky et al., 2009).

Diagnostic and quantificationoftheconcentration
of CLas in Persian lime. The sanitary condition of
the selected trees was confirmed by PCR in real time
as either healthy or infected. The latter displayed
different concentrations of CLas; the intensity of
the symptoms induced were preliminarily found to
depend on the bacterial concentration. The relation
between the concentration of CLas and the severity
was shown to fit a quadratic correlation model y=
1.1736+0.774x-0.0057x%, R*= 0.91 (Figure 2).

The relation between bacterial concentration and
the severity of HLB suggests that there is a direct
relashionship between expression of symptoms and

2
y = 1.1736+0.774x-0.0057x
2
R =091

A7
t

Namero de copias de 168 rDNA de "CLas’

0 25 50 75 100
Severidad (%)

Figura 2. Correlacion de la severidad del HLB en limoén per-
sa vs concentracion de CLas (niimero de copias del
gen 16S rDNA estimada por PCR en tiempo real, en
arboles sanos y enfermos con distinto grado de se-
veridad de HLB). La linea y el modelo representan
el ajuste mediante una regresion cuadratica.

Figure 2. Correlation of the severity of HLB in Persian lime
vs concentration of CLas (number of copies of the
gene 16S rDNA estimated by quantitative PCR in
healthy and infected trees with different degrees of
severity of HLB severity). The line and the model
represent the adjustment using a quadratic regres-
sion.
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Esto confirma los resultados obtenidos con PCR de
punto final en los cuales la deteccion es exitosa solo
en muestras con sintomas evidentes de la enferme-
dad (Teixeira et al., 2008); o lo contrario, como lo
es la dificultad de realizar detecciones en infeccio-
nes latentes, cuando la concentracidn bacteriana es
baja (Li et al., 2008).

Estimacion de pérdidas con analisis de varian-
za. Las variables peso, didmetro ecuatorial y polar,
grosor de cascara, volumen de jugo y pH fueron
estadisticamente mayores en arboles sanos (T1)
con respecto a frutos de ramas sintomaticas (T3)
(Tukey, P=0.05) (Figura 3). Estos resultados mues-
tran que la concentracion bacteriana, atin en una in-
feccion reciente (15 meses), influye negativamen-
te en las variables morfologicas y organolépticas
que se evaluaron. En este efecto influye el patron
productivo del limén persa, ya que en los arboles,
los frutos se concentran en ramas con crecimiento
secundario en la parte externa del dosel atn con
crecimiento activo (Agusti et al., 1995; Davies y
Albrigo, 1994).

Las variables de grados Brix y acidez titulable
no fueron estadisticamente distintas entre T1 y T3.
No se observo diferencia entre frutos de ramas
asintomaticas y sintomaticas (T2 y T3), excepto
en la variable didmetro, probablemente porque el
efecto fisiologico no depende unicamente del alo-
jamiento de CLas en el floema del tejido analiza-
do, sino en la interferencia de la movilizacion de
fotoasimilados por alojamiento de CLas en ramas
primarias (Esquivel-Chavez ef al., 2012). Entre T1
y T3 la mayor reduccion fue en peso con 17.31 % y
volumen de jugo con 18.62 %. En grosor de casca-
ra fue de 12.2 %, diametro polar 10 % y didmetro
ecuatorial 6.2 %. En el caso de las variables organo-
Iépticas solo se observo reduccion en pH con 6.4 %
(Cuadro 1).
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the increase of bacterial inoculum of the bacteria in
the plant, which explains why high HLB severity
leads to a greater negative effect on the production
of Persian lime (Figure 4). This confirms the results
obtained with a standard PCR in which detection is
successful only in samples with evident symptoms
of'the disease (Teixeira et al., 2008); also, it explains
the difficulty of carrying out these detections in
latent infections, when bacterial concentration is
very low (Li et al., 2008).

Estimation of losses with an analysis of variance.
The variables of weight, equatorial and polar
diameters, thickness of skin, volume of juice and
pH were statistically higher in healthy trees (T1)
than in fruits from HLB symptomatic branches
(T3) (Tukey, P=0.05) (Figure 3). These results
show that bacterial concentration, even in a recent
infection (15 months), has a negative influence
on the morphological and organoleptic evaluated
variables. This effect is influenced by the productive
pattern of the Persian lime, since in the trees the
fruits are concentrated in branches with secondary
growth in the external part of the canopy, even
with active growth (Agusti et al., 1995; Davies and
Albrigo, 1994).

The variables of Brix degrees and titratable
acidity were not statistically different between T1
and T3. No differences were observed between
symptomatic and asymptomatic
branches (T2 and T3), except in the variable of
diameter, probably because the physiological effect
does not depend only on the hosting of CLas in
the phloem of the analyzed tissue, but also on the
interference of the mobilization of photoassimilates
due to the hosting of CLas in primary branches
(Esquivel-Chavez et al., 2012). Between T1 and
T3 the greatest reduction was in weight (17.31 %)
and volume of juice (18.62 %). In skin thickness,

fruits from
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Figura 3. Comparacion de medias de peso (A), diametro ecuatorial (B), didmetro polar (C), grosor de cascara (D), volumen de jugo

(E), pH (F), Grados Brix (G) y acidez titulable (H) evaluadas en frutos de limon persa (C. latifolia) provenientes de ar-
boles sanos y de ramas sintomaticas y asintomaticas de arboles positivos a CLas. Para cada variable, barras con al menos
una letra en comun son estadisticamente iguales Tukey (P= 0.05). Las lineas en las barras representan el error tipico.

Figure 3. Comparison of average of weight (A), equatorial diameter (B), polar diameter (C), thickness of skin (D), volume of juice

(E), pH (F), Brix degrees (G), and titratable acidity (H) evaluated in Persian lime fruits (C. latifolia) from healthy trees
and symptomatic and asymptomatic branches of trees infected by CLas. For each variable, bars with at least one letter in
common are statistically equal, Tukey (P= 0.05). The lines on the bars represent the standard error.
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Cuadro 1. Efecto de Candidatus Liberibacter asiaticus en variables morfologicas y organolépticas de frutos de limon persa (C.
latifolia).
Table 1. Effect of Candidatus Liberibacter asiaticus on morphological and organoleptic variables of Persian lime fruits (C. latifolia).

Factor Peso DE* DP GC \"Al Brix pH Acidez
Tl 101.5 a 552a 68.5a 31a 4138 a 72a 22a 7.1a
T2 100.5 ab 54.1a 66.2 a 2.1 ab 380 ab 6.8a 2.1b 6.5a
T34 839D 51.8b 61.7b 2.7b 336.8b 69a 2.0b 6.8a
Reduccion' 17.31 6.16 9.95 12.20 18.62 4.32 6.42 4.22

* Valores con al menos una letra en com(in en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, p<0.05). '* Factor T1 (sano), T2
(asintomatico) y T3 (sintomatico) fueron confirmados por PCR en tiempo real. !** El porcentaje se calculd con la diferencia de me-
dias entre frutos de arboles sanos y de ramas sintomaticas. * DE=Didmetro Ecuatorial, DP=Diametro Polar, GC= Grosor de Cascara,
VJ= Volumen de Jugo / ‘ Values with at least one letter in common in the columns are statistically equal (Tukey, p< 0.05). ' Factor
T1 (healthy), T2 (asymptomatic), and T3 (symptomatic) were confirmed by real time PCR. " The percentage was calculated with
the difference of averages between fruits from healthy trees and symptomatic branches. *ED= Equatorial Diameter, PD= Polar

diameter, ST= Skin Thickness and VJ= Volume of Juice.

La reduccion en las variables peso y volumen
de jugo se explica por la relacion fisioldgica directa
entre ellas, ya que a mayor peso de fruto mayor es
el volumen de jugo (Davies y Albrigo, 1994). El
efecto de CLas en T3 en comparacion con T1 (Cua-
dro 1) se traduce en pérdidas en la produccion del
17.3 % por afio productivo, mas de lo que Salcedo
et al. (2010) estimaron en ausencia de la enferme-
dad, ya que en su estudio indicaron que ocurririan
pérdidas del 17.6 % en citricos agrios y 52.7 % en
naranja dulce hasta después de cinco afios del in-
greso de CLas a México. Ademas, dichos investi-
gadores explicaron que el mayor impacto produc-
tivo del HLB sobrevendria en naranja dulce; esta
observacion posiblemente obedeci6é a la falta de
informacion de escenarios epidémicos en citricos
agrios y a que se utilizaron datos de epidemias en
naranja dulce para fines comparativos.

En Brasil, Bassanezi et al. (2009) detectaron
pérdidas en peso entre 17.5 % (Valencia temprana
y 42.3 % (Valencia tardia) por efecto de Candida-
tus Liberibacter spp. En esta region la enfermedad
es endémica, lo que implica una exposicion pro-
longada de los arboles a la infeccion bacteriana, ya
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reduction was 12.2 %, in polar diameter 10 %
and in equatorial diameter 6.2 %. In the case of
organoleptic variables, there was only a drop in pH
observed, with 6.4 % (Tablel).

The reduction in variables of weight and juice
is explained by the direct physiological relation
between them, since a greater weight of the fruit
implies more juice (Davies and Albrigo, 1994).
The effect of CLas in T3 in comparison to T1
(Table 1) translates into production losses of 17.3 %
per productive year, more than what Salcedo et
al. (2010) estimated in the absence of a disease,
reporting losses of 17.6 % in sour citrus fruits and
52.7 % in sweet oranges, 5 years after CLas entered
Mexico. In addition, these researchers explained
that the highest productive impact of HLB would
be on sweet oranges; this observation possibly was
due to lack of information on epidemic scenarios in
sour citrus, and that data on sweet orange epidemic
were used for comparative purpose.

In Brazil, Bassanezi et al. (2009) observed weight
losses of 17.5 % (early Valencia) to 42.3 % (late
Valencia) due to Candidatus Liberibacter spp. In this

205



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

que la deteccion se realizé en 2004. En el presente
estudio, las pérdidas detectadas fueron similares
a Valencia temprana (17.3 y 17.5 %) aun cuando
la plantacion evaluada presentd solamente un pe-
riodo de 6-15 meses de exposicion a la infeccion
bacteriana, por lo que las pérdidas en periodos de
exposicion y desarrollo de la enfermedad similares
a los de Brasil podrian ser mayores en limon persa,
maxime cuando la severidad de los sintomas vi-
suales e histoldgicos son mas intensos que los que
se indican para naranja dulce (Esquivel-Chavez et
al., 2012). Adicionalmente, la mayor frecuencia de
brotacién vegetativa de los citricos agrios permi-
te periodos de infeccion prolongados e incremento
de la bacteria, debido a la asociacioén con infesta-
ciones frecuentes de vectores infectivos (Grafton-
Cardwell et al., 2013; Hall et al., 2013; Robles-
Gonzalez et al., 2013).

Estimacion de pérdidas con modelos correlati-
vos. La asociacion de la severidad del HLB con
variables morfologicas y organolépticas se confir-
mo con el ajuste a modelos cuadraticos correlativos
(Figura 4). A pesar de la seleccion apareada de ar-
boles sanos y enfermos para evitar efectos de varia-
bilidad en fertilidad del suelo y manejo agronomi-
co, fue necesario eliminar datos aberrantes los cua-
les se asociaron con arboles de bajo vigor (12/50);
no obstante lo anterior, se mantuvo un nimero de
arboles en observacion atn superior al que utiliza-
ron en un estudio similar Bassanezi et al. (2009)
donde se estudiaron de 14 a 21 arboles por periodo
de cosecha y variedad.

Las variables que mostraron mayor correla-
cion con la severidad fueron las morfologicas ya
que se ajustaron a los modelos cuadraticos. Los
modelos obtenidos en el presente estudio fueron
los siguientes: Y, =217.21-4.1958x+0.0288x,
(R*=0.86); Y, =106.75-1.92x+0.014x?,
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region the disease is endemic, implying a prolonged
exposure of trees to the bacterial infection, since it
was detected in 2004. In our study, the losses found
were similar to early Valencia (17.3 and 17.5 %)
even though the evaluated plantation presented only
a period of 6-15 months of exposure to the bacterial
infection; therefore, expected losses in periods of
disease exposure and disease development similar
to those of Brazil may be higher in Persian lime in
Mexico, especially when the severity of visual and
histological symptoms are more intense in Persian
lime than those reports for sweet orange (Esquivel-
Chéavez et al., 2012). In addition, the highest
frequency of vegetative sprouting of the sour citrus
fruits allows prolonged periods of infection and
increase of the bacteria, due to the association with
frequent infestations of infective vectors (Grafton-
Cardwell et al., 2013; Hall et al., 2013; Robles-
Gonzélez et al., 2013).

Estimation of losses with correlative models.
The association of the severity of HLB with
morphological and organoleptic variables was
confirmed with the fitting of correlative quadratic
models (Figure 4). Despite the paired selection
of healthy and infected trees to avoid variability
effects in soil fertility and agronomic management,
it was necessary to eliminate outliers, which were
related with low-vigor trees (12/50); however, a
number of trees remained under observation even
superior to that used in a similar study of Bassanezi
et al. (2009) where 14 and 21 trees were studied for
each planting period and variety.

The wvariables that showed the highest
correlation with severity were the morphological
variables, since they fitted to the quadratic
models. The models obtained in this study were
as  follow: Ywe,-gh,:217-21'4-1958X+0-0288X2,
(R*=0.86); Y, ,=106.75-1.92x+0.014x>, (R*=0.87);
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Figura 4. Correlacion entre severidad de HLB y variables morfoldgicas: peso (A), didmetro ecuatorial (B), didmetro polar (C),
grosor de cascara (D) y volumen de jugo (E); y organolépticas pH (F), Grados Brix (G) y acidez titulable (H), de frutos
de limon persa (C. latifolia). La linea y el modelo representan el ajuste mediante una regresion cuadratica.

Figure 4. Correlation between severity of HLB and morphological variables: weight (A), equatorial diameter (B), polar diameter
(C), thickness of skin (D), and volume of juice (E); Organoleptic: pH (F), Brix degrees (G) and tirtatable acidity (H), in
Persian lime fruits (C. latifolia). The line and the model represent the adjustment using a quadratic regression.
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(R*=0.87); Y, =131.7-2.30x+0.0169x?, (R*=0.87);
Y, =6.56-0.12x+0.0008x>, (R*=0.85); Y, =645.4-
11.7x+0.09x%, (R?>=0.82). En las variables orga-
nolépticas solo pH se ajusté con el modelo Y,
=2.17-0.0117+9E-05x2, (R*=0.83). Grados Brix y
acidez titulable no se asociaron significativamente
con la severidad y tampoco se encontré un efecto
claro de la bacteria sobre estas. Esto posiblemente
se debid a la fisiologia de frutos de limon persa, los
cuales tienden a acumular bajas concentraciones
de azucares y que por la naturaleza de los desérde-
nes fisioldgicos inducidos por CLas, se requiera un
periodo de infeccion mas prolongado para inducir
una alteracion detectable en estas variables (Davies
y Albrigo, 1994). La variabilidad de los datos de
produccion debido al vigor de arboles por efectos
multifactoriales de manejo se observd en un estu-
dio similar con naranja dulce realizado en Brasil,
donde la dispersion de los datos en la correlacion
del peso de frutos con severidad del HLB fue alta
con coeficientes de determinacion bajos (R*=0.4)
(Bassanezi et al., 2011); sin embargo, en ese es-
tudio se combinaron cosechas de diferentes afios
(2004-2007) con periodos distintos de endemicidad
(periodo de infeccion), lo anterior se evitd en nues-
tro estudio donde se obtuvo una mejoria sustancial
en los coeficientes de determinacion de los mode-
los generados.

En una infeccién sistémica o cronica como la
que induce CLas, las pérdidas que se obtuvieron
en este estudio (17.3 %) pueden aumentar con el
tiempo a consecuencia del debilitamiento paulati-
no y muerte productiva del arbol (Da Graca, 1991;
Gottwald et al., 2007; Bassanezi et al., 2011). En
nuestro estudio, se estimaron pérdidas en limén
persa en un monto de 17.3 % después de 15 meses
de ocurrir la infeccion; es predecible que ante la
falta de medidas efectivas para el control del pato-
geno, anualmente el deterioro incrementard hasta
probablemente superar los registros de pérdidas
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Y, =131.7-2.30x+0.0169x>, (R>=0.87); Ys,
=6.56-0.12x+0.0008x>,  (R*=0.85); Y, =645.4-
11.7x+0.09x%, (R?=0.82). In the organoleptic
variables, only pH fitted the model Y,
=2.17-0.0117+9E-05x2, (R?>=0.83). Brix degrees
and titratable acidity did not associate significantly
with severity and there were no clear effects found
of the bacteria on such variables. This possibly was
due to the physiology of Persian lime fruits that tend
to accumulate low concentrations of sugar, and to
the nature of the physiological disorders induced
by CLas; thus, a more prolonged infection period
may be required to induce a detectable alteration
in these variables (Davies and Albrigo, 1994). The
variability of the production data due to the vigor
of trees by multifactor effects of management was
observed in a similar study with sweet oranges
carried out in Brazil, where the dispersion of data in
the correlation of weights of fruits with a severity of
HLB was high, with low determination coefficients
(R?=0.4) (Bassanezi et al., 2011); however, in that
study, harvests from different years were combined
(2004-2007) with different periods of endemicity
(periods of infection); the above it was avoided
in our study where a substantial improvement is
obtained in the determination coefficients of the
generated models.

In a situation of systemic or chronic infection
like the induced by CLas, the estiomated losses in
Persian lime indicated in our study are expected to
increase with time due to the gradual weakening
and productive tree death (Da Graca, 1991;
Gottwald et al., 2007; Bassanezi et al., 2011). Yield
loss in Persian lime was estimated at an amount of
17.3% after 15 months of the beginning of HLB;
it is predictable that in the absence of effective
measures to control the pathogen, tree impairment
would increase annually to probably overcome
loss record indicated for sweet orange (Bassanezi
et al., 2011) furthermore, reach tree death. On the
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indicados para naranja (Bassanezi et al., 2011) y
llegar hasta la muerte del arbol. Por otra parte, en
un proceso epidémico del HLB se requieren varios
ciclos de infeccion para alcanzar una incidencia del
100 % de los huertos. Es necesario que los modelos
de pérdidas integren esta consideracion para evitar
sobreestimar los impactos de la enfermedad (Salce-
do et al., 2010).

CONCLUSIONES

A quince meses de la deteccion de Candidatus
Liberibacter asiaticus en un huerto de limoén per-
sa (C. latifolia) de la region de Tizimin, Yucatan,
Meéxico, se encontro que el HLB produjo un efecto
perjudicial en el tamafio, grosor de cascara, pH, vo-
lumen de jugo y peso de los frutos. En las ultimas
dos variables, se encontr6 la mayor reduccidon con
18.62 y 17.31 %, en frutos de arboles con HLB en
comparacion con frutos de arboles sanos, en un ci-
clo productivo. La reduccion en peso implicé una
pérdida en produccion de 2.4 toneladas/ha, la cual
estuvo en funcidon del incremento de la severidad
del HLB en el dosel del arbol (R*=0.8-R?>=0.87),
y de la concentracion bacteriana, la cual se estimo
por PCR cuantitativo. Este estudio constituye la
primera evidencia cuantitativa del efecto de Candi-
datus Liberibacter asiaticus en limon persa, bajo la
condicion de reciente ingreso en México.
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other hand, an endemic process of HLB requires
various infection cycles to achieve an incidence of
100 % of the orchards; therefore models to estimate
losses must integrate this consideration to avoid
overestimating the impacts of HLB. This principle
has already been applied in the study (Salcedo et
al., 2010).

CONCLUSIONS

Fifteeen months after the detection of
Candidatus Liberibacter asiaticus in an orchard of
Persian lime (C. latifolia) in the region of Tizimin,
Yucatan, Mexico, it was found that HLB had a
detrimental effect on the size, thickness of skin, pH,
volume of juice and weight of the fruit. In the two
latter variables, the greatest reduction was found
with 18.62 and 17.31 % in fruit trees with HLB
in comparison with fruits from healthy trees, in a
productive cycle. The weight reduction implicate a
2.4 tons/ha yield loss, which is related to the severity
of HLB in the canopy tree (R*=0.8-R?>=0.87), and
on the bacterial concentration, which was estimated
using quantitative PCR. This study constitutes
the first quantitative evidence of the effect of
Candidatus Liberibacter asiaticus on Persian limes,
under the condition of recent invasion of Mexico.
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Resumen. En el nogal pecanero, el hongo
Mycosphaerella caryigena es el agente causal de
la mancha vellosa, el cual induce lesiones en el fo-
llaje hasta causar la defoliacion. En los afios 1998,
1999 y 2014, se evaluaron nueve modelos epide-
miologicos de lesion/hoja vs tiempo. En 1992, se
ensayaron modelos epidemioldgicos para la captura
de esporas vs tiempo. En 1998, también se evalud
lesiones/hoja vs defoliacion y defoliacion vs tiem-
po. Las epidemias de 1998, 1999 y 2014 ajustaron
a los modelos Logistico Ln, Gompertz y Logistico
Ln, respectivamente. La defoliacion del nogal por
M. caryigena en 1998 inici6 en agosto y culmind
con 95 % en septiembre. Los modelos Gompertz y
Log,, tuvieron el mejor ajuste para defoliacion vs
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Abstract.

Mycosphaerella caryigena is the causal agent of the

In the pecan tree, the fungus
pecan downy spot, which causes injury on foliage
and defoliation. In the years 1998, 1999 and 2014,
ten epidemiological models of lesion/leaf vs time
were evaluated. In 1992, epidemiological models
were tested for the capture of spores vs. time. In
1998, lesions / leaf defoliation and defoliation vs
time was also evaluated. The epidemics of 1998,
1999 and 2014 fitted the models of Logistic Ln,
Gompertz and Logistic Ln, respectively. Defoliation
of pecan tree by M. caryigena began in August
1998 and ended with 95 % in September. The
Gompertz and Log,, models were the best fit for
defoliation vs time and lesions/leaf vs defoliation
with R? 0.924 and 0.937, respectively. The capture
of spores of M. caryigena was > 50 % from April
to May; the monomolecular model was the best fit
to the capture of spores (R? 0.948). The lesions/leaf
appeared in June and were > 100 in September, just
when the defoliation reached > 90 %. The models
lesions/leaf vs time, suggest prolonged periods to
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tiempo y lesiones/hoja vs defoliacion con R? 0.924
y 0.937, respectivamente. La captura de esporas de
M. caryigena fue > 50 % de abril a mayo; el mode-
lo monomolecular fue el que mejor ajustod a la cap-
tura de esporas (R? 0.948). Las lesiones/hoja apare-
cieron en junio y fueron > 100 en septiembre justo
cuando la defoliacion alcanzo6 > 90 %. Los modelos
lesiones/hoja vs tiempo, sugieren periodos prolon-
gados para producir el inoculo y de incubacion del
hongo en la hoja, lo cual coincide con lo que se
conoce del ciclo de la enfermedad.

Palabras clave: Hongos, follaje, enfermedades.

El norte de los estados de Coahuila y de Nuevo
Leoén, México, son zonas htimedas y calidas donde
se cultiva el nogal pecanero (Carya illinoinensis)
(Wangenh.) K.Koch en una superficie aproximada
de 10 mil ha (SAGARPA, 2013). Ambas zonas son
favorables para patogenos foliares del nogal, en-
tre los que destacan Fusicladium effusum G. Win-
ter, agente causal de la costra o rofia; Cercospora
fusca F.V. Rand, mancha café; Gnomonia dispora
Demaree & Cole, mancha de las venas de la hoja;
Colletorichum spp., antracnosis; Microsphaera
penicillata (Wallr.) Lév. y Trichothecium roseum
(Pers.) Link, moho o mildiu; y la mancha vellosa
por Mycosphaerella caryigena Demaree & Cole,
respectivamente (Aguilar-Pérez, 2014).

La mancha vellosa junto con la rofa son las
enfermedades foliares mas importantes del nogal
en México y en Estados Unidos de Norteaméri-
ca (Aguilar-Pérez, 2014; Latham, 1982; Sparks,
1995).

Las especies de Mycosphaerella, que atacan
el follaje de los cultivos agricolas, afectan nega-
tivamente su fisiologia y en el caso particular del
nogal prematuramente lo defolian, lo que afecta el
rendimiento y calidad de la nuez durante el mismo
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produce the inoculum and the incubation of the
fungus on the leaf, which coincides with what is
known of the disease cycle.

Key words: Fungi, foliage, diseases.

The northern areas of the states of Coahuila and
Nuevo Ledn, Mexico, are humid and warm areas in
which the pecan tree (Carya illinoinensis Wangenh.
K.Koch) is grown in a surface of approximately
10,000 ha (SAGARPA, 2013). Both areas are
favorable for foliar pathogens of the pecan tree,
the most prominent being Fusicladium effusum
G. Winter, causal agent of scabs; Cercospora
fusca F.V. Rand, brown spot; Gnomonia dispora
Demaree & Cole, stains in the veins of the leaf;
Colletorichum spp., anthracnose; Microsphaera
penicillata (Wallr.) Lév. and Trichothecium roseum
(Pers.) Link, mildew; and the downy spot caused
by Mycosphaerella caryigena Demaree & Cole,
respectively (Aguilar-Pérez, 2014).

Downy spots, along with scabs, are the most
important foliar diseases of the pecan tree in
Mexico and the United States (Aguilar-Pérez,
2014; Latham, 1982; Sparks, 1995).

The species of Mycosphaerella that attack the
foliage of agricultural crops affect their physiology
in a negative manner. In the case of the pecan
tree, Mycosphaerella causes premature defoliation
affecting the yield and quality of the nut throughout
that year and the following one (Andersen et al.,
1990; Pinkard y Mohammed, 2006; Rodriguez-
Gaviria and Cayoén, 2008).

In Northern Coahuila, it has been confirmed
that the leaves of the pecan tree can have spots or
lesions caused by M. caryigena that, when ripe,
cause the leaves to fall (Aguilar-Pérez, 2014).
The study of the epidemiology of the disease will
contribute to improve its management, particularly
the levels of inoculum and seasons in which the
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y siguiente afio (Andersen et al., 1990; Pinkard y
Mohammed, 2006; Rodriguez-Gaviria y Cayon,
2008).

En el norte de Coahuila, se ha consignado que
las hojas del nogal pueden tener manchas o lesio-
nes provocadas por M. caryigena, que al madurar
provocan la caida del follaje (Aguilar-Pérez, 2014).
El estudio de la epidemiologia de la enfermedad
contribuird a su mejor manejo, particularmente los
niveles de inoculo y epoca en los que la enferme-
dad causa dafio (defoliacion) al nogal. Los objeti-
vos del presente se encaminan al analisis de epide-
mias de la mancha vellosa en nogal (lesiones/hoja),
la captura de esporas a través del tiempo y el uso
potencial de ambas para estimar la defoliacion pre-
matura del cultivo.

El estudio se efectud en las huertas de nogal:
SEZAR-INIFAP (1998), Santo Cristo (1999) y el
Caracol (2014) localizadas en los municipios de
Zaragoza, Villa Union y Zaragoza, Coahuila, res-
pectivamente. En cada huerta se seleccionaron cin-
co arboles en las areas con antecedentes de mancha
vellosa. En cada arbol se contabilizaron las lesio-
nes provocadas por M. caryigena (manchas/hoja)
en las hojas de 10 brotes seleccionados al azar.
Para cada afo (1998, 1999 y 2014), los recuentos
de lesiones se realizaron de abril hasta finales de
septiembre. Los datos del recuento de las lesiones
se procesaron para determinar el modelo epidemio-
logico (lesiones vs tiempo) con mejor ajuste. Los
modelos ajustados fueron Monomolecular, Gom-
pertz, Logistico, Exponencial, log,, y los primeros
cuatro en donde a la variable tiempo se le aplicd
el logardimo natural (Ln) (Campbell y Madden,
1990). Asimismo, en el follaje de los arboles de la
huerta SEZAR-INIFAP se cuantificé la defoliacion
en una escala visual 1, 2, 3, 4 y 5 en donde el fo-
llaje en el arbol fue > 90, 90-50, < 50-25, < 25-10
y 0 %, respectivamente. Los modelos epidemiol6-
gicos mencionados, se corrieron para los datos de
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disease causes damage (defoliation) to the tree. The
aims of this investigation lead us to the analysis of
downy spot epidemics in the pecan tree (lesions/
leaf), the capture of spores in time and the potential
use of both to estimate the premature defoliation of
the crop.

The study was carried out in the pecan tree
orchards in SEZAR-INIFAP (1998), Santo Cristo
(1999), and el Caracol (2014) located in the
municipal areas of Zaragoza, Villa Union, and
Zaragoza, Coahuila, respectively. In each orchard,
five trees were selected in the areas with downy
spot backgrounds. The lesions caused by M.
caryigena (spot/leaf) in each tree were counted
in the leaves of 10 sprouts randomly chosen. For
each year (1998, 1999, and 2014), the lesions
were counted between April and late September.
The data of the lesion count were processed to
determine the epidemiological model (lesions
vs time) with a better adjustment. The adjusted
models were Monomolecular, Gompertz, Logistic,
Exponential, log,, and in the first four the natural
logarithm (Ln) (Campbell and Madden, 1990) was
applied to the variable of time. Likewise, in the
foliage of the trees in the orchard SEZAR-INIFAP,
defoliation was quantified on a visual scale 1, 2,
3,4, and 5, where the foliage in the tree was > 90,
90-50, < 50-25, < 25-10, and 0 %, respectively.
The epidemiological models mentioned were run
for the data on defoliation vs time and lesions. In
1992, in the orchard of Santo Cristo, the spores
of M. Caryigena were captured. This capture was
carried out using a vane-style spore trapper with
a hygrothermograph cylinder, where the spores
were counted for 24 h on a sheet of graph paper
containing Vaseline. The base of the trapper
contained an inverted fan for air suction, which
entered the cylinder through an orifice located
approximately 60 cm from the floor. This trapper
worked with a car battery, and was placed in the
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defoliacion vs tiempo y lesiones. En 1992, en la
huerta Santo Cristo, se capturaron las esporas de
M. caryigena. La captura de esporas se realizé con
un trampeador de esporas tipo veleta con un cilin-
dro de higrotermografo, donde se contabilizaron
las capturas durante 24 h en un papel milimétrico
impregnado con vaselina. El trampeador contenia
en la base un ventilador invertido para la succion
de aire, el cual entraba al cilindro por un orificio
ubicado aproximadamente a 60 cm del suelo. Este
trampeador funcionaba con una bateria de auto-
movil y se coloco al centro del area de goteo de un
arbol en el centro de la huerta; las capturas de 1992,
se realizaron de marzo a septiembre y se expresan
como esporas/dia. Los datos de las esporas captura-
das se ajustaron a los modelos sefialados.

La dinamica de lesiones/hoja a través del ciclo
del cultivo, en las tres huertas y afios correspon-
dientes, se indican en la Figura 1. Las lesiones se
caracterizaron por ser manchas clordticas circula-
res con aspecto aceitoso y didmetro de 3 a 6 mm,
que se tornan plateadas y posteriormente café cla-
ro. En las tres huertas la defoliacion después de la
mitad del mes de septiembre fue mayor al 90 %.
Las lesiones en la hoja siempre aparecieron a fina-
les del mes de junio y mas de 100 lesiones/hoja se
contabilizaron hacia mediados de septiembre Cua-
dro 1. Al ajustar los datos de la Figura 1 a los mode-
los epidemioldgicos, resultd que para las epidemias
de 1998, 1999 y 2014 los modelos con mejor ajuste
fueron Logistico Ln, Gompertz y Logistico Ln, res-
pectivamente (Cuadro 2).

La defoliaciéon prematura provocada por M.
caryigena en los nogales durante 1998 de la huer-
ta SEZAR-INIFAP inici6 a mediados de agosto y
alcanzo6 un maximo de 95 % a finales de septiem-
bre. Los modelos Gompertz y modelo Log, , fueron
los de mejor ajuste para defoliacion vs tiempo y
lesiones/hoja vs defoliacion con R? 0.924 y 0.937,
respectivamente.
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Figura 1. Dindmica de lesiones/hoja por fecha durante los
afios 1998, 1999 y 2014.

Figure 1. Dynamics of lesions/leaf by date in 1998, 1999,
and 2014.

middle of a tree’s dripping area in the middle of
the orchard; the 1992 captures were carried out
between March and September and are expressed
as spores/day. The data of the spores captured were
adjusted to the models pointed out.

The dynamics of lesions/leaf throughout
the plating cycle in the three orchards in the
corresponding years are presented in Figure 1.
The lesions are round chlorotic spots with an oily
appearance and a diameter of 3 to 6 mm that turn
silvery and then light brown. In all three orchards,
defoliation after mid September was over 90 %. The
lesions always appeared on the leaves in late June
and over 100 lesions/leaf were counted towards
mid-September (Table 1). When adjusting the
data of Figure 1 to the epidemiological models, it
turned out that for the epidemic of 1998, 1999, and
2014, the best-adjusted models were Logistic Ln,
Gompertz, and Logistic Ln, respectively (Table 2).

Premature defoliation caused by M. caryigena
in pecan trees during 1998 in the orchard of
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Cuadro 1. Fechas de inicio de las primeras lesiones/hoja pro-
vocadas por M. caryigena, y fecha final en la que
se alcanzan mas de 100 lesiones/hoja durante dis-
tintos afios.

Table 1. Starting dates of the first lesions/leaf caused by M.

caryigena, and final date in which more than 100 le-
sions/leaf are reached in different years

Fechas en: Lesiones por afnos
Dias julianos Mes-dias 1998 1999 2014
Inicio 177 25-jun 2 5 49
Final 261 17-sep 185 105 225

En la huerta Santo Cristo, la captura de esporas
de M. caryigena de mediados de abril a mediados
de mayo fue mas del 50 % del total de esporas cap-
turadas (Figura 2); el modelo monomolecular fue el
que mejor ajusto a la captura de esporas vs tiempo,
con una R? 0.948, lo que sugiere que la fuente de
indculo proviene de la descarga de esporas a partir
de un solo punto.

Los datos presentados en el Cuadro 1, indican
que la enfermedad inicialmente se manifiesta du-
rante junio y que al alcanzar 100 o mas manchas/
hoja en agosto provocara por lo menos 90 % de
defoliacion.

Los modelos de prediccion para las enfermeda-
des provocadas por Mycosphaerella spp. son utiles
para el manejo de las enfermedades en los cultivos

SEZAR-INIFAP began in mid-August and reached
a maximum of 95 % towards the end of September.
The models Gompertz and model Log,  had the best
adjustments for defoliation vs time and lesions/leaf
vs defoliation with R? 0.924 y 0.937, respectively.

In the orchard of Santo Cristo, the capture of
M. caryigena spores, from mid-April to mid-May
accounted for over 50 % of the total of spores
captured (Figure 2); the monomolecular model
was the best adjusted to the capture of spores vs
time, with a R? 0.948, suggesting that the source of
inoculum comes from the discharge of spores from
one point.

The data in Table 1 indicate that the disease
initially manifested itself in June, and that after
reaching 100 or more spot/leaf in August, the
disease will cause a defoliation of at least 90 %.

The prediction models for the diseases caused
by Mycosphaerella spp. are useful. The model
developed by Salam et al. (2009) determined that
when capturing more than 40 % of Mycosphaerella
pinodes ascospores, cause significant damage
to pea (Pisum sativum L) plantations. The data
on Figure 2 suggest that around 50 % of the M.
caryigena spores are produced in April-May
and cause significant damage (defoliation) three
months later. When measuring the effects of the
downy spot on the pecan tree, foliage discoloration,

Cuadro 2. Modelos epidemiologicos y su ajuste a las epifitias (lesiones/hoja) en distintos afos, nimeros en negritas modelo con

mejor ajuste (R?).

Table 2. Epidemiological models and their adjustment to the epifitias (lesions/leaf) in different years, numbers in bold with better

adjustment (R?).
Modelos *
Afo Exp Exp Ln Mono Mono Ln Logis Logis Ln Gomp Gomp Ln Log,,
1998 0.811 0.873 0.811 0.744 0.971 0.977 0.938 0.899 0.954
1999 0.765 0.823 0.854 0.794 0.929 0.954 0.968 0.943 0.944
2014 0.747 0.796 0.826 0.782 0.930 0.947 0.940 0.919 0912

* Los modelos: Exp, Mono, Logis, Gomp y Log,, corresponden a Exponencial, Monomolecular, Logistico y Gompertz, respectiva-
mente. Los primeros cuatro modelos se les aplicaron logaritmo natural (Ln) / *The models: Exp, Mono, Logis, Gomp, and Log,,
correspond to Exponential, Monomolecular, Logistic and Gompertz, respectively. The first four models were applied a natural

logarythm (Ln).

VOLUMEN 33, NUMERO 2, 2015

215



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

125007 O No acumulado
® Acumulado

10000

7500

5000

Esporas/dias

2500

T T T T T T T T
80 101 115 129 144 157 171 185 199 213
20/03 10/04 24/04 08/05 22/05 05/06 19/0603/07 17/07 31/07

Fechas (dias julianos/dia-mes)

Figura 2. Captura de esporas de M. caryigena durante el afio
1992 en la huerta Santo Cristo, municipio de Villa
Unidn Zaragoza, Coahuila. Acumulado, o suma de
esporas capturadas; no acumulado, esporas captura-
das en la fecha de muestreo.

Figure 2. Capture of M. caryigena spores in 1992 in the Santo
Cristo orchard, in the municipal area of Villa Unién
Zaragoza, Coahuila. Accumulated, or amount of
spores captured; not accumulated, spores captured
in the date of sampling.

agricolas, destaca el modelo desarrollado por Sa-
lam et al. (2009) en donde determinaron que al cap-
turar mas del 40 % de ascosporas de Mycosphaere-
lla pinodes causa dafo significativo al cultivo de
chicharo (Pisum sativum L). Los datos de la Figura
2 sugieren que alrededor del 50 % de las esporas
de M. caryigena se producen durante abril-mayo,
lo que causa un dafo significativo (defoliacion)
tres meses después. Al medir los efectos de la man-
cha vellosa en el nogal pecanero, también podria
tomarse en cuenta la decoloracion del follaje, su
necrosis y defoliacion para integrarse en un mejor
modelo de dafio, semejante al desarrollado para el
Eucalyptus spp. en Australia (Stone et al., 2003).
Ambos modelos, Logistico Ln y Gompertz son
variante del modelo logistico. En el primero, el
tiempo se ajusta logaritmicamente, en el segundo, la
parte exponencial de la epifitia se adelanta o retrasa
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its necrosis, and defoliation could also be taken
into account in a better damage model, similar to
the one developed for Eucalyptus spp. in Australia
(Stone et al., 2003).

Both models, Logistic Ln and Gompertz, are
variants of the logistic model; in the first one, the
exponential part of the epidemic comes early or
late in time compared to the logistic model. In this
investigation, the two models that predominated
in lesions/leaf vs time, along with the periods of
latency, weeks long, allocated for M. caryigena
(Goff et al., 1987) suggest that the appearance of
the symptoms is delayed in time, if we consider that
the spores in the environment are abundant between
March and May (Figure 2). The inoculum of M.
caryigena is known to be produced in the leaves
that fall to the ground and hibernate (months),
where pseudothecia form, grow, and finally release
ascospores (Goff et al., 1987).

Downy spots have a wide variability, both in the
manifestation of lesions/leaf and in defoliation. For
example, in the years 2000 and 2005, a variation
of 50 to more than 300 lesions/lea was recorded,
respectively (data not shown).

Downy spots are currently handled using
preventive, curative, and unconventional (plant
extract) fungicides, as well as with the use of pecan
trees that are resistant to the disease (Aguilar-Pérez,
2014).

The use of fungicides in Mycosphaerella spp.
has caused a resistance to the fungus (Aguilar-
Barragén et al., 2014); to avoid a possible resistance
of M. caryigena, plant extracts was evaluated for
their use on the pecan tree (Aguilar-Pérez, 2008;
Patifio et al., 2007).

Being able to record weather factors such
as temperature, humidity, and wind inside the
orchards, related to downy spots in the pecan
tree, will undoubtedly help to optimize and

predict the disease-environment-time models.
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en el tiempo al compararlo con el modelo logistico.
En este trabajo, los dos modelos que predominaron
en lesiones/hoja vs tiempo, aunado a los periodos
de latencia de semanas consignado para M. caryi-
gena (Goff et al., 1987) nos sugieren que la apa-
ricion de los sintomas se retarda en el tiempo, si
consideramos que las esporas en el ambiente son
abundantes desde marzo a mayo (Figura 2). Se sabe
que el inéculo de M. caryigena se produce en el
follaje que cae al suelo e inverna (meses), en donde
se forman y maduran pseudotecios que finalmente
liberan ascosporas (Goff et al., 1987).

La mancha vellosa tiene una variabilidad am-
plia tanto en la manifestacion de lesiones/hoja
como en la defoliacion. Por ejemplo, durante los
afios 2000 y 2005 se registrd una variacion de 50 a
mas de 300 lesiones/hoja, respectivamente (datos
no mostrados).

El manejo de la mancha vellosa actualmente
se hace con fungicidas preventivos, curativos y no
convencionales (extractos de plantas) y con el uso
de variedades de nogal resistentes a la enfermedad
(Aguilar-Pérez, 2014).

El manejo de las enfermedades provocadas por
Mycosphaerella spp. usando fungicidas ha ocasio-
nado resistencia del hongo (Aguilar-Barragan et
al., 2014), para evitar una posible resistencia de M.
caryigena, se evaluaron extractos de plantas para
su control en el nogal pecanero (Aguilar-Pérez,
2008; Patifo et al., 2007).

El poder registrar factores del estado del tiempo
como temperatura, humedad y viento dentro de las
huertas de nogal asociados a la mancha vellosa en
el nogal, sin duda ayudarian a optimizar y prede-
cir modelos de enfermedad-ambiente-tiempo. Otra
asignatura pendiente lo es la parte taxonomica de
Mycosphaerella en el nogal pecanero, pues al res-
pecto no se tienen estudios en México. Las espe-
cies de Mycosphaerella constantemente se estan
reubicando taxondmicamente, debido a que el
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Another unresolved theme is the taxonomic part
of Mycosphaerella in the pecan tree, since there is
no study on this in Mexico. The Mycosphaerella
species  are
relocated, since the genus has a polyphyletic
origin, anamorphic states and species encrypted,
all in relation to its pathogenesis in susceptible
agricultural crops (Crous, 2009; Crous et al., 2004
and 2007).

In short, the M. caryigena epidemics in pecan

constantly being taxonomically

trees become evident as of June. If the lesions/leaf
are 100 or more by September, defoliation will be
at least 90 %.
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género tiene origen polifilético, estados anamorfos
y especies encriptadas, todo ello relacionado con su
patogénesis en los cultivos agricolas susceptibles
(Crous, 2009; Crous et al., 2004 y 2007).

En suma, las epidemias de M. caryigena en el
nogal pecanero se hacen evidentes a partir del mes
de junio, si las lesiones/hoja son 100 o mas para
el mes de septimbre, la defoliacion sera de por lo
menos un 90 %.

Agradecimientos

Los autores, agradecen al Fondo SAGARPA-CONACYT
por el financiamiento de la investigacion y publicacion de este
trabajo, el que se realiz6 a través del proyecto clave 2011-13-

175247.

217



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

LITERATURA CITADA

Aguilar-Barragan, A., Garcia-Torres, A. E., Odriozola-Casas,
0., Macedo-Raygoza, M., Tetsuya Ogura., Manzo-San-
chez, G., James, C. A., Islas-Flores, I. and Beltran-Garcia,
M. L. 2014. Chemical management in fungicide sensivity
of Mycosphaerella fijiensis collected from banana fields in
México. Brazilian Journal of Microbiology 45: 359-364.

Aguilar-Pérez, H. 2008. Fungicidas organicos para el control
de la mancha vellosa del nogal. Ficha tecnoldgica por sis-
tema producto. Paginas 75-76. http://biblioteca.inifap.gob.
mx:8080/xmlui/bitstream/handle/123456789/815/289.
pdf?sequence=1.

Aguilar-Pérez, H. 2014. Manual para el Manejo Organico del
Nogal Pecanero. Palibrio. Estados Unidos. 274 p.

Andersen PC, Aldrich JH and Gould AB. 1990. Impact of pe-
can leaf blotch on gas exchange of pecan leaves. Plant Di-
sease 74: 203-207.

Campbell CL and Madden LD. 1990. Introduction to Plant Di-
sease Epidemiology. John Wiley & Son. 532 p.

Crous PW. 2009. Taxonomy and phylogeny of the genus
Mpycosphaerella and its anamorphs. Fungal Diversity 38:1-
24.

Crous PW, Groenewald JZ, Pongpanich K, Himaman W, Ar-
zanlou M and Wingfield MJ. 2004. Cryptic speciation and
host specificity among Mycosphaerella spp. occurring on
Australian Acacia species grown as exotics in the tropics.
Studies in Mycology 50: 457-469.

Crous PW, Braun U. and Groenewald, J. Z. 2007. Mycosphae-
rella is polyphyletic. Studies in Mycology 58: 1-32.

VOLUMEN 33, NUMERO 2, 2015

Goff WD, Drye CE and Miller RW. 1987. Ecology and epide-
miology of pecan downy spot. Phytopathology 77: 491-
496.

Latham AJ. 1982. Effects of some weather factors and Fusicla-
dium effusum conidia dispersal on pecan scab occurrence
[Carya illinoensis]. Phytopathology 72: 1339-1345.

Patifio LF, Bustamante E y Salazar LM. 2007. Efecto de Sus-
tratos Foliares Sobre la Sigatoka Negra (Mycosphaerella
fijiensis Morelet) en Banano (Musa * paradisiaca L.) y
Platano (Musa acuminata Colla). Agricultura Técnica 67:
437-445.

Pinkard EA and Mohammed CL. 2006. Photosynthesis of Eu-
calyptus globulus with Mycosphaerella leaf disease. New
Phytologist 170: 119-127.

Rodriguez-Gaviria PA 'y Cayon G. 2008. Efecto de Mycosphae-
rella fijiensis sobre la fisiologia de la hoja de banano.
Agronomia Colombiana 262: 256-265.

SAGARPA. Sistema de Informacion Agropecuaria de Consul-
ta, 1980-2012. México, DF, 2013.

Salam MU, Galloway J, MacLeod WJ, Seymour M, Pritchard
I, Barbetti MJ and Maling T. 2009. Translating research
into the field: meta-analysis of field pea blackspot severi-
ty and yield loss to extend model application for disease
management in Western Australia. In APPS 2009: Plant
Health Management: An Integrated Approach: Abstracts
of the 17th Australasian Plant Pathology Conference (pp.
74-74). APPS.

Sparks D. 1995. A climatic approach to pecan scab control.
Hort-Technology 5: 225-230.

Stone C, Parsons M, Matsuki M and Carnegie AJ. 2003. Pest
and disease assessment in young eucalypt plantations:
Field Manual for using the Crown Damage Index. Bureau
of Rural Sciences. Australia. 30 p.

218



Busqueda de fuentes de resistencia
al Poinsettia mosaic virus en plantas silvestres de nochebuena

Search for sources of resistance to
Poinsettia mosaic virus in wild poinsettia plants

Omar Jacobo Villegas, *Guadalupe Valdovinos Ponce, Postgrado en Fitosanidad-Fitopatologia. Colegio de
Postgraduados, Km 36.5 Carretera México-Texcoco, Montecillo Texcoco, Estado de México C.P. 56230, Ser-
gio Ramirez Rojas, Laboratorio de Fitopatologia. Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias Campo Experimental Zacatepec, Km 0.5 Carretera Zacatepec-Galeana, Zacatepec, Morelos, México
C.P. 62780 y Camilo Hernandez Juarez, Departamento de Parasitologia Agricola. Universidad Autéonoma
Chapingo, Km. 38.5 Carretera México-Texcoco, Estado de México C.P. 56230. *Correspondencia: gvapon(@

colpos.mx.

Recibido: Abril 01, 2015.

Aceptado: Junio 28, 2015.

Jacobo-Villegas O, Valdovinos-Ponce G, Ramirez-Rojas
S y Hernandez-Juarez C. 2015. Busqueda de fuentes de
resistencia al Poinsettia mosaic virus en plantas silves-
tres de nochebuena. Revista Mexicana de Fitopatologia
33:219-231.

Resumen. La nochebuena, como especie mejo-
rada, es una de las plantas ornamentales de mayor
importancia comercial a nivel mundial. En el 2013,
el valor de su produccion en México fue superior a
los 416 millones de pesos; sin embargo, esta cifra
puede reducirse debido a la presencia del PnMV, el
cual esta reportado en algunos paises de América,
Asia y Europa causando alteraciones foliares que
demeritan su comercializacion. Considerando que
Meéxico importa las variedades mejoradas de no-
chebuena para su produccidén y comercializacion,
y que estas variedades se originaron a partir de las
plantas silvestres que Robert Poinsett obtuvo del
pais y envio a Estados Unidos, el objetivo de esta
investigacion fue buscar una fuente de resisten-
cia al virus en plantas silvestres de nochebuena.
Se recolectaron plantas silvestres de nochebuena
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Abstract. Poinsettia, as an improved species, is
one of the most economically important ornamental
plants worldwide. In 2013, the value of poinsettia
production in Mexico was higher than 416 million
pesos; however, this amount can be reduced by
PnMYV, which has been reported in some countries
of the Americas, Asia and Europe inducing
symptoms that affect its marketing. Taking into
account that Mexico imports improved varieties of
poinsettia for production and marketing, and that
these varieties were developed originally from wild
plants collected by Robert Poinsett in Mexico and
sent them to USA, the objective of this research
was to search for a virus resistant source in wild
poinsettia plants. Symptomless wild poinsettia
plants and plants with symptoms associated with
virus were collected in four states of Mexico.
DAS-ELISA and RT-PCR were done in order to
determine the virus presence as well as mechanical
and graft inoculations. Results showed that the wild
poinsettia plants are non-hosts for PnMV, so they
may be a source of resistance to this virus. This
is the first report of PnMV in improved poinsettia
plants in Mexico.
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asintomaticas y con sintomas asociados a virus en
cuatro estados de la Republica Mexicana. Se reali-
z6 DAS-ELISA y RT-PCR para determinar la pre-
sencia del virus, asi como inoculaciones mecani-
cas y por injerto. Los resultados indicaron que las
plantas silvestres de nochebuena no son hospedan-
tes del PnMYV, por lo que podrian representar una
fuente de resistencia para este patogeno. Este es el
primer reporte en México del PnMV en plantas me-
joradas de nochebuena.

Palabras clave: Euphorbia pulcherrima, resisten-
cia, virus.

En México, la nochebuena (Euphorbia pulche-
rrima Willd. ex Klotzsch) se cultiva en traspatios y
jardines, como especie mejorada y se encuentra en
estado silvestre desde el noroeste de México hasta
el sur de Guatemala (Trejo et al., 2012; Canul et
al., 2014). Las plantas de nochebuena que se cul-
tivan en jardines y traspatios reciben el nombre
de “nochebuena de sol”; se utilizan como plantas
medicinales, flor de corte y para adornar espacios
publicos (Colinas, 2009; Canul et al., 2014). No se
tienen datos oficiales sobre la superficie cultivada
con “nochebuena de sol”. En el 2010, en el estado
de Morelos, se cultivaron alrededor de 20,000 m?
con mercado a nivel regional, estatal y nacional, y
sin contrato para su comercializacion (Galindo et
al.,2012).

En contraste, la nochebuena, como especie
mejorada (de aqui en adelante nombrada como
nochebuena comercial), es una de las plantas or-
namentales de mayor importancia a nivel mundial.
De acuerdo con los registros de la produccion de
cultivos floricolas de Estados Unidos de América,
su venta en el 2013 fue de 146 millones de ddlares
(USDA, 2014). En este mismo afo, el valor de la
produccion en México fue superior a los 416 millo-
nes de pesos (SAGARPA, 2014).
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Key words: Euphorbia pulcherrima, resistance,
virus.

In Mexico, poinsettia (Euphorbia pulcherrima
Willd. ex Klotzsch) is cultivated in backyards and
gardens, as an improved species, and is located
as a wild plant from Northwestern Mexico to the
South of Guatemala (Trejo et al., 2012; Canul et
al., 2014). Poinsettia plants cultivated in gardens
and backyards are known as “nochebuena de sol”;
they are used as medicinal and cut flowers plants,
and for decorating public spaces (Colinas, 2009;
Canul et al., 2014). There are no official data about
the cultivated area with “nochebuena de sol”; in
2010, in the state of Morelos, they were cultivated
around of 20,000 m? for regional, state and national
markets, and without trade agreements (Galindo et
al., 2012).

In contrast, poinsettia, as an improved species
(hereinafter referred as commercial poinsettias),
is one of the most important ornamental plants
worldwide. According to the United States of
America flower production records, poinsettia sales
in 2013 were $146 million dollars (USDA, 2014).
In the same year, the production value in Mexico
was over $416 million pesos (SAGARPA, 2014).

Wild poinsettia plants have been under a
constant selection pressure, so they have developed
some traits that add value as a genetic resource
(SINAREFI, 2010) with potential for research and
marketing. Therefore, it is necessary to protect and
incorporate this species to genetic improvement
programs (Canul et al., 2010). In this regard,
INIFAP at the Zacatepec Experimental Field is
developing a genetic improvement program for
“nochebuena de sol” and wild poinsettia plants,
aimed to obtain Mexican varieties with commercial
and phytosanitary features that benefit farmers.

Commercial poinsettias are regular hosts for both
Poinsettia mosaic virus (PnMV) and Poinsettia
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La nochebuena silvestre ha estado bajo una
constante presion de seleccion, por lo que ha de-
sarrollado caracteres que le confieren valor como
recurso fitogenético (SINAREFI, 2010) con po-
tencial para investigacion y comercializacion, por
lo que es necesario conservarla e incorporarla a
programas de mejoramiento genético (Canul et al.,
2010). En este sentido, el INIFAP del Campo Expe-
rimental Zacatepec esta desarrollando un programa
de mejoramiento genético de plantas de “noche-
buena de sol” y silvestres con la finalidad de obte-
ner variedades mexicanas con atributos comercia-
les y fitosanitarios que beneficien a los productores.

La nochebuena comercial es hospedante regular
del Poinsettia mosaic virus (PnMV) y del Poin-
settia latent virus (PnLV) (aus dem Siepen et al.,
2005). A la fecha no se han reportado sintomas en
plantas infectadas con el PnLV (aus dem Siepen et
al., 2005), pero el PnMV induce distorsion de brac-
teas, mosaico y moteado foliar, causando pérdidas
importantes en la comercializacién (Lebas, 2007).

En México, el estudio de virus fitopatégenos en
plantas de “nochebuena de sol” y silvestres es re-
ciente. Se tienen dos reportes en donde se asocia
la presencia de estos patégenos con sintomas de
clorosis, mosaico, variegado y deformacion foliar.
En el 2012, en un diagnoéstico preliminar con inmu-
no-tiras, se detectaron al Cucumber mosaic virus
(CMV), Tobacco mosaic virus (TMV) y al Tomato
spotted wilt virus (TSWV). La presencia del CMV
y TMV se corrobor6 posteriormente con la prueba
DAS-ELISA (Ocampo, 2012). En el 2013, se de-
tectd mediante DAS-ELISA al TMV en plantas de
“nochebuena de sol” que se recolectaron en More-
los, Guerrero, Distrito Federal, Michoacan, Estado
de México, Puebla, Veracruz, Oaxaca y Nayarit. La
presencia de este virus se corroboré con RT-PCR
en las plantas del Estado de México y Nayarit.
También se determind la presencia del PnMV en
plantas de “nochebuena de sol” de Michoacan,
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latent virus (PnLV) (aus dem Siepen et al., 2005).
Even though no symptoms have been reported on
plants infected by PnLV (aus dem Siepen et al.,
2005) so far, it is known that PnMV induces bracts
distortion, mosaic and leaf mottling, which cause
important marketing losses (Lebas, 2007).

In Mexico, research about phytopathogenic
virus in “nochebuena de sol” and wild poinsettia
plants is recent. There are two reports where the
presence of such pathogens was associated with
symptoms of chlorosis, mosaic, variegation and
leaf deformation. In 2012, results of a preliminary
test using immune strips showed the presence of
Cucumber mosaic virus (CMV), Tobacco mosaic
virus (TMV) and Tomato spotted wilt virus
(TSWV). The presence of CMV and TMV was
later confirmed using DAS-ELISA (Ocampo,
2012). In 2013, TMV was detected using DAS-
ELISA in “nochebuena de sol” plants collected in
Morelos, Guerrero, Mexico City, Michoacan, State
of Mexico, Puebla, Veracruz, Oaxaca and Nayarit.
The presence of this virus was confirmed by RT-
PCR in plants collected in the State of Mexico and
Nayarit. PnMV was also detected in “nochebuena
de sol” plants collected in Michoacan, State of
Mexico, Veracruz and Oaxaca; these results were
further confirmed by RT-PCR only in plants
collected in Michoacan and Oaxaca (Ocampo et
al., 2013). In wild poinsettia plants collected in
Morelos, Guerrero and Nayarit, the presence of
TMV was only detected by DAS-ELISA (Ocampo,
2012).

Considering that Mexico imports commercial
varieties of poinsettia for their production and
commerce, that these varieties were developed
from wild plants collected in Mexico, and that
PnMV is one of the causes of economic losses
in the production of this ornamental plant, the
objective of this research was to search for a source
of resistance to PnMV in wild poinsettia plants.
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Estado de México, Veracruz y Oaxaca; ratificando
el resultado con RT-PCR solamente en las plan-
tas que se recolectaron en Michoacan y Oaxaca
(Ocampo et al., 2013). En plantas silvestres de no-
chebuena recolectadas en los estados de Morelos,
Guerrero y Nayarit, solo se determind la presen-
cia del TMV con la prueba DAS-ELISA (Ocampo,
2012).

Considerando que México importa las varieda-
des comerciales de nochebuena para su produccion
y comercializacion, que estas variedades se origi-
naron a partir de plantas silvestres que se colecta-
ron en México, y que el PnMV es una de las causas
de pérdidas econdmicas en la produccion de esta
ornamental, el objetivo de esta investigacion fue
buscar una fuente de resistencia al PnMV en plan-
tas silvestres de nochebuena.

En 2013 y 2014 se recolectaron plantas silves-
tres de nochebuena asintomaticas y con sintomas
asociados a virus en los municipios de Jiutepec,
Morelos (10 plantas); Tehuilotepec, Guerrero (9
plantas); Xilitla, San Luis Potosi (2 plantas) y en
un invernadero de la Universidad Auténoma Cha-
pingo (UACh), en el Estado de México (11 plan-
tas). Ademas se consiguieron plantas de noche-
buena (como especie mejorada) de las variedades
“Freedom” y “Red Prestige” en la empresa “Vivero
Internacional” ubicada en el estado de Morelos. A
partir de dos de las nueve plantas recolectadas en
Tehuilotepec y las dos obtenidas de Xilitla, se ob-
tuvieron esquejes que se establecieron en un cubi-
culo aislado del invernadero de virus fitopatdgenos
del Departamento de Parasitologia Agricola de la
UACh.

La deteccion del PnMV se realizd serologica-
mente con la prueba DAS-ELISA en hojas tiernas
y raices de todas las plantas que se recolectaron en
Jiutepec y Tehuilotepec, y solamente se analizo el
tejido foliar de las plantas obtenidas del inverna-
dero de la UACh y de las plantas de nochebuena
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In 2013 and 2014, wild poinsettia plants with
virus-associated symptoms
were collected in Jiutepec, Morelos (10 plants);
Tehuilotepec, Guerrero (9 plants); Xilitla, San
Luis Potosi (2 plants), and in a greenhouse at the
Chapingo Autonomous University (UACh) in the
State of Mexico (11 plants). Likewise, “Freedom”
and “Red Prestige” commercial poinsettia plants
were got at the “Vivero Internacional” company
located in Morelos state. Shoots from two out of
the nine plants collected in Tehuilotepec and two
from Xilitla were placed into an isolated room in
the virus greenhouse of the UACh Agricultural
Parasitology Department.

The PnMV was detected using DAS-ELISA in
young leaves and roots of all the plants collected
in Jiutepec and Tehuilotepec, and only foliar tissue
from the UACh greenhouse and commercial plants
(5 “Freedom” and 4 “Red Prestige” plants) was
analyzed. The detection protocol was carried out
following the manufacturer instructions (Reagent
Set SRA 90700/0096 Agdia®). Absorbance values
were measured after 60 min of incubation in
an ELISA micro-plates reader (Multiskan EX,
Labsystems) at 405 nm. Samples were considered
positive when their absorbance values exceeded
the average of the negative controls multiplied by 2
(Garcia et al., 2014).

RNA was isolated from 100 mg of leaf tissue
of all the samples with the commercial Kit ZR
Plant RNA MiniPrep™ (R2024 Zymo Research)
by following the manufacturer protocol. In order
to verify that there were no inhibitors in the ARN
samples, one segment of the 18S gen was amplified
using the specific primers 18SF (5'- ACG GAT CGC
ACG GCC TTC GT -3) and 18SR (5'- ACC AGA
CTT GCC CTC CAA TGG -3) (Zamboni et al.,
2008). A partial amplification of PnMV was done
with PnMV-F (5’-GTG CCA GCC GCC GTTCTT
CT-3") and PnMV-R primers (5'-TGA GCC GGC

and symptomless
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comercial (5 de la variedad “Freedom” y 4 de “Red
Prestige”. El protocolo de deteccion se llevo a cabo
segun las indicaciones del fabricante (Reagent Set
SRA 90700/0096 Agdia®). Los valores de absor-
bancia se midieron a los 60 minutos de incubacién
en un lector de micro-placas de ELISA (Multiskan
EX, Labsystems) a 405 nm. Se consideraron positi-
vas las muestras que tuvieron valores de absorban-
cia mayores al promedio de los controles negativos
multiplicado por dos (Garcia et al., 2014).

EI ARN se aisl6 a partir de 100 mg de tejido fo-
liar de todas las muestras con el Kit comercial ZR
Plant RNA MiniPrep™ (R2024 Zymo Research)
considerando el protocolo del fabricante. Para des-
cartar la presencia de inhibidores, se amplificé un
segmento del gen 18S con los iniciadores especifi-
cos 18SF (5'- ACG GAT CGC ACG GCC TTC GT
-3) y 18SR (5'- ACC AGA CTT GCC CTC CAA
TGG -3) (Zamboni et al., 2008). La amplificacion
parcial del PnMYV se realizé con los iniciadores Pn-
MV-F (5'-GTGCCAGCCGCCGTTCTTCT-3") y
PnMV-R (5-TGAGCCGGCGACTCCATCCA-3")
(Ocampo et al., 2013). El control positivo se obtu-
vo de plantas comerciales de nochebuena variedad
“Red Prestige” mantenidas en el invernadero de vi-
rus de la UACh. El control negativo consistio en
la mezcla de reaccidn sin el ADN complementario.
Los productos de PCR se resolvieron en un gel de
agarosa al 1.5% p/v a 100 V durante 80 minutos.
Los amplicones se observaron en un fotodocumen-
tador (Vilber Lourmat, Quantum), se purificaron
con el Kit comercial “Wizard ® SV Gel and PCR
Clean-Up System” de Promega®, siguiendo el pro-
tocolo del fabricante, y se mandaron a secuenciar
al Instituto de Biotecnologia de la Universidad Na-
cional Auténoma de México.

Para los ensayos de transmision, el PnMV se
inocul6 independientemente y de manera mecanica
en cuatro plantas silvestres de nochebuena obtenidas
a partir de las estacas recolectadas en Tehuilotepec y
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GAC TCC ATC CA-3") (Ocampo et al., 2013).
The positive control was gotten from poinsettia
commercial plants of the “Red Prestige” variety,
which were kept in the UACh virus greenhouse.
The negative control was the reaction mix without
the complementary ADN. PCR products were
resolved in an 1.5 % w/v agarose gel at 100 V
for 80 min. Amplicons were visualized with an
UV transiluminator (Vilber Lourmat, Quantum),
purified using the commercial Kit Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System from Promega®
following the manufacturer protocol, and sent for
sequencing to the UNAM Biotechnology Institute.
For transmission assays, PnMV  was
individually and mechanically inoculated in
four wild poinsettia plants obtained from the
stalks collected in Tehuilotepec and Xilitla, and
from 10 species of indicator plants (Nicotiana
benthamiana, N. clevelandii, N. tabacum cv.
Xanthi, N. glutinosa, N. occidentalis, N. virginia,
N. rustica, Datura stramonium, Chenopodium
amaranticolor and Ch. quinoa). The inoculum
source was obtained from the “Red Prestige” and
“Freedom” commercial varieties that
the highest virus concentration, according to the
serological results. Briefly, three to five young
leaves were sprinkled with 600-mesh carborundum
and rubbed individually with a sterile cotton swab
previously dipped in the inoculum. For a negative
control, carborundum was applied on the surface
of the leaves, then they were rubbed with a sterile
cotton swab dipped into a pH 7.4 phosphate +
diethyldithiocarbamate acid (DIECA) buffer.
Furthermore, young shoots of “Red Prestige”
and “Freedom” plants that were PnMV positives
by DAS-ELISA were grafted on three wild
poinsettia plants obtained from stalks collected in
Tehuilotepec, which were PnMV negative according
to DAS-ELISA test. Each plant was cut obliquely;
grafts were cut like a wedge shaped and inserted

showed
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Xilitla, y en 10 especies de plantas indicadoras (Vi-
cotiana benthamiana, N. clevelandii, N. tabacum
cv. Xanthi, N. glutinosa, N. occidentalis, N. virgi-
nia, N. rustica, Datura stramonium, Chenopodium
amaranticolor 'y Ch. quinoa). La fuente de indculo
se obtuvo de las plantas de nochebuena comercial
“Red Prestige” y “Freedom” que presentaron la
mayor concentracion del virus segun los resultados
serologicos obtenidos. Brevemente, tres a cinco
hojas jovenes de las plantas se espolvorearon con
carborundum de 600 mallas y se frotaron de mane-
ra independiente con un hisopo estéril previamente
humedecido con el indculo. Como control negativo
se aplico carborundum en la superficie de las hojas
y se frotaron con un hisopo estéril humedecido con
amortiguador de fosfatos + acido dietilditiocarba-
mico (DIECA) pH. 7.4.

Adicionalmente, brotes tiernos de las varieda-
des “Red Prestige” y “Freedom” que fueron posi-
tivos al PnMV con DAS-ELISA, se injertaron en
tres plantas silvestres de nochebuena obtenidas a
partir de las estacas recolectadas en Tehuilotepec
y que fueron negativas al PnMV, segtn los resul-
tados DAS-ELISA. A cada planta silvestre se le
hicieron dos incisiones oblicuas; los injertos se
cortaron en forma de cufia y se insertaron en las in-
cisiones hechas en las plantas silvestres, de acuerdo
con la metodologia de Jayasinghe y Chuquillanqui
(1992). Las plantas se mantuvieron en observacion
en un cubiculo aislado del invernadero de virus de
la UACh. Como control negativo se utilizaron dos
plantas de nochebuena silvestre, una como injerto
(brotes nuevos) y otra como portainjerto (plantas
generadas a partir de las estacas recolectadas en
Guerrero y San Luis Potosi).

Solamente en algunas de las plantas silvestres
de nochebuena que se recolectaron en Jiutepec y en
el invernadero de la UACh se observaron sintomas
de moteado, deformacion foliar, mosaico y manchas
anulares (Figura 1). El moteado y la deformacion de
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into the cuts made on the wild poinsettia plants,
according to Jayasinghe and Chuquillanqui (1992)
methodology. Plants were kept under observation
in the UACh virus greenhouse. Two wild poinsettia
plants were used as negative control controls, one
as a graft (young shoots) and another as a rootstock
(plants developed from stalks collected in Guerrero
and San Luis Potosi).

Only some of the wild poinsettia plants
collected in Jiutepec and in the UACh greenhouse
showed chlorosis, leaf deformation, mosaic and
ring spots symptoms (Figure 1). Mottling and leave
deformation matched with symptoms induced by
PnMV on poinsettia commercial plants grown
in commercial nurseries in Venezuela (Carballo
et al., 2001) a New Zealand (Lebas et al., 2007);
however, the serological and molecular tests done
in this research did not detect the virus. The 32 wild
poinsettia plants were negative for the antiserum
assessed. In general, the average absorbance of
the leaf samples was 0.113 (Table 1); while root
tissue assessed from the same plants collected in
Tehuilotepec and Jiutepec, as well as one of the
wild poinsettia plant from UACh green house,
was 0.134 (Table 2). These results did not either
match with those reported by Ocampo et al.
(2013) in “nochebuena de sol” plants collected
in Michoacan and Oaxaca, where the ELISA test
showed that only 4 out of 28 plants with chlorosis,
mosaic, variegation, leaf deformation and white
spots symptoms were positive for PnMV. These
symptoms, expressed after the plants were
established at the INIFAP facilities (Zacatepec
Experiment Field) from the twigs collected in the
indicated sites, do not match with those induced
by PnMV in commercial poinsettia plants, and
they could be caused by insects. However, the fact
that PnMV had been detected in the sap suggests
that these samples became contaminated with the
positive controls or that the infection caused by
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Figura 1. Hojas de plantas silvestres de nochebuena (Euphorbia pulcherrima) con sintomas de posible origen viral. Hojas de
plantas mantenidas en el invernadero de la Universidad Autonoma Chapingo. Mosaico (A y B), manchas anulares (C)
y moteado (D). Hojas de plantas recolectadas en Jiutepec, Morelos. Deformacion (E) y puntos cloroéticos (F). Hojas
asintomaticas de plantas recolectadas en Tehuilotepec, Guerrero (G) y en Xilitla, San Luis Potosi (H).

Figure 1. Leaves of wild poinsettia plants (Euphorbia pulcherrima) showing possible viral symptoms. Plant leaves kept in
Chapingo Autonomous University’s greenhouse. Mosaic (A y B), ringspots (C) and mottling (D). Leaves of plants
collected in Jiutepec, Morelos. Deformation (E) and chlorotic spots (F). Asymptomatic leaves of plants collected in
Tehuilotepec, Guerrero (G) and in Xilitla, San Luis Potosi (H).

hojas coincide con los sintomas inducidos por el
PnMYV en plantas de nochebuena comercial produ-
cidas en viveros comerciales de Venezuela (Car-
ballo et al., 2001) y Nueva Zelanda (Lebas et al.,
2007), pero los analisis serologico y molecular que
se realizaron en la presente investigacion no detec-
taron al virus. Las 32 plantas silvestres de noche-
buena dieron reaccion negativa al antisuero eva-
luado. En general, la absorbancia promedio de las
muestras foliares fue de 0.113 (Cuadro 1); mientras
que el tejido radical, que se evalud de las mismas
plantas recolectadas en Tehuilotepec y Jiutepec,
y en una de las plantas silvestres de nochebuena
del invernadero de la UACh, fue de 0.134 (Cua-
dro 2). Estos resultados tampoco concuerdan con
lo reportado por Ocampo et al. (2013) en plantas de
“nochebuena de sol” recolectadas en Michoacan y
Oaxaca; en donde el analisis serologico por ELISA
indico que solamente 4 de 28 plantas con sintomas
de clorosis, mosaico, variegado, deformacion foliar
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this virus is latent. If the infections are latent, it
is possible that the symptomless wild poinsettia
plants collected in Tehuilotepec, Jiutepec, and those
developed from the twigs collected in Xilitla may
provide a source of resistance to PnMV. However,
as it was mentioned previously, in all these plants
the DAS-ELISA test did not detect the virus, and
the specific primers only amplified the expected
band in the positive controls (“Freedom”). The 18S
ribosomal primers retrotranscribed the expected
RNA fragment that was isolated from the 32 wild
poinsettia plants, showing a 99 % of similarity
with the sequence recorded in the GenBank
(EU326598.1) (data not shown). This suggests that
the quality of the nucleic acid was good and that
there were no reverse transcription inhibitors.

In improved poinsettia plants, PnMV cannot
induce symptoms or it is able to cause foliar mottled,
and leaf and bract distortion (Carballo et al., 2001;
Lebas et al., 2007). The “Freedom” and “Red
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Cuadro 1. Absorbancia a 405 nm en la prueba DAS-ELISA de tejido foliar de plantas silvestres de nochebuena (Euphorbia pul-

cherrima).

Table 1. Absorbance at 405 nm using DAS-ELISA for leaf tissue of wild poinsettia plants (Euphorbia pulcherrima).

Numero de Repeticiones

Sitio de muestreo Promedio Resultado
planta I I
1 0.109 0.109 0.109 -
2 0.114 0.118 0.116 -
3 0.119 0.126 0.123 -
4 0.112 0.101 0.107 -
5 Tehuilotepec 0.109 0.104 0.107 -
6 0.108 0.107 0.108 -
7 0.120 0.110 0.115 -
8 0.124 0.112 0.118 -
9 0.192 0.190 0.191 -
1 0.107 0.109 0.108 -
2 0.102 0.117 0.110 -
3 0.100 0.107 0.104 -
4 0.101 0.111 0.106 -
5 Jiutepec 0.107 0.108 0.108 -
6 0.105 0.117 0.111 -
7 0.104 0.115 0.110 -
8 0.114 0.107 0.111 -
9 0.114 0.111 0.113 -
10 0.115 0.114 0.115 -
1 Xilitla 0.114 0.118 0.116 -
2 0.111 0.210 0.161 -
1 0.107 0.103 0.107 -
2 0.102 0.104 0.102 -
3 0.103 0.107 0.103 -
4 0.101 0.103 0.101 -
5 UACh 0.106 0.106 0.106 -
6 0.106 0.280 0.106 -
7 0.107 0.118 0.107 -
8 0.104 0.107 0.104 -
9 0.108 0.110 0.108 -
10 0.116 0.116 0.116 -
11 0.105 0.106 0.105
Promedio 0.113
Control - N. benthamiana 0.113 0.108 0.110 -
Control + Agdia® 1.280 1.232 1.256 +

Limite de deteccion (L. D.) = Promedio testigo negativo x 2 = 0.1105 x 2 = 0.221 / Detection limit (L. D.) = Negative control

average x 2=0.1105 x 2 = 0.221.

y manchas blancas fueron positivas al PnMV. Es-
tos sintomas, que se expresaron después de que las
plantas se habian establecido en instalaciones del
INIFAP (Campo Experimental Zacatepec) a partir
de varetas recolectadas en las entidades senalas, no
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Prestige” poinsettia used in this research showed
mosaic and were positive for PnMV according to
ELISA (Table 3) and RT-PCR results. In order to
determine if the wild poinsettia plants were or not
hosts for the virus, the foliar sap from “Freedom”
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Cuadro 2. Absorbancia a 405 nm en la prueba DAS-ELISA de tejido radical de plantas silvestres de

nochebuena (Euphorbia pulcherrima).

Table 2. Absorbance at 405 nm using DAS-ELISA for root tissue of wild poinsettia plants (Euphorbia

pulcherrima).
Nimero de Sitio de muestreo Repeticiones Promedio Resultado
planta I II

1 0.110 0.194 0.152 -

2 0.102 0.106 0.104 -

3 0.103 0.102 0.103 -

4 0.193 0.187 0.190 -

5 Tehuilotepec 0.195 0.194 0.195 -

6 0.128 0.190 0.159 -

7 0.199 0.116 0.158 -

8 0.194 0.150 0.172 -

9 0.189 0.198 0.194 -

1 0.107 0.105 0.106 -

2 0.111 0.106 0.109 -

3 0.106 0.114 0.110 -

4 0.113 0.116 0.115 -

5 Jiutepec 0.103 0.117 0.110 -

6 0.115 0.120 0.118 -

7 0.109 0.118 0.114 -

8 0.106 0.119 0.113 -

9 0.111 0.112 0.112 -

10 0.116 0.116 0.116 -

11 UACh 0.180 0.102 0.141 -
Promedio 0.1345 -
Control - N. benthamiana 0.113 0.108 0.1105 -
Control + Agdia® 1.280 1.232 1.256 +

Limite de deteccion (L. D.) = Promedio testigo negativo x 2 =0.1105x 2 =0.221/ Detection limit (L.
D.) = Negative control average x 2 =0.1105 x 2 =0.221.

coinciden con los inducidos por el PnMV en plan-
tas comerciales de nochebuena y pudieron haber
sido causados por insectos. Sin embargo, el hecho
de que en la savia se haya detectado al PnMV su-
giere que pudo haber ocurrido contaminaciéon con
los controles positivos o que las infecciones causa-
das por este virus son latentes. En caso de que las
infecciones sean latentes, es posible que las plantas
silvestres de nochebuena asintomaticas que se re-
colectaron en Tehuilotepec, Jiutepec y aquellas que
se desarrollaron a partir de varetas recolectadas en
Xilitla puedan constituir una fuente de resistencia
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plants that where PnMV positives by DAS-ELISA
was mechanically inoculated on wild poinsettia
leaves, but no symptoms were evident and the virus
was not detected with the used techniques, nor it
was defined if the grafts from the “Freedom” and
“Red Prestige” varieties transmitted PnMV to the
wild poinsettia plants because of graft abortion.

It is possible that the luminosity and temperature
conditions during the transmission assays, that the
biological features of the donor and recipient plants
(phenological stage of development, nutrition)
and/or that the characteristics of the buffer used
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al PnMYV, no obstante, como se indico anteriormen-
te, en todas estas plantas no se detectd al virus por
DAS-ELISA y los iniciadores especificos solo am-
plificaron la banda esperada en los controles po-
sitivos (“Freedom”). Los iniciadores para el seg-
mento del gen 18S ribosomal retrotranscribieron el
fragmento esperado en el ARN que se aislo de las
32 plantas silvestres de nochebuena mostrando un
99 % de similaridad con la secuencia registrada en
el Gen Bank (EU326598.1) (datos no mostrados),
lo que indica que la calidad del acido nucleico es
buena y que no hubo inhibidores para la retrotrans-
cripcion.

En plantas mejoradas de nochebuena, el PnMV
puede no inducir sintomas o bien causar moteado
foliar y distorsion de hojas y bracteas (Carballo et
al.,2001; Lebas et al., 2007). Las plantas comercia-
les de nochebuena “Freedom” y “Red Prestige” que
se utilizaron en la presente investigacion presenta-
ron mosaicos y fueron positivas al PnMV segtin los
resultados de ELISA (Cuadro 3) y RT-PCR. Para

to prepare the inoculum (associated with the virus
stability and pathogenicity) have inhibited or
prevented the mechanical and graft transmission
of PnMV to wild poinsettias plants. However, it
is also likely that the wild poinsettia are non-host
plants for the virus, so they could be considered
as a source of resistance to further development
of Mexican varieties that can be integrated into
an improvement genetic system to enhance their
commercial features.

There was no transmission of PnMV to the
indicator plants evaluated. N. benthamiana, which is
one of the plants that has been infected with this virus
(Lebas et al., 2007), showed small necrotic spots
(Figure 2 E) that rather than viral symptoms look
like mechanical damages caused during inoculation;
however, control treatment leaves did not develop
these symptoms. N. rustica, N. occidentalis and N.
virginia leaves developed chlorotic spots (Figure 2
A, C, G, I), but further serological and molecular
tests did not detect the virus.

Cuadro 3. Absorbancia a 405 nm en la prueba DAS-ELISA de tejido foliar de dos variedades comer-
ciales de nochebuena (Euphorbia pulcherrima).
Table 3. Absorbance at 405 nm using DAS-ELISA for leaf tissue of two poinsettia commercial varieties

(Euphorbia pulcherrima).

. Variedad Repeticiones Promedio Resultado
planta 1 1I

1 1.160 1.160 1.160 +

2 0.344 0.368 0.356 +

3 “Freedom” 0.534 0.628 0.581 +

4 0.451 0.558 0.505 +

5 0.446 0.450 0.448 +
Promedio 0.610

1 0.246 0.234 0.240 +

2 “Red 0.408 0.416 0.412 +

3 Prestige” 0.235 0.221 0.228 +

4 0.275 0.253 0.264 +
Promedio 0.286

Control - N. benthamiana 0.113 0.108 0.110 -

Control + Agdia® 1.280 1.232 1.256 +

Limite de deteccion (L. D.) = Promedio testigo negativo x 2 =10.1105 x 2 =0.221 / Detection limit (L.

D.) = Negative control average x 2 =0.1105 x 2 = 0.221.
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determinar si las plantas silvestres de nochebuena
son o no hospedantes del virus, la savia de las ho-
jas de la var. “Freedom”, en donde previamente se
detectd al virus mediante DAS-ELISA, se inoculd
mecanicamente en las hojas de plantas silvestres,
pero no hubo expresion de sintomas y el virus no
se detectd con las técnicas utilizadas. Tampoco se
determino si los injertos de las variedades “Free-
dom” y “Red Prestige” transmitieron al PnMV a
las plantas de nochebuena silvestre debido a que
los injertos abortaron.

Es posible que las condiciones de luminosidad y
temperatura que se presentaron durante los ensayos
de transmision, que las caracteristicas biologicas
de la planta donante y receptora (etapa fenologica
de desarrollo, nutricion) y/o que las caracteristicas
de los amortiguadores que se utilizaron para pre-
parar el indculo (relacionadas con la estabilidad
e infectividad del virus) hayan inhibido o evitado
la transmision mecanica y por injerto del PnMV
a plantas silvestres de nochebuena; sin embargo,
también es probable que la nochebuena silvestre no
sea hospedante de este virus, de tal manera que po-
dria considerarse como fuente de resistencia para
la generacion de variedades mexicanas que puedan
entrar a un sistema de mejoramiento genético que
favorezca sus caracteristicas comerciales.

No hubo transmision del PnMV a las plantas
indicadoras que se evaluaron. En N. benthamiana,
que es una de las plantas en donde se ha logrado
la transmision del virus (Lebas et al., 2007), se
presentaron pequefios puntos necréticos (Figura 2
E), que mas que un sintoma de origen viral pudie-
ra tratarse de un daflo mecanico generado durante
la inoculacion, aunque en las hojas del tratamiento
testigo no se desarrollaron. En las hojas de V. rus-
tica, N. occidentalis y en N. virginia hubo moteado
clorotico (Figura 2 A,C,G, I), pero los analisis sero-
légico y molecular no detectaron al virus.
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In contrast with the results from wild poinsettia
plants, the commercial plants were positive for
PnMV, according to RT-PCR and DAS-ELISA
results. The partial sequence of the virus was 92
% similar to the AB550791.1 sequence reported
by GenBank (data not shown); and the plants had
an average absorbance of 0.610 (“Freedom™) and
0.286 (“Red Prestige”), which were higher than
the detection limit value (0.221) (Table 3). As
previously stated, commercial poinsettia plants
infected with this virus can be symptomless or
develop chlorosis, and leaf and bract distortion
(Carballo et al., 2001; Lebas et al., 2007). PnMV is
a worldwide-spread pathogen. It has been reported
in Australia (Spetz et al., 2008), Korea (Chung et
al. 2004), Denmark (Bech, 1996), New Zealand
(Lebas et al., 2007), Venezuela (Carballo et al.,
2001), among other countries. In Mexico, this is the
first time that the virus is reported in the poinsettia
commercial plants that were evaluated.

CONCLUSIONS

Wild poinsettia plants can be a source of
resistance to PnMV. This is the first report in
Mexico of PnMV in “Freedom” and “Red Prestige”
commercial poinsettia varieties.
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En contraste con los resultados observados en
las plantas de nochebuena silvestre, las plantas
comerciales fueron positivas al PnMV segun

229



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

Figura 2. Hojas de N. rustica (A'y B), N. occidentales (C y D), N. benthamiana (E 'y F), N. tabacum cv. Xanthi (G y H) y N. virginia
(I'yJ)alos 34 dias después de haberse inoculado con el virus PnMV. En todas las plantas se desarrollaron moteados clo-
roticos, a excepcion de N. benthamiana en donde se presentaron pequefios puntos necroticos. B, D, F, Hy J corresponden

a hojas de controles negativos.

Figure 2. Leaves of N. rustica (A'y B), N. occidentales (C and D), N. benthamiana (E and F), N. tabacum cv. Xanthi (G y H)
and N. virginia (I and J) 34 days after inoculation with PnMV. All plants developed chlorotic mottling, except for N.
benthamiana, which showed small necrotic spots. B, D, F, H and J correspond to the negative control leaves.

los resultados de RT-PCR y DAS-ELISA. La se-
cuencia parcial del virus fue 92 % similar con la
secuencia AB550791.1 reportada en el GenBank
(datos no mostrados); y las plantas tuvieron una ab-
sorbancia promedio de 0.610 (“Freedom) y 0.286
(“Red Prestige”), superiores al limite de deteccion
(0.221) (Cuadro 3). Como se indico anteriormente,
la nochebuena comercial infectada con este virus
puede ser asintomatica o desarrollar moteado y dis-
torsion de hojas y bracteas (Carballo ef al., 2001;
Lebas et al., 2007). El PnMV es un patdégeno cos-
mopolita; esta reportado en Australia (Spetz et al.,
2008), en Corea (Chung et al. 2004), Dinamarca
(Bech, 1996), Nueva Zelanda (Lebas et al., 2007),
Venezuela (Carballo et al., 2001), entre otros pai-
ses. En México, éste es el primer reporte del virus
en las plantas comerciales de nochebuena que se
evaluaron.

CONCLUSIONES

Las plantas silvestres de nochebuena pueden ser
una fuente de resistencia para el PnMV. Este es el
primer reporte en México del PnMV en plantas
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comerciales de nochebuena variedades “Freedom”
y “Red Prestige”.
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Resumen. El objetivo de la investigacion fue
identificar los factores socioeconémicos y parasi-
tologicos que limitan la produccion del cacao en
Chiapas, México. Se llevaron a cabo encuestas y
visitas a 109 productores de las dos principales re-
giones productoras. Entre los resultados mas im-
portantes se registr6 que solamente el 14.7 % de
los productores cultiva cacao de almendra blanca.
La unidad de produccion promedio es de 2.6 ha.
Los productores tienen una edad promedio de 59
afnos y el 56 % de ellos no complet6 su instruccion
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Abstract. The main goal of this research was to
identify the socioeconomic and parasitological
factors that limit cocoa production in Chiapas,
Mexico. One hundred and nine cacao-growers were
visited and interviewed in the two main cocoa-
producing regions. According to results only 14.7 %
farmers grow white-almond cacao. The average
production unit is 2.6 hectares. Cacao growers
are 59 years-old on average and 56 % of them did
not finish elementary school. Only 19.3 % of the
production units are under woman responsibility.
Average yield is 118 kg ha' and 60.5 % growers
sell cacao to intermediaries. Pests that affect the
crop and their occurrence include Moniliophthora
roreri (100 %), Phytophthora capsici (67%),
Fusarium  sp. (10.1 %),
gloeosporioides (3.7 %), Ceratocystis cacaofunesta
(0.9 %), Atta sp. (33.9 %), Toxoptera aurantii
(11 %), squirrels (7.3 %), Xyleborus ferrugineus,

Colletotrichum
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primaria. S6lo el 19.3 % de las unidades productivas
esta bajo la responsabilidad de mujeres. El rendi-
miento promedio es de 118 kg ha' y el 60.5 % de
los productores vende el cacao a intermediarios.
Las plagas que afectan al cultivo y su frecuencia
son: Moniliophthora roreri (100 %), Phytophtho-
ra capsici (67 %), Fusarium sp. (10.1 %), Colle-
totrichum gloeosporioides (3.7 %), Ceratocystis
cacaofunesta (0.9 %), Atta sp. (33.9 %), Toxoptera
aurantii (11 %), ardillas (7.3 %), Xyleborus ferru-
gineus, Xylosandrus morigerus, Hypothenemus
birmanus, Corthylus minutissimus, Taurodermus
sharpi, Hypothenemus interstitialis (5.5 %), Vandu-
zea segmentata (5.5 %), pajaro carpintero (4.6 %),
Selenothrips rubrocintus (3.7 %), Clastoptera lae-
nata (3.7 %) y tuzas (3.7 %). Moniliophthora es
el principal factor que afecta la supervivencia del
cacao y su biodiversidad en Chiapas. Esta enfer-
medad destruye la produccion, hace su control no
rentable e induce a los agricultores a abandonar sus
huertas.

Palabras clave: México, Cacao, Decadencia, So-
cioecioecondmicos, Plagas.

INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L), originario de
América del Sur, es un cultivo de importancia
econdmica, industrial, social, cultural y ambiental
(Motamayor et al. 2002). En los tltimos 10 afios,
en México, se ha observado una tendencia decre-
ciente en la produccion. En el 2003 se reportd una
produccion de 49,964 ton mientras que para 2013
la produccion fue de solo 27 844 ton, con una re-
duccion en la superficie cultivada de 20 668 ha.
Chiapas es uno de los estados productores mas im-
portantes de cacao, ocupa el segundo lugar en pro-
ducciéon después de Tabasco quien posee una su-
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Xylosandrus morigerus, Hypothenemus birmanus,
Corthylus minutissimus, Taurodermus sharpi,
Hypothenemus interstitialis (5.5 %), Vanduzea
segmentata (5.5 %), woodpecker (4.6 %),
Selenothrips rubrocintus (3.7 %), Clastoptera
laenata (3.7 %) and mole (3.7 %). Moniliophthora
is the main factor that affects cacao survival and
biodiversity in Chiapas. The disease destroys
production, makes control uneconomical and
causes growers to abandon their plantations.

Keywords: Mexico, cacao,decline, socioeconomic,
pests.

INTRODUCTION

Cacao (Theobroma cacao L), originally from
South America, is a crop of economic, industrial,
social, cultural and environmental importance
(Motamayor et al. 2002). In Mexico, a decreasing
trend in cacao production has been observed in the
past decade. Production in 2003 was 49,964 tons,
while production in 2013 was only 27,844 tons,
and with the growing area decrease by 20,668
hectares (ha). Chiapas is one of the most important
cocoa-growing states, ranked second in production
following Tabasco, whose area sown to cacao is
20,299 ha, and harvests 9,080 ton at a rate of 440
kg ha' (SIAP, 2014). The major cacao growing
areas of Chiapas are Soconusco and northern
Chiapas (SIAP, 2014), where cacao has been part
of the state’s culture, economy, society and history
(Ngjera, 2012).

A recent effort led by Avendafio et al. (2013)
has shown the economic, social, cultural and
environmental value of cacao plantations. The
effort known as ‘Participative improvement”
(Aguirre, 2009; Avendafio et al., 2013; Diaz et al.,
2013) recognizes cacao as a source of diversity
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perficie destinada al cultivo de 20,299 ha y produce
9,080 ton a razon de 440 kg ha' (SIAP, 2014). Las
principales zonas productoras de cacao en Chiapas
son el Soconusco y Norte del estado (SIAP, 2014)
donde este cultivo ha sido parte de la cultura, eco-
nomia, sociedad e historia (N4jera, 2012).

Una iniciativa reciente lidereada por Avenda-
o et al. (2013) ha mostrado el valor econdémico,
social, cultural y ambiental de las plantaciones de
cacao. Esta iniciativa denominada “Mejoramien-
to Participativo” (Aguirre, 2009; Avendaio et al.,
2013; Diaz et al., 2013) reconoce al cacao como
fuente de diversidad y selecciona los mejores ejem-
plares en términos de resistencia a enfermedades y
propiedades organolépticas excepcionales con po-
tencial comercial sobresaliente.

Desafortunadamente, el cacao enfrenta una cri-
sis debida a factores ambientales, tecnologicos,
econdmicos y sociales, que se ven agravados por
problemas fitosanitarios como las enfermedades
que destruyen plantaciones enteras, obligando a
los productores a abandonar este cultivo ancestral
(Gonzalez, 2005). En México no se han identifica-
do los factores socioecondmicos y parasitologicos
que limitan la produccion de una manera puntual y
precisa y todo apunta a que las enfermedades con-
tribuyen de manera significativa a la desaparicion
de este importante cultivo, por lo que el objetivo de
este trabajo fue identificar los factores socioecono-
micos y parasitologicos que limitan la produccion
del cacao en Chiapas, México.

MATERIALES Y METODOS

Zona de estudio. Durante 2013, se aplicaron en-
cuestas y visitaron 109 productores de cacao en 45
localidades en ocho municipios de las dos princi-
pales regiones productoras de cacao en Chiapas:
Soconusco y Norte. En la Region Soconusco se
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and selects the best plants in terms of disease
resistance and outstanding organoleptic properties
and outstanding marketing potential.

Unfortunately,
crisis sparked by environmental, technological,
economic and social factors, which is worsened
by phytosanitary problems, including diseases that
destroy entire plantations and force growers to
leave behind this ancestral crop (Gonzélez, 2005).
In Mexico, no socioeconomic and parasitological
factors that specifically limit production have been
identified, and everything indicates that diseases
are contributing significantly to the disappearance
of this important crop. Thus the objective of this
study was to identify the socioeconomic and
parasitological factors that limit cacao production
in Chiapas, Mexico.

cacao production faces a

MATERIALS AND METHODS

Study area. In 2013 a series of surveys was
undertaken which included visits to 109 cacao
growers from 45 locations in eight municipalities
from the two major cacao growing-regions in
Chiapas: Soconusco and northern Chiapas. In the
Soconusco region 32 surveys were conducted
in the municipalities of Cacahoatan, Huehuetan,
Tapachula, Tuxtla Chico and Tuzantan. In the
northern region 13 surveys were conducted in
the municipalities of Ostuacan, Pichucalco and
Ixtacomitan.

Sample size. For the selection of participant
growers and growers visited, a random selection
method without replacement was used based on
SAGARPAS’ 2013 cacao growers census. In cacao
plots a five diamond pattern was used to estimate
the presence of pests.
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realizaron 32 encuestas en los municipios de Ca-
cahoatan, Huehuetan, Tapachula, Tuxtla Chico y
Tuzantan. En la Regién Norte se realizaron 13 en-
cuestas en los municipios de Ostuacan, Pichucalco
e Ixtacomitan.

Tamaiio de muestra. Para seleccionar a los pro-
ductores encuestados y visitados se utilizdé un mé-
todo de seleccion aleatorio sin remplazo sobre el
padron de productores de cacao publicado por SA-
GARPA en 2013. En las parcelas de cacao se utilizd
el esquema en 5 de oros para estimar la presencia
de las plagas.

Encuesta y calculo de frecuencias. La encuesta
se disend de acuerdo a lo reportado por Ghiglio-
ne y Mataldon (1989), Cérdova et al. (2001), Diaz,
et al. (2013) y Quispe (2013), y estaba integrada
por ocho apartados con 62 reactivos: 1. Ficha de
identificacion (nombre del productor, comunidad
y fecha); 2. Datos generales (edad, sexo, escolari-
dad, tenencia de la tierra y actividades economicas,
financiamiento, capacitacion, organizacién, mano
de obra); 3. Datos de la parcela (superficie, tipo de
cacao, marco de plantacion, arboles de sombra); 4.
Manejo agronoémico (control de maleza, fertiliza-
cion, drenaje); 5. Plagas (plagas observadas, im-
portancia, control); 6. Enfermedades (enfermedades
observadas, importancia, control); 7. Produccion y
comercializacion (beneficiado, precio, produccion
y comercializacion) y 8. Expectativas (continuacion
con el cultivo). Las respuestas de los entrevistados
fueron capturadas y las frecuencias determinadas
mediante el paquete estadistico SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences Version 20).

Identificacion de problemas parasitolégicos.
Durante las visitas a las parcelas seleccionadas se
colectaron insectos y muestras de plantas con sin-
tomas de enfermedades para su identificacion y
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Survey and occurrence calculations. The survey
was designed according to Ghiglione and Matalon
(1989), Cordova et al. (2001), Diaz, et al. (2013)
and Quispe (2013) reports, and included eight
sections with 62 questions: 1.
card (producer’s name, community and date);
2. General information (age, gender, education,
landholding and economic activities, funding,
training, organization, labor); 3. Plot information
(area, type of cacao, planting distance, shade
trees); 4. Agronomic management (weed control,
fertilization, drainage); 5. Pests (observed pests,
importance, control); (observed
diseases, importance, control); 7. Production
and marketing of the cocoa processing, price,
(production and marketing); and 8. Expectations
(continue planting cacao). Responses from farmers
interviewed were collected and occurrences defined
using SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences Version 20).

Identification

6. Diseases

Identification of parasitological problems.
During visits to the selected plots, insects and
samples of plants showing disease symptoms were
collected for identification and diagnosis purposes,
respectively. Insects were kept in alcohol at 70 %.
Then, they were mounted on entomological pins
and identified at species level using taxonomic
keys. A second opinion from an insect taxonomy
expert was requested for each insect. For diseases,
samples of plants showing symptoms were placed
in a moisture chamber for 48 hours. If after this
period, structures of the causing agent were
present, they were identified according to their
taxonomic group. Otherwise, cuts were made to the
diseased tissue, which was disinfected with sodium
hypochlorite (1.5 %) for three minutes, washed
three times in autoclaved distilled water, dried,
and finally planted in a PDA growth medium. The
resulting isolations were purified using the hyphal

235



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

diagndstico, respectivamente. Los insectos fueron
conservados en alcohol al 70 %. Posteriormente
fueron montados en alfileres entomologicos e iden-
tificados a nivel especie utilizando claves taxono-
micas. Una segunda opinidn de un experto en taxo-
nomia de insectos fue solicitada para cada ejem-
plar. Para el caso de las enfermedades, las mues-
tras de plantas con sintomas se colocaron en una
camara humeda por 48 horas. Si después de este
lapso de tiempo se encontraron las estructuras del
agente causal, éstas fueron identificadas de acuerdo
al grupo taxondémico. De otra manera, se realizaron
cortes del tejido enfermo que fue desinfestado en
hipoclorito de sodio (1.5 %) durante tres minutos y
lavado tres veces en agua destilada estéril y seca-
do para finalmente sembrarlo en medio de cultivo
PDA. Los aislamientos obtenidos fueron purifi-
cados por la técnica de punta de hifa e incubados
bajo 12 horas de luz blanca hasta su esporulacion.
En todos los casos se llevo a cabo la extraccion de
acidos nucléicos (Qiagen, USA) para la identifica-
cion molecular de los organismos (BLAST NCBI)
mediante la amplificacion de la region del ITS uti-
lizando los primers ITS4 e ITSS y el protocolo de
White et al. (1990).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aspectos socioeconomicos. En Chiapas la activi-
dad cacaotera la realizan pequefios productores. El
58.7 % tiene parcelas de cacao menores a dos hec-
tareas y el 41.3 % tiene parcelas de mayor superfi-
cie. El promedio de edad de los productores fue de
59 afios. El 80.7 % de los productores de cacao son
del género masculino y solamente el 19.3 % son
del género femenino, que ademas de ser producto-
ras, realizan las labores del hogar y el cuidado de
los hijos, por lo que triplican sus jornadas de tra-
bajo como lo mencionan Suarez et al. (2011). Las
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tip technique and incubated under 12 hours of
white light until sporulation. In all cases, nucleic
acids were extracted (Qiagen, USA) for molecular
identification of organisms (BLAST NCBI); this
was achieved by amplifying the ITS region with
primers ITS4 e ITSS and the protocol of White et
al. (1990).

RESULTS AND DISCUSSION

Economic aspects. In Chiapas, cacao production
is a smallholder activity. 58.7 % smallholders own
plots of less than two hectares and 41.3 % hold
larger plots. The average age of growers is 59
years old. 80.7 % cacao growers are male and only
19.3 % are female. Women are also responsible for
household chores and childcare, thus tripling their
workload, according to Suarez et al. (2011). Women
are engaged in activities such as harvest, washing,
fermentation and drying, but women’s contribution
is not considered significant to the production
process, belittling their important participation in
the cacao production process. This male behavior
has also been observed in other crops (Maier, 1998;
Agarwal, 1992; Cortez and Pizarro, 2001).

Education. More than 50 % cacao growers did
not finish elementary education, and only 4.6 %
hold a B.S. degree (Table 1). Engler and Toledo
(2010) suggested that the low level of education
affects negatively the adoption rates of technology
innovations. This study found that only 53.2 %
cacao growers had requested and received technical
training.

Legal status of plots. 67 % of the production
units are ejidos and the remainder are private
property. In Mexico, the ejido is the most important
form of collective land ownership, which is ruled
by an internal regulation that sets forth the terms for
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mujeres participan en actividades como la cosecha,
lavado, fermentacion y secado, pero no son consi-
deras como un apoyo significativo en el proceso de
produccion, denigrando con ello su importante par-
ticipacion en el proceso productivo del cacao. Este
comportamiento masculino ya ha sido observado
en otros cultivos (Maier, 1998; Agarwal, 1992;
Cortez y Pizarro, 2001).

Escolaridad. Mas de la mitad de los productores
no completo su instruccion primaria y sélo el 4.6 %
concluy6 una licenciatura (Cuadro 1). Engler y To-
ledo (2010) indicaron que el bajo nivel educativo
repercute negativamente en las tasas de adopcion
de innovaciones tecnoldgicas. En este estudio se
detectd que soélo el 53.2 % de los productores han
buscado y recibido capacitacion técnica.

Situacion legal de las parcelas. El 67 % de las
unidades de produccion son ejidales y el resto pro-
piedad privada. En México, el ejido es la forma
mas importante de posesion colectiva de la tierra, el
cual opera con un reglamento interno que contiene
las bases para su organizacién econdémica y social
(Legislacion Agraria, 2004). Esto implica que las
parcelas destinadas al cultivo de cacao estén sujetas
a un limitado comercio, por ejemplo el 66.1 % de
las unidades de produccion han sido heredadas y
solo el 34 % han sido adquiridas.

Los agricultores de cacao comienzan a diver-
sificar sus actividades econdomicas para cubrir sus
necesidades de ingresos. Por ejemplo, el 16.5 % de
los productores lleva a cabo comercio, servicios y
tiene otros cultivos. El 68.8 % de los productores
realiza las actividades culturales del cacao con re-
cursos propios y el 31.2 % ha recibido algin apoyo
financiero.

Organizacion. El 60.6 % de los productores de
cacao pertenece a una asociacion para acceder fa-
cilmente a los recursos financieros y de capacitacion
que ofrece el gobierno. Las principales asociaciones
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its economic and social organization (Legislacion
Agraria, 2004). This means that plots for cacao
production are subject to limited marketing; for
example, 66.1 % of the production units were
inherited and only 34 % were purchased.

Cacao growers have started to diversify their
economic activities to fulfill their income needs.
For example, 16.5 % of them are traders, service
suppliers and grow other crops. 68.8 % cultivate
cacao with their own resources, and 31.2 % of them
have received some financial support.

Organization. 60.6 % cacao growers belong to
an association that facilitates their access to the
financial and training resources offered by the
government. The main cacao growers associations
in the state of Chiapas are Asociacion Agricola
Local de Productores de Cacao de Tapachula
(Tapachula Local Agricultural Association of
Cacao Growers); Asociacion Agricola Local de
Productores de Cacao de Tuxtla Chico (Tuxtla
Chico Local Agricultural Association of Cacao
Growers); Sociedad de Produccion Rural Cuevas de
Tigre de Pichucalco (Pichucalco Tiger Caves Rural
Production Society); Asociacion Agricola Local de
Productores de Cacao de Tuzantan (Tuzantan Local
Agricultural Association of Cacao Growers); and
Alianza del Cacao de Tuxtla Chico (Tuxtla Chico

Cuadro 1. Escolaridad de productores de cacao (Theobroma
cacao L.) en la Region Soconusco y Region Norte
de Chiapas, México.

Table 1. Level of education of cacao growers (Theobroma

cacao L.) in the Soconusco and northern Chiapas

regions.

Escolaridad Frecuencia relativa (%)
Ninguno 20.2
Primaria incompleta 35.8
Primaria completa 16.5
Secundaria 18.3
Bachillerato 4.6
Licenciatura 4.6
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de agricultores de cacao en el estado de Chiapas
son: Asociacion Agricola Local de Productores de
Cacao de Tapachula, Asociacion Agricola Local de
Productores de Cacao de Tuxtla Chico, Sociedad de
Produccion Rural Cuevas de Tigre de Pichucalco,
Asociacion Agricola Local de Productores de Ca-
cao de Tuzantan y la Cooperativa Alianza del Ca-
cao de Tuxtla Chico. De las asociaciones agricolas,
el 51.1 % son municipales, y el 43.4 % se encuentra
distribuido en 11 diferentes figuras asociativas. Las
asociaciones no operan en el acopio y comerciali-
zacion del cacao (con excepcion de la Asociacion
de Productores de Cacao de Tuxtla Chico), por lo
que es recomendable fortalecer los procesos de or-
ganizacion en busca de obtener mayor produccion,
valor agregado al producto y mejores ingresos para
los socios.

Mano de obra. El 54.1 % de los productores uti-
liza jornales en al menos una de las siguientes acti-
vidades durante el ciclo agricola de cacao: limpia,
poda y regulacidon de sombra. La participacion de la
familia en las actividades del cacao es igual de im-
portante, pues el resto de los productores (45.9 %)
realiza estas actividades con mano de obra familiar.

Aspectos agronémicos. Mas del 50 % de las par-
celas se encuentran en regiones planas lo que faci-
lita las actividades del cultivo, los suelos son mas
profundos, fértiles y se erosionan menos. El otro
50 % de las parcelas se encuentra en ladera, que
se consideran marginales, menos productivas y con
acceso a tecnologia y comunicacion mas dificil.

En Chiapas se cultivan diferentes tipos de cacao
conocidos comunmente como Calabacillo (también
llamado Ceylan o Costa Rica), Guayaquil, Injerto
(RIM), Lagarto, Tabasco, que se les denominan de
almendra blanca (criollo). El 14.7 % de los produc-
tores en Chiapas cultivan cacao de almendra blan-
ca; este bajo porcentaje es debido a que este tipo de
cacao presenta mayor susceptibilidad a enfermeda-
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Cococa Cooperative Alliance). From these, 51.1 %
are municipal and 43.4 % are divided in 11 different
agricultural associations. Associations are not
engaged in cacao collection and marketing (except
for the Tuxtla Chico Cacao Growers Association).
For this reason we recommend strengthening the
organizational procedures in order to increase
production, add higher value to products and
increase partners’ income.

Labor. 54.1 % cacao growers use labor in at least
one of the following activities during the cacao crop
cycle: cleansing, pruning and shade regulation.
Engagement of the family in cacao activities is also
important, since the rest of the farmers (45.9 %)
carry out these activities using family labor.

Agronomic aspects. Over 50 % cocoa plots are
in plain regions, which facilitates crop activities
because soils are deeper, fertile and less eroded.
The other 50 % plots are on hills, and these are
considered marginal, less productive and with poor
access to technology and communication.

In Chiapas different types of cacao are grown,
such as Calabacillo (also called Ceylan or Costa
Rica), Guayaquil, Injerto (RIM), Lagarto, Tabasco,
also known as white almond landraces. 14.7 %
growers in Chiapas harvest white almond cacao.
This percentage results from a higher level of
susceptibility to diseases. Accordingly, Coérdova
(2005) pointed out that one of the main constraints
to cacao production and conservation are diseases.
On the other hand, Ramirez (1997) mentions the
importance of these cacaos, since they are the
basis for genetic improvement of ordinary cacaos
(foreigner).

Cacao plantations in Chiapas are 36 years old
on average. Avendafio et al. (2011) found similar
data in his research and reports that plantations
are over 25 years old and only 4 % farmers hold
new plantations. According to Leon (1987), a

238



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

des. En concordancia, Cordova (2005) sehal6é que
una de las principales limitantes para la produccion
y conservacion de cacao son las enfermedades. Por
otro lado, Ramirez (1997) menciona la importancia
de estos cacaos ya que son la base del mejoramien-
to genético de los cacaos ordinarios (forasteros).

Las plantaciones de cacao en Chiapas tienen
un promedio de 36 afios de edad. Avendafio et al.
(2011) encontré datos similares en su investigacion
y reporta que las plantaciones tienen mas de 25 afios
y solo el 4 % de los productores tiene plantaciones
nuevas. De acuerdo con Leon (1987), una planta-
cion de cacao puede mantenerse productiva de 25
a 30 afios. La edad de las actuales plantaciones de
cacao indudablemente es una de las razones que
contribuye a la decadencia del cultivo por lo que
es urgente renovar las plantaciones en un marco de
plantacion de 4x4 m. La sombra es necesaria para
el cultivo del cacao, ésta puede variar de acuerdo
con las especies y genotipos usados, asi como de
las caracteristicas del ambiente. En Chiapas, los
productores utilizan arboles maderables, frutales
y nativos de la region (Cuadro 2). La sombra jue-
ga un papel importante como amortiguador de las
condiciones climaticas adversas (Beer, 1988; Roa
et al. 2009; Salgado et al. 2007), como fuente de
alimentos e ingresos, como espacio para la conser-
vacion y manejo de la biodiversidad y en la captura
de carbono y filtracion de agua (Beer, 1988; Parrish
et al., 1999).

Soélo el 38 % de los productores utilizan arbo-
les de sombra y la regulan. El bajo porcentaje de
productores que destinan recursos a mantener y
regular sombra dentro del cacaotal se explica al
considerar que la mayor parte de ellos considera
que es una actividad que aporta pocos beneficios al
cacao, implica un costo de produccién y no resulta
redituable.

La mayoria de los productores (97.2 %) efectua
al menos un chapeo manual para eliminar malas
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cacao plantation can be productive for as long
as 25-30 years. There is no doubt that the age of
the current cacao plantations is one of the reasons
contributing to the decline of the crop, so it is
urgent to renew plantations using a 4x4 m planting
framework. Cacao crop needs shade and this may
vary according to species and genotypes used and
environment characteristics. In Chiapas, cocoa
growers use timber, fruit and native trees (Table 2).
Shade plays an important role as a buffer against
weather conditions (Beer, 1988; Roa et al. 2009;
Salgado et al. 2007), as well as a source for food
and income, space for biodiversity conservation and
management, carbon capture and water infiltration
(Beer, 1988; Parrish et al., 1999).

Only 38 % cocoa growers use shade trees
and regulate the shade. The low percentage of
growers who allocate resources to maintaining and
regulating shade within their cacao plantations is
explained by the fact that most of them believe
that shading is of little benefit to the crop, which
generates production costs and is not profitable.

Most cacao growers (97.2%) weed manually to
remove weeds from their plantations. This task is
achieved during the rainy season because it is at
that time when weeds tend to grow and affect the
crop.

Only 32 % of the interviewed growers apply
chemical fertilizer, for which they use urea (46-
00-00); 4.6 % uses compost. Composts are made
of plant residues from pruning, shade trees canopy
and the skin of the fruit harvested.

Though 50 % of the plots are in flatlands, only
15.6 % growers said that they drain their plots to
remove the excess of water accumulated during the
rainy season and thus prevent disease outbreaks
(Moore-Landeker, 1996).

The current average yield of cacao in Chiapas
is 118 kilograms per hectare and ranges from 0 kg
ha' to 800 kg ha'. Cocoa is harvested throughout
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Cuadro 2. Especies de arboles de sombra utilizados en cacao (Theobroma cacao L.) en la Region Soconusco y Region Norte de

Chiapas, México.

Table 2. Species of shade trees used in cacao (Theobroma cacao L.) plantations in the Soconusco and northern Chiapas, Mexico,

regions.
Nombre cientifico Nombre comun Uso

Artocarpus communis Forst Pan de palo Maderable
Aspidosperma megalocarpum L. Chiche Maderable
Castilla elastica Sessé ex Cerv. Hule Industriales
Cedrela odorata L. Cedro Maderable
Chrysophyllum caimito L. Caimito Frutal y Maderable
Citrus sinensis L. Naranja Frutal
Cordia alliodora (Ruiz y Pav.) Oken (1833) Laurel Maderable
Elaeis guineensis Jacq. Palma de aceite Industriales
Garcinia mangostana L. Mangostan Frutal
Inga micheliana Harms Chalum Frutal fijador de nitrogeno
Mangifera indica L. Mango Frutal
Musa sp. Banano Frutal
Nephelium lappaceum L. Rambutan Frutal
Persea americana Mill. Aguacate Frutal
Piper sp. Pimienta Industriales
Pouteria sapota (Jacq.) H.E.Moore y Stearn Sapote Frutal
Tabebuia donnell-smithii Rose Primavera Maderable
Tabebuia pentaphylla L. Roble Maderable

hierbas en el cacaotal; esta actividad se realiza du-
rante el periodo de lluvias, debido a que las malas
hierbas tienden a crecer y afectar el cacao en esta
época.

Soélo el 32 % de los entrevistados realiza fertili-
zacion quimica, para lo cual utilizan urea (46-00-00);
el 4.6 % utiliza composta para la fertilizacion. Esta
composta es elaborada a base de desechos vegeta-
les producto de las podas del cacao, de arboles de
sombra y cascara de los frutos cosechados.

A pesar de que el 50 % de las parcelas se en-
cuentran en planicies, s6lo el 15.6 % de los pro-
ductores sefial6 que realiza drenaje en sus parcelas
con el fin de desalojar el agua excedente que se
acumula durante el periodo de lluvias, y asi evitar
condiciones apropiadas para el desarrollo de enfer-
medades (Moore-Landeker, 1996).

El rendimiento promedio actual del cacao en
Chiapas es de 118 kilogramos por hectarea y oscila
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the year. However, most of the harvest takes place
in June, October and November.

Profit is essential and decisive to harvest beans
of good quality (it provides the basic principles of
taste and scent) and for farmers to make a profit
from its marketing in national and international
markets. Cocoa processing includes fermentation,
washing and drying (Table 3). The fermentation
process is traditionally carried out by placing the
cocoa beans in wooden boxes under controlled
conditions.

Marketing. 76.1 % cocoa growers sell their
harvest as dried beans after processing, while 20.2 %
sell their production as mucilaginous pulp (Table
3). Selling fresh cacao is a fast way to market
their produce to intermediaries without having to
process it.

Cacao can be marketed through different means.
60.5 % growers sell their produce to intermediaries,
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de 0 kg ha' a 800 kg ha!. La cosecha de cacao se
realiza durante todo el afio, no obstante, la mayor
produccion de la cosecha se acentuia en los meses
de junio, octubre y noviembre.

El beneficio es una parte esencial y determinante
para obtener buena calidad de grano (proporciona
los principios basicos de sabor y aroma) y acceder
a ganancias durante la comercializacion en el mer-
cado nacional e internacional. El beneficiado inclu-
ye la fermentacion, lavado y secado (Cuadro 3). El
proceso de fermentacion se realiza tradicionalmen-
te al depositar el grano en cajones de madera bajo
condiciones controladas.

Comercializacion. El 76.1 % de los productores
comercializd su cosecha como grano de cacao seco
después del proceso de beneficiado, mientras que
el 20.2 % lo hizo como cacao en baba (Cuadro 3).
La venta de cacao en fresco representa una forma
rapida de vender su producto a intermediarios sin
tener que beneficiarlo.

La comercializacion del cacao puede realizarse
por diferentes medios. E1 60.5 % de los productores
venden su cacao a un intermediario, el 33 % lo co-
mercializan con las asociaciones y solo el 2.8 % vende
su cacao directamente al consumidor en forma de
chocolate artesanal, obteniendo con ello mayores
ganancias. Solo el 3.7 % declar6 no haber cosecha-
do. El precio por kilogramo de grano de cacao seco

33 9% through associations, and only 2.8 % sell
their cacao directly to end consumers as artisanal
chocolate, for which they make greater profits.
Only 3.7 % reported not having harvest. The price
per kilogram of dry cacao beans during 2013-2014
was $30.00 pesos. According to 55 % growers,
this price is lower than that they were paid in the
previous cycle. This fact shows that price is another
factor contributing to the decline of the crop.

Parasitological aspects. Diseases are the
main parasitological problem that limits cacao
production for they cause losses of up to 100 %,
if there is no control. According to the visits and
interviews conducted, moniliasis was found in
100 % plots; moniliasis is a fungal infection caused
by Moniliophthora rorveri (Cif y Par.) Evans et al.
The disease is considered a serious threat to the
cocoa crop in Mexico (Phillips, 2004; Phillips et
al., 2006; Ramirez, 2008); in 67 % plots black spots
on pods, caused by Phytophthora capsici Leonian,
were observed; in 10.1 % plots branch galls were
detected, which are associated to Fusarium sp. This
isapotentially important disease worldwide (Ploetz,
2007); 3.7 % showed anthracnose symptoms
on leaves and fruits; this disease is associated to
Colletotrichum gloeosporioides Penz; in 0.9 %
of the plots wilt of cacao was detected, which is

Cuadro 3. Proceso de beneficiado de granos de cacao (Theobroma cacao L.)
en la Region Soconusco y Region Norte de Chiapas, México.
Table 3. Processing of cacao beans production (Theobroma cacao L.) in the
Soconusco and northern Chiapas, Mexico, regions.

Beneficiado

Frecuencia Relativa (%)

Fermentacion en cajones de madera
Lavado y secado

Fermentacion en bolsas

Secado directo después de corte

En baba (sin beneficiado)

Sin cosecha

3.7
54.1
12.8

5.5
20.2

3.7
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durante 2013-2014 fue de $30.00 pesos. De acuer-
do al 55% de los productores, este precio es menor
al que les fue pagado en el ciclo anterior, con ello
se pone de manifiesto que el precio de cacao es otro
factor que esta contribuyendo a la decadencia del
cultivo.

Aspectos parasitolégicos. Las enfermedades son
el principal problema parasitologico que limita la
produccion del cacao, ya que pueden ocasionar
pérdidas hasta del 100 %, si no existe control algu-
no. De acuerdo a las visitas y entrevistas: 100 % de
las parcelas presentaban moniliasis, causada por el
hongo Moniliophthora roreri (Cif y Par.) Evans et
al. Esta enfermedad es considerada como una seria
amenaza para el cultivo en México (Phillips, 2004;
Phillips et al., 2006; Ramirez, 2008); en el 67 % de las
parcelas se presentd la mancha negra de la mazor-
ca, ocasionada por Phytophthora capsici Leonian;
enel 10.1 % de las parcelas se detectaron agallas de
ramas, las cuales estan asociadas a Fusarium sp.,
ésta es una enfermedad potencialmente importante
en todo el mundo (Ploetz, 2007); en el 3.7 % de las
parcelas se present6 la antracnosis en hojas y fru-
tos, que esta asociada a Colletotrichum gloeospo-
rioides Penz; en el 0.9 % de las parcelas se detectd
el mal de machete causado por el hongo Cerato-
cystis cacaofunesta Engelbrecht & T.C. Harr. que
estuvo asociada a insectos barrenadores.

Nuestros resultados permiten identificar a la
moniliasis como el principal factor parasitoldgico
que ha influido en la pérdida de produccion y biodi-
versidad del cacao en Chiapas, ya que al destruir la
produccion facilita que el agricultor pierda el inte-
rés y abandone su campo de cultivo o lo reemplace
con otro frutal, ademas de hacer que el cultivo de
cacao sea poco rentable por el costo de las aplica-
ciones y medidas de control necesarias para conte-
ner la enfermedad.
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caused by Ceratocystis cacaofunesta (Engelbrecht
& T.C. Harr.), and was associated to borers.

Our results allowed us to identify moniliasis as
the main parasitological factor that has influenced
the loss of cacao production and biodiversity in
Chiapas, given that, when the disease destroys their
production, farmers lose interest and leave their
plantations or replace them with fruit crops. Also,
cacao becomes an unprofitable crop because of the
cost of spray program and control measures needed
to curb the disease.

Overall, growers achieve agronomic activities and
apply chemical fertilizers to control diseases in their
plantations. 46.8 % farmers use chemicals to control
diseases; this practice includes cutting infected fruit,
pruning plants and shade regulation. For such control,
farmers use copper, bicarbonate of soda, chlorine,
lime, ashes or insecticides, which are incorporated
into the same application. Growers also said that
they apply a mix of sulphate and calcium, according
to local agricultural technicians’ recommendations.
Those who apply these products said that they do not
see a disease control but a decrease in production.
Murillo and Gonzalez (1984) said that an effective
disease control largely depends on the selection of
appropriate fungicides. Phillips (2004) suggested
that the control of moniliasis is not effective, and that,
if undertaken, it can be considered uneconomical. In
Mexico, Torres et al. (2013) kept moniliasis under
control using azoxystrobin (Amistar® 50 % WG,
Syngenta Crop Protection AG, Suiza). However, the
best and most economical option to control cacao
diseases is genetic improvement (Avendafio ef al.,
2013). Only one grower reported to use genetic
control by empirically selecting plants resistant
to Phythopthora sp., and using them for grafting.
Currently, the same grower selects and tests materials
resistant to Moniliophthora roreri, with support
from the Mexican Institute of Forestry, Agriculture
and Livestock (INIFAP).
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Los productores, por lo general, realizan acti-
vidades culturales y aplicaciones de agroquimicos
para el control de las enfermedades que observan
en las plantas de cacao. El control cultural lo reali-
za el 46.8 % de productores y consiste en cortar los
frutos enfermos, podas y regulacion de la sombra. El
control quimico lo realizan con productos a base de
cobre; el bicarbonato, cloro, cal, ceniza o insecticidas
son incorporados en la misma aplicacion. También
mencionan aplicar caldo sulfocalcico elaborado a
base de azufre y cal por recomendacion de técnicos
agricolas locales para combatir la moniliasis; los
productores que aplican esta mezcla mencionaron
que no observar control de la enfermedad pero si un
decremento de la produccion. Murillo y Gonzélez
(1984) mencionaron que el control eficiente de en-
fermedades en plantas depende mucho de la selec-
cion de los fungicidas adecuados. Phillips (2004),
indicéd que el control de la moniliasis en cacao no
es eficaz y cuando se lleva a cabo se puede conside-
rar como antieconomico. En México, Torres et al.
(2013) controlaron la enfermedad con azoxystrobin
(Amistar® 50 % WG, Syngenta Crop Protection
AG, Suiza). Sin embargo, la opcidon mas viable y
econdmica de control de enfermedades en cacao es
el mejoramiento genético (Avendafio et al., 2013).
Solo un productor mencioné usar el control gené-
tico, al seleccionar de manera empirica materiales
con resistencia a Phythopthora sp. y utilizar estos
materiales para injertar. En la actualidad el mismo
productor selecciona y evaliia materiales con tole-
rancia a Moniliophthora roreri con la asesoria del
Instituto Nacional de Investigaciones, Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP).

Los productores perciben que las plagas no cons-
tituyen una limitante para la produccion de cacao.
Los animales plaga identificados como problemas
y su frecuencia en las parcelas productivas mues-
treadas fueron: ardillas (7.3 %), pajaros carpinteros
(4.6 %) y tuzas (3.7 %). Estos provocaron dafios en

VOLUMEN 33, NUMERO 2, 2015

Cocoa growers do not consider pests as a
restriction to cacao production. Animal pests
identified as a problem and their occurrence in
the production plots sampled included squirrels
(7.3 %), woodpeckers (4.6 %) and gophers (3.7 %).
These pests damage fruit and reduce yields.
Among insect pests, ants of the genus A#ta (33.9 %)
were the most commonly found; they are
characterized by drilling galleries in the trunks
and causing changes that affect the emergence
of floral bearings, and also eating the skin of the
fruit. In contrast, Goitia et a/. (1992) mentioned
that ants can contribute to cacao pollination and
to the biological control of trips. Other insect
pest detected during visits was aphids Toxoptera
aurantii (Boyer de Fonscolombe) with 11% of
occurrence. Aphids feed on terminal portions of
shoots and the youngest leaves, which results in
deformities. Branch and stem borers (Xyleborus
ferrugineus Fabricius, Xylosandrus morigerus
Blandford, Hypothenemus birmanus Eichhoff,
Corthylus minutissimus Schedl, Taurodermus
Lenis,
Hopkins) and budgerigar (Vanduzea segmentata
Fowler) were found in 5.5 % of the sampled
plots. These borers had been previously reported
in cacao by Equihua (1992) and Pérez et al.
(2009). Thrips (Selenothrips rubrocintus Giard)
were detected in only 3.7 % plots. Their damage
was characterized by scratching and sap suction
that cause leaves, flowers and small fruits to
fall. When attacked by thrips plantlets often die.
Thrips can also damage ripe fruit by developing
dark spots on pods, thus making difficult to
determine their maturity level and affecting fruit
appearance. Spittlebug (Clastoptera laenata
Fowler) was detected in 3.7 % plots. This
hemipteran produces a foam layer that prevents
the normal development of flowers, which, in
turn, remain inactive and often die.

sharpi Hypothenemus interstitialis
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los frutos y merman el rendimiento de los cacaota-
les. Dentro de los insectos plaga, las hormigas del
género Atta sp. (33.9 %) fueron los de mayor pre-
sencia y se caracterizaron por hacer galerias en el
tronco y provocar alteraciones que afectan la emer-
gencia de cojinetes florales, ademas de alimentarse
de la corteza de los frutos. En contraste, Goitia et
al. (1992) mencionaron que las hormigas pueden
contribuir en la polinizaciéon del cacao y auxiliar
en el control bioldgico de trips. Otros insectos pla-
ga detectados durante las visitas fueron: el pulgon
Toxoptera aurantii (Boyer de Fonscolombe) con
11 % de frecuencia. Los pulgones se alimentan de
las partes terminales de los retofios y de las hojas
mas jovenes lo que ocasiona que se deformen. Los
barrenadores de ramas y tallos (Xyleborus ferrugi-
neus Fabricius, Xylosandrus morigerus Blandford,
Hypothenemus birmanus Eichhoff, Corthylus mi-
nutissimus Schedl, Taurodermus sharpi Lenis, Hy-
pothenemus interstitialis Hopkins) y el periquito
Vanduzea segmentata Fowler) se presentaron en
el 5.5 % de las parcelas muestreadas. Estos barre-
nadores han sido previamente reportados en cacao
por Equihua (1992) y Pérez et al. (2009). Los trips
(Selenothrips rubrocintus Giard) se detectaron en
solo el 3.7 % de las parcelas, su dafio se caracte-
riz6 por raspar y succionan la savia y provocar la
caida de hojas, flores y frutos pequenos; cuando
ataca plantulas, éstas pueden llegar a morir. Tam-
bién pueden atacar frutos maduros donde provocan
manchas oscuras en las mazorcas y asi dificultar la
determinacion del grado de madurez y afectar la
apariencia del fruto. El salivazo (Clastoptera lae-
nata Fowler) se detect6 en el 3.7 % de las parcelas.
Este hemiptero, produce una espuma que impide
el desarrollo normal de las flores que permanecen
inactivas y llegan a morir.

Los productores no realizan ningun tipo manejo
para controlar los animales e insectos plaga, con
excepcion de las hormigas, que son controladas
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Farmers do not carry out any kind of
management to control animal and insect pests,
except for ants, that are controlled with Parathion-
methyl®, a commercial product recommended by
local agrochemical suppliers. According to this
study, pests have not influenced a change in the use
of varieties or adoption of other crops.

Morphological details for
diagnosing diseases and identifying pests will be
described in another document for reasons of space.

Cacao in the state of Chiapas can be considered
a declining crop. The main cause of this is the

and molecular

phytosanitary, particularly a disease commonly
known as moniliasis. This disease directly affects
production and harvest, and increases production
costs; for this reason farmers have lost interest
in growing cocoa. In addition, there are other
economic, social, cultural and agronomic aspects,
including increased production costs, lower yields,
poor economic return, low educational level,
growers with little education and training, little
participation by women, limited membership
in farmer association, little access to improved
varieties and small production units. It is a shame
thata crop such as cacao, which is part of our history,
our culture and plays an important role within the
ecosystem is now declining. For this reason, it is
crucial to implement strategies for alleviating the
problems that limit its production and make it once
again a viable financial source that is sustainable
and attractive to farmers.
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con paration metilico®, producto recomendado por
los negocios locales de agroquimicos. De acuerdo
a este estudio, las plagas no han influido en el cam-
bio de uso de variedades, ni la conversion a otros
cultivos.

Los detalles morfoldgicos y moleculares para el
diagnostico de las enfermedades y e identificacion
de las plagas sera presentada en otro documento
por cuestiones de espacio.

El cultivo de cacao en el estado de Chiapas se
puede clasificar como un cultivo en decadencia. El
principal factor que ha contribuido al estado actual
del cacao en Chiapas es el fitosanitario y en parti-
cular la enfermedad conocida comunmente como
moniliasis. La enfermedad afecta directamente la
produccion, cosecha, costos de produccion e inte-
rés de los productores en el cultivo, a lo anterior
se adicionan aspectos economicos, socio cultura-
les y agronémicos como: mayores costos de pro-
duccion, disminuciéon en el rendimiento, escaso
retorno econdmico, escasa preparacion académica
y capacitacion de los productores, poca participa-
cion femenina, poca aglutinaciéon de productores
en asociaciones, dificil acceso a variedades y culti-
vares con caracteristicas de excelencia y unidades
de produccion pequeiias. Es una pena que un cul-
tivo como el cacao que es parte de nuestra histo-
ria, forma parte de nuestra cultura y tiene un papel
importante dentro del ecosistema, se encuentre en
el estado de decadencia actual. Es urgente imple-
mentar estrategias para mitigar los problemas que
limitan su produccion y convertirlo nuevamente en
una fuente econdmica viable, sostenible y atractiva
para los agricultores.
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Resumen. En la region norte del Estado de Méxi-
co el cultivo de gladiolo (Gladiolus communis L.)
se ha considerado como una zona con ausencia
de roya, sin embargo en los ultimos ciclos se han
tenido reportes no oficiales de su presencia, pero
se desconocen sus dafios y los patrones de distri-
bucion espacial que presenta en esta nueva area.
El objetivo del presente estudio fue determinar el
comportamiento espacial de la roya transversal del
gladiolo en el municipio de Jiquipilco, y visuali-
zarlo a través de mapas. Se evalud la incidencia y
severidad que presentaron las plantas durante tres
etapas fenologicas, en 121 puntos de muestreo
georeferenciados en cada una de las dos parcelas
evaluadas durante los ciclos invierno-primavera y
verano-otofio de 2013 y 2014. La enfermedad no se
present6 en 2013 ni en invierno-verano 2014; sin

VOLUMEN 33, NUMERO 2, 2015

Abstract. The northern region of the State of
Mexico had been considered a gladiolus rust-free
zone. However, in the last cycles, unofficial reports
have mentioned the presence of the fungus in this
area. Damages that it could cause and its spatial
distribution in this zone are unknown. The purpose
of this study was to estimate the spatial behavior of
gladiolus rust in the municipality of Jiquipilco to
elaborate distribution maps. Disease incidence and
severity were evaluated during three phenological
stages in 121 georeferenced sampling points. Two
plots per cycle were evaluated during winter-spring
and summer-autumn cycles during the years of
2013 and 2014. Gladiolus rust did not occur during
2013 and the summer-autumn period in 2014. It was
detected during the summer-fall cycle of 2014, at
spathe stage, with medium severity values ranging
1.4 to 2.5, and percentages of incidences of 30.5 to
69.4 %. Spatial behavior of disease severity fitted at
spherical model. Results of disease interpolations
are presents as maps.

Key words: gladiolus, spatial model, kriging,
severity maps
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embargo se detectd durante el verano-otofio 2014,
con una severidad media de 1.4 a 2.5, e inciden-
cias de 30.5 a 69.4 %, presentandose a partir de la
etapa fenologica de espata. El comportamiento es-
pacial fue de tipo agregado, ajustaindose al modelo
esférico y se logro su visualizacion con los mapas
generados.

Palabras clave adicionales: gladiola, modelo es-
pacial, krigeado, mapas de severidad

El cultivo de gladiolo (Gladiolus communis 1.)
en la region norte del Estado de México se ha con-
siderado como una zona con ausencia de roya (CE-
SAVEM, 2013), sin embargo en los ultimos ciclos
se han tenido reportes no oficiales de sus presencia,
pero se desconocen sus dafios y distribucion espa-
cial.

En recorridos realizados se ha confirmado la
ocurrencia de pustulas de color amarillo-anaranja-
das en el follaje, que se ubican transversalmente a
las nervaduras de la hoja, los cuales son sintomas
tipicos de la roya transversal ocasionada por el hon-
go Uromyces transversalis (Thumen) G. Winter.
Esta especie afecta principalmente al cultivo del
gladiolo, aunque se ha reportado en otros miem-
bros de la familia Iridiaceae como Crocosmia, Fre-
esia, Melasphaerula, Tritonia y Watsonia (Schubert
et al., 2006). El hongo ocasiona dafos al follaje y
demerita la calidad de la flor para su comerciali-
zacion, provoca fuertes dafios econdmicos en la
produccion, asi como un decremento en las expor-
taciones (Valencia-Botin ef al., 2013). Dafios ma-
yores a 60 %, causan una pérdida total en el valor
comercial de la flor, y cuando la infeccion ocurre en
etapas tempranas hay una reduccion en la calidad
asi como en el calibre del cormo. Su presencia en
etapas tardias favorece la diseminacion del inoculo
a través del cormo infestado, a otras parcelas o re-
giones (SENASICA, 2008). Su diseminacion se da
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Gladiolus (Gladiolus communis L.) is considered
a rust-free crop in the northern part of the State of
Mexico (CESAVEM, 2013). However, rust has
been unofficially reported in the last crop cycles,
but there is no information available on damages or
about its spatial distribution.

Field tours have confirmed the presence of
yellowish-orange pustules which develop across
leaf veins. These are symptoms typically caused
by the fungus Uromyces transversalis (Thumen)
G. Winter. Though this pathogen mainly attacks
gladiolus crops, it has also been detected in other
members of the Iridiaceae family, including
Crocosmia, Freesia, Melasphaerula, Tritonia and
Watsonia (Schubert et al., 2006). The fungus mainly
attacks the leaves and lowers quality of flowers for
marketing, causing strong economic damages to
production and reducing exports (Valencia-Botin et
al.,2013). When damages exceed 60%, the flowers
commercial value is totally lost; if the infection
occurs at early stages, the quality of flowers and
their corm thickness may be diminished. When the
disease emerges at late stages it favors inoculum
spreading through infested corms to other plots
or regions (SENASICA, 2008). The fungus can
be disseminated by the wind, infected leaves and
stalks, and by corms, rhizomes and flowers infected
with rust spores (SENASICA, 2008).

To develop strategies for managing this
emerging disease, it is necessary to carry out
research on its time-space dynamics. Through this
research the spatial behavior of gladiolus rust in the
municipality of Jiquipilco, State of Mexico, was
determined, and maps of its spatial distribution by
plot were developed.

Sampling. In the 2013 and 2014 winter-summer
and summer-fall cycles, two 1-hectare commercial
plots were evaluated in the municipality of
Jiquipilco, State of Mexico. Plots were sown with
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por el viento, por hojas y tallos infectados asi como
por cormos, rizomas y flores contaminados con es-
poras de la roya (SENASICA, 2008).

Para generar estrategias de manejo de esta en-
fermedad emergente, es necesario contar con estu-
dios de su dinamica en tiempo y espacio. En el pre-
sente trabajo se determind el comportamiento es-
pacial de la roya transversal del cultivo de gladiolo
en el municipio de Jiquipilco, Estado de México,
y se generaron mapas de su distribucion espacial a
nivel parcelario.

Muestreos. Durante los ciclos agricolas invierno-
verano y verano-otofio de los afios 2013 y 2014
se evaluaron dos parcelas comerciales de una ha/
ciclo en el Municipio de Jiquipilco, Estado de Mé-
xico. Las parcelas fueron sembradas con la varie-
dad roja borrega, a una distancia entre surcos de
0.80 m y una densidad de 250,000 plantas/ha. En
el ciclo invierno-verano los muestreos se realiza-
ron a los 60 dias después de la siembra (dds, etapa
vegetativa), a los 80 dds (etapa de espata) y a los
113 dds (etapa de floracion). En verano-otofio, los
muestreos se realizaron a los 78, 103 y 120 dds.
En cada parcela se establecié una malla de 100 m
por cada lado, donde se marcaron puntos de mues-
treo a cada 10 m, para un total de 121/parcela. En
cada punto se determinoé la severidad e incidencia
de la enfermedad de una planta. Se identificaron las
pustulas del hongo ubicadas en forma horizontal
(perpendicular) con respecto a las nervaduras de la
hoja. Se tomaron muestras de tejido afectado para
el reconocimiento morfolégico de las estructuras
en laboratorio. La severidad de la roya se estimo
mediante una escala compuesta por seis clases: 1
(sano, sin sintomas visibles), 2 (<15 % éarea foliar
dafiada), 3 (16 a 30 %), 4 (31 a 45 %), 5 (46 a 60 %)
y 6 (>60 %).

Analisis geoestadistico. Las plantas de cada pun-
to de muestreo fueron ubicadas geograficamente
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the Roja Borrega variety using 0.80 m row spacing
and a density of 250,000 plants/ha. In the winter-
summer cycle sampling was performed 60 days
after sowing (DAS, growth stage) 80 DAS (bract
stage) and 113 DAS (flowering stage). In the
summer-fall cycle, sampling was performed at 78,
103 y 120 DAS. For this, a 100-m wire mesh was
placed on each side of the plots; then, sampling
points at 10-m intervals were established for a
total of 121 per plot. The severity and recurrence
of the disease in a plant was determined at each
point. The Pustules of the fungus were identifiable
for the development horizontally across the veins,
perpendicualr of infected leaf. Samples of the
infected tissue were taken for morphological
recognition of the structures in the lab. Rust severity
was estimated using a 1-6 scale: 1 (healthy with no
visible symptoms), 2 (<15 % leaf area damaged), 3
(16 a 30 %), 4 (31 to 45 %), 5 (46 to 60 %) and 6
(>60 %).

Geostatistical analysis. Plants at each sampling
point were geographically located using a
Differential Global Positioning System (dGPS)
(Model SPS351, Trimble). The experimental
semivariogram was calculated according to the
model of Isaaks and Srivastava (1989); the best
model with the best fit was selected and the spatial
interpolation was performed using the kriging
method. The experimental semivariogram was
developed using VarioWin 2.2 (Software for Spatial
Data Analysis in 2D).

The spatial dependency level was calculated by
dividing the nugget effect by the sill value (Lopez-
Granados et al., 2002). Estimates of the spatial
distribution of the disease at different phenological
stages were mapped using Surfer 9.0 (Surface
Mapping System, Golden Software Inc. 809, 14"
Street Golden, CO).
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mediante un sistema de posicionamiento global
diferencial (dGPS) (Modelo SPS351, Trimble). Se
calcul6 el semivariograma experimental de acuerdo
a lo establecido por Isaaks y Srivastava (1989), se
determin6 el modelo con mejor ajuste y se realizd
una interpolacion espacial mediante el método de
kriging. El semivariograma experimental fue obte-
nido a través del programa VarioWin 2.2 (Software
for Spatial Data Analysis in 2D).

Se calcul6 el nivel de dependencia espacial di-
vidiendo el efecto pepita (nugget) entre el valor de
la meseta (sill) (Lopez-Granados et al., 2002). Las
estimaciones de la distribucion espacial de la enfer-
medad en las diferentes atapas fenologicas fueron
representadas en un mapa a través del programa
Surfer 9.0. (Surface Mapping System, Golden Soft-
ware Inc. 809, 14" Street Golden, CO).

Deteccion. No se detectd roya en los dos ciclos de
produccién de gladiola del afio 2013 ni en el ciclo
invierno-verano 2014. En verano-otoio 2014, se
detect6 la enfermedad en las dos parcelas evalua-
das. En la parcela dos, la roya transversal se presen-
to a partir de la etapa de espata mientras que en la
parcela uno se presentd hasta la etapa de floracion.
La ocurrencia de la enfermedad estuvo asociada a
la presencia de humedad en las hojas y temperatu-
ras promedio de 14.6 °C (INIFAP, 2015), las cuales
son consideradas favorables para la germinacion y
sobrevivencia de las uredosporas (Aloj et al., 1981;
Peterson y Berner, 2009) asi como una reduccion
en la frecuencia de aplicacion de fungicidas por
parte del productor.

Los sintomas observados fueron pustulas de
color amarillo-anaranjadas en el follaje, ubicadas
transversalmente con relacion a las nervaduras de
la hoja. El incremento en el nivel de incidencia de
la enfermedad de la etapa de espata a floracion en
la parcela uno (Cuadro 1) es indicativo de que la
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Detection. No rust was detected in the 2013
gladiolus production cycles or the 2014 winter-
summer cycle. In the 2014 summer-fall cycle the
disease was detected in the two evaluated plots. In
plot2, gladiolus rust was detected starting at the bract
stage, while in plot 1 it was observed at flowering.
Rust occurrence was associated to leaf wetness and
an average temperature of 14.6 °C (INIFAP, 2015,
which favor uredospores germination and survival
(Aloj et al., 1981; Peterson and Berner, 2009), as
well as a reduction in the frequency with which
farmers apply fungicides.

Symptoms observed included yellowish-orange
pustules on leaves, located horizontally across leaf
veins. The increased level of incidence from the
sphate stage to the flowering stage in plot 1 (Table
1) suggests that the disease was able to spread from
plant to plant within the same plot due to production
of new inoculum. Microscopic examinations
showed ovoid, ellipsoidal or oblong uredospores
with a hyaline cell wall and isolated dark germinal
pores, which are similar to those reported by
Rodriguez-Alvarado et al. (2006), Blomquist and
Thomas (2007). This is the first time the presence
of gladiolus rust is reported in the northern region
of the State of Mexico.

Final disease incidence was 30.6 % for plot 1
and 69.4 % for plot 2 at 120 DAS (Table 1); this
was lower than those reported by Blomquist and
Thomas (2007) in California, and by Rodriguez-
Alvarado et al. (2006) in Michoacan. Intermediate
severity in plot 1 was 1.4 and 2.5 in plot 2.5 (Table 1).

Rust emergence in the studied region may have
been caused by spores disseminated in corms
carried by farmers to sow new fields, yet spores can
also be carried long distances by the wind (Agrios,
2004; SENASICA, 2008). Rust is being detected
at the same time that Hemileia vastatrix is being
reported in coffee crops in Mexico (Mora-Aguilera
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Cuadro 1. Incidencia, severidad, valores estadisticos y parametros de los modelos ajustados a los semivariogramas obtenidos en el
muestreo de roya del gladiolo, en Jiquipilco, México, durante el ciclo verano-otofio en 2014.
Table 1. Incidence, severity and statistical values and parameters of the models adjusted to semiovariograms of gladiolus rust sam-
pling in Jiquipilco, Mexico, in the 2014 summer-fall cycle.

Parcela  dds® Incidencia Severidad Desviacion

Normalidad Modelo Pepita Meseta Rango

Pepita/ Nivel

(%) (media) estandar Meseta % de Dependencia
1 78 - - - - - - - - - -
103 - - - - - - - - - -
120 30.57 1.40 0.70 1.89 Esférico 0 0.02 1.15 0 Alto
2 78 - - - - - - - - - -
103 23.56 1.40 0.93 2.88 Esférico 0 0.03  1.70 0 Alto
120 69.42 2.45 1.44 0.25 Esférico 0 0.05  1.00 0 Alto

*dds: Dias después de la siembra / “DAS: Days after sowing.

enfermedad fue capaz de propagarse de planta a
planta dentro de la misma parcela, por la produc-
cioén de nuevo indculo. La observacion en el mi-
croscopio indicé la presencia de uredosporas de
forma ovoide, eliposoidales u oblongas, con pared
celular hialina y poros germinales oscuros aislados,
tales caracteristicas concuerdan con lo reportado
por Rodriguez-Alvarado et al. (2006), Blomquist
y Thomas (2007). Este resultado significa el primer
reporte de la presencia de roya transversal en el cul-
tivo del gladiolo para la region norte del Estado de
México.

Las incidencias finales de la enfermedad fueron
de 30.6 % para la parcela uno y de 69.4 % para
la parcela dos a los 120 dds (Cuadro 1), las cua-
les fueron menores a lo reportado por Blomquist
y Thomas (2007) para California y por Rodriguez-
Alvarado et al. (2006) para Michoacan. La severi-
dad media para la parcela uno fue de 1.4 mientras
que en la parcela dos fue de 2.5 (Cuadro 1).

La aparicion de la enfermedad en esta region,
pudo deberse a la diseminacion de esporas portadas
en los cormos movilizados por los productores para
utilizarlos en el establecimiento de las nuevas plan-
taciones, pero tambien es posible el transporte de
esporas a grandes distancias por el viento (Agrios,
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et al., 2014) and Central America. It might be that
changes in weather patterns contribute to quick
germination of uredospores and therefore a greater
production of gladiolus rust inoculum (Peterson
and Berner, 2009).

Semivariograms resulting from samplings were
adjusted to the spherical theoretical model (Cuadro
1), which shows the level of rust severity, and
were expressed as specific points within the plot
compared to the rest of the sampled points. Results
suggest that the disease could have developed from
contaminated materials (Roberto et al., 2002) such
as corms (SENASICA, 2008), that are the primary
source of inoculum. The high spatial dependence
(Table 1) observed suggests that the severity of the
disease shows an aggregated distribution among
the different sampling points in the plot, which is
explained by the estimated semivariograms.

The maps we developed allowed us to visualize
the spatial behavior of gladiolus rust severity in
aggregation points and disease gradients in the two
plots in 2014 (Figure 1). The map of plot 1 at 120
DAS showed the presence of aggregation points
distributed across the eastern part of the plot, from
the northern part to the southern part; there was a
slight slope in that part. On the other hand, maps
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2004; SENASICA, 2008). La deteccion de este pa-
togeno esta ocurriendo a la par de reportes de ocu-
rrencia de Hemileia vastatrix en cultivos de café
de México (Mora-Aguilera et al., 2014) y Centro
América. Es posible que cambios en los patrones
de temperaturas propicien una rapida germinacion
de uredosporas que facilite una mayor produccion
de in6culo de la roya transversal del gladiolo (Pe-
terson y Berner, 2009).

Los semivariogramas obtenidos a partir de los
muestreos tuvieron un ajuste al modelo teodrico es-
férico (Cuadro 1), lo cual es indicativo de la seve-
ridad de la roya al expresarse en puntos especificos
dentro de la parcela respecto al resto de los puntos
muestreados lo que soporta la probabilidad que la
enfermedad se origind a partir de material conta-
minado (Roberto et al., 2002) como son los cor-
mos (SENASICA, 2008) que representan la fuente
primaria de indculo. La alta dependencia espacial
(Cuadro 1) observada indica que la severidad de la
enfermedad presenta una distribucion de tipo agre-
gada entre los diferentes puntos de muestreo de la
parcela, la cual es explicada con los semivariogra-
mas calculados.

Los mapas generados permitieron visualizar el
comportamiento espacial de la severidad de la roya
transversal del gladiolo en focos de agregacion, en
las dos parcelas del afio 2014 (Figura 1), asi como
los gradientes de la enfermedad que presentd. En
el mapa obtenido en la parcela 1 a los 120 dds, se
observo la presencia de centros de agregacion dis-
tribuidos por toda la region este de la parcela, desde
la zona norte hasta la sur, dicha zona coincidié con
una ligera pendiente. Por otro lado, en los mapas
de la parcela dos, se observo una mayor cantidad
de centros de agregacion con respecto al mapa de
la etapa previa de espata (Figura 1). Los centros de
agregacion se ubicaron en la region norte del mapa,
desde la zona este a oeste, visualizando con mayor
intensidad los centros de agregacion en la zona este
del mapa.
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of plot 2 showed a greater number of aggregation
points compared to map developed during the
previous bract stage (Figure 1). Aggregation points
were located in the northern part of the map, from
the eastern to the western area. The aggregation
points in this area of the map were observed to have
greater intensity.

The aggregation observed suggests that the
management strategy used by farmers in the
northern region of the State of Mexico, which
includes spraying the entire gladiolus plot, can
be replaced by a specific site or point disease
management (Carvalho et al., 2009). This means
carrying out an analysis of the spatial patterns of
the disease. Also, spatial aggregation suggests that
different control measures should be taken and
sampling activities should be conducted in specific
areas or sites (Navas-Cortés et al., 2008) where the
disease is present.

The use of aggregation maps, such as those
developed for gladiolus rust, allows targeting
control strategies precisely to specific areas of
infestation, as well as sources of inoculum (infected
corm, among others) which cause the disease to
spread. This represents the basis of site specific
management, which would result in cost savings
and less environmental impact before the disease
spreads. The application of contact fungicides up
to the bract stage, removal of damaged plants or
leaves in the specific infestation points, especially
in the early stages of the disease and targeting the
sampling activities justify the use of precision
agriculture techniques to control damages caused
by gladiolus rust in the northern region of the State
of Mexico.
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Figura 1. Mapas y semivariogramas del comportamiento espacial de la roya transversal del gladiolo en diferentes fechas de mues-
treo en Jiquipilco, Estado de México.

dds: dias después de la siembra; S2: varianza de los valores estimados.
Figure 1. Semivariograms and maps the spatial behavior of gladiolus rust in different sampling dates in Jiquipilco, State of Mexi-

Co.

DAS: days after sowing; S2: variance of estimated values
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La agregacion visualizada indica que la estra-
tegia de manejo, que realizan los productores del
norte del estado, de realizar aspersiones totales
sobre toda la parcela de gladiolo puede ser reem-
plazada por el manejo de la enfermedad desde la
perspectiva de sitio o punto especifico (Carvalho
et al., 2009) que implica realizar un analisis de los
patrones espaciales de la enfermedad, ademas la
agregacion espacial sugiere aplicar diversas accio-
nes de control y dirigir las actividades de muestreo
sobre las areas o sitios especificos (Navas-Cortés et
al., 2008) donde esta presente la enfermedad.

Con mapas de agregacion, como los obtenidos
para la roya transversal del gladiolo, es posible di-
rigir las estrategias de control de forma precisa a
areas especificas de infestacion asi como a fuentes
de inoculo (cormo infestado, etc.) que originan la
posterior propagacion de la enfermedad, que repre-
senta las bases iniciales de manejo en “sitios espe-
cificos”, que permitiria lograr ahorros econémicos
y un menor impacto al medio ambiente al reducir el
uso de fungicidas en su manejo, en etapas previas
a que se generalice la enfermedad. El empleo de
fungicidas de contacto hasta la etapa de espata, la
eliminacion de plantas u hojas con dafios de la roya
en los puntos especificos de infestacion, especial-
mente en las fases iniciales de la enfermedad y el
direccionamiento de las actividades de muestreo,
permiten justificar el uso de las técnicas de la agri-
cultura de precision para mantener bajo control los
dafios causados por la roya en la regién norte del
Estado de México.
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Resumen. Se evalu6 la respuesta in vitro de dos
aislados de Sclerotinia minor, cinco de S. sclerotio-
rum, y dos de Sclerotium cepivorum a 16 agentes
bioldgicos y ocho fungicidas en un disefio experi-
mental de parcelas divididas con arreglo factorial
por cada patogeno. El factor A correspondi6 a los
aislados del hongo y el factor B a los productos de
control. La comparacion de medias se realizé con
la prueba de Tukey (P < 0.05). Se hicieron 11 eva-
luaciones cada 24 horas del crecimiento promedio
radial micelial (Cprm). En ninglin caso se encon-
tré efecto de aislado, solo o en interaccion con los
productos de control. Dicloran, Benomilo, Cipro-
dinilo-Fludioxonilo y Tebuconazole inhibieron el
desarrollo micelial de todos los hongos en mayor
proporcion que los agentes biologicos (AB) con un
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Abstract. The in vitro response of two Sclerotinia
minor-, five S. sclerotiorum- and two Sclerotium
cepivorum-isolates to 16 biological control agents
and eight fungicides was evaluated. A split plot
experimental design was used, with a factorial
arrangement correction for each pathogen. Factor
A corresponded to fungi isolates and Factor B
to control agents. The comparison of means was
carried out using a Tukey test (P<0.05), having
11 evaluations every 24 h of the Mycelial radial
growth rates (Mrgr). In any case no effect was
found, alone or in interactions with control agents.
Dicloran, Benomyl, Tebuconazole and Cyprodinil-
Fludioxonil inhibited the mycelial growth of
all fungi with a final average of 1.0 Mrgr, and in
greater proportion than biological agents (BA).
The BA that propitiated the lesser mycelial growth
towards S. minor were: Microorganisms (BPG-
Plus), Trichoderma sp. (Trichoderma), T. viride
(Esporalis) and Bacillus subtillis (Serenade max);
with 1solates of S. sclerotiorum, Trichoderma
sp. (Trichoderma), Trichoderma  harzianum
(Natucontrol), Microorganisms (BPG-Plus) and T.
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promedio final de 1.0 Cprm. Los AB que propicia-
ron el menor crecimiento promedio radial micelial
(Cprm, cm), en S. minor fueron Microrganismos
(BPG-Plus), Trichoderma sp. (Trichoderma), 7. vi-
ride (Esporalis) y Bacillus subtillis (Serenade max)
con 1.2, 1.3, 1.5 y 1.9 Cprm, respectivamente. En
S. sclerotiorum, Trichoderma sp. (Trichoderma),
Trichoderma harzianum (Natucontrol), Microorga-
nismos (BPG-Plus) y T harzianum (Biotricho-H)
fueron los mas inhibidores con 1.5, 1.6, 2.4y 2.5
Cprm, respectivamente. S. cepivorum, Trichoder-
ma sp., (Trichoderma), 7. viride (Esporalis), 7. har-
zianum (Natucontrol) y Microorganismos (BPG-
plus) fueron las mas sobresalientes con 1.0, 1.7,
2.6,y 2.7, respectivamente. En todos estos casos se
supero estadisticamente al testigo (6.6-7.9 Cprm,
p=0.05). En general, Trichoderma sp. y Microorga-
nismos fueron los mas consitentes en su capacidad
de inhibicién de los tres fitopatdgenos.

Palabras clave: Hortalizas, hongos fitopatdgenos
del suelo, biofungicidas, control quimico.

El estado de Guanajuato cuenta con un poten-
cial horticola excepcional; se encuentra dentro de
los primeros lugares en produccion de 70 especies
de importancia agricola, entre las que destacan cul-
tivos hortofruticolas como ajo (A/lium sativum L.),
lechuga (Lactuca sativa L.) y papa (Solanum tube-
rosum L.) (SIAP, 2013).

Las enfermedades constituyen uno de los facto-
res de mayor riesgo para la produccion de las hor-
talizas. En los Gltimos afios, las enfermedades fun-
gosas han ocasionado fuertes pérdidas econdmicas
en la produccion de diferentes especies horticolas
en México y en el mundo (Fisher et al., 2012). Es-
tas se han incrementado en las zonas productoras
del pais, siendo el Bajio una de las zonas de ma-
yor incidencia de enfermedades de origen fungico
(Montes et al., 2003).
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harzianum (Biotricho-H), with a Mrgr of 1.48, 1.56,
2.35 and 2.53, respectively. For S. cepivorum, the
best management was obtained with Trichoderma
sp. (Trichoderma), 7. wviride (Esporalis), T.
harzianum (Natucontrol) and Microorganisms
(BPG-plus), with a Mrgr of 1.03, 1.73, 2.55 and
2.70, respectively. In summary, Thichoderma sp.
and Microorganisms were the most consistents in
their ability to inhibit the three pathogens.

Key words: Vegetables, soil
biofungicides, chemical control.

borne fungi,

The state of Guanajuato has an exceptional
potential for horticulture; it is among the first places
in the production of 70 species of agricultural
importance, some of the most outstanding of which
include garlic (A/lium sativum L.), lettuce (Lactuca
sativa L.), and potato (Solanum tuberosum L.)
(SIAP, 2013).

Diseases are one of the most risk factors for the
production of vegetables. In recent years, fungal
diseases have caused major economic losses in the
production of different vegetable species in Mexico
and the rest of the workd (Fisher et al., 2012).
These have increased in the productive areas of the
country, with Bajio as one of the zones with the
highest incidence of fungal diseases (Montes et al.,
2003).

The  resistance  structures of  some
phythopathogenic soil fungi, such as sclerotia, can
remain viable in the soil for over 20 years, such
as in the case of S. cepivorum (Pérez et al., 2009),
originating different space and time distribution
patterns as a product of reincorporation of the
sclerotia and remains of diseased plants due to
inadequate cultural practices carried out by farmers,
as well as by natural processes. In this way, the
inocula of S. cepivorum Berk., S. sclerotiorum,
and S. minor can be scattered in the fields and

257



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

Las estructuras de resistencia de algunos hon-
gos fitopatogenos del suelo, como los esclerocios,
pueden permanecer viables en el suelo por mas de
20 afos, como es el caso de S. cepivorum (Pérez
et al., 2009), originando diferentes patrones de
distribucion espacio-temporal, producto de la rein-
corporacion de los esclerocios y restos de plantas
enfermas por las practicas culturales inadecuadas
realizadas por los agricultores, y de igual forma por
procesos naturales. De esta forma, el inoculo de S.
cepivorum Berk., S. sclerotiorum y S. minor, puede
ser dispersado en los campos de produccion y per-
manecer latente dentro de los terrenos agricolas, di-
ficultando el manejo de las enfermedades (Adams y
Papavizas, 1986; Ibarra ef al., 2010).

La mayoria de los agricultores utilizan los fun-
gicidas como método de control de enfermedades;
sin embargo, el uso excesivo puede inducir el desa-
rrollo de resistencia en los patdgenos, a la vez que
se generan residuos toxicos en alimentos y medio
ambiente, poniendo en riesgo la salud humana (Fis-
her et al., 2012); ésto ha llevado a la busqueda de
nuevos fungicidas, que en algunos casos se encuen-
tran en otros organismos (biofungicidas) (Angulo
et al., 2009). El control biolégico (CB) de fitopa-
togenos se presenta como una alternativa eficaz,
econdmica y libre de riesgo frente a los numerosos
y crecientes problemas derivados del uso indiscri-
minado de agroquimicos (Agrios, 2005). La mayo-
ria de los agentes antagonistas utilizados en control
biologico son saprofitos debido a su facilidad de
adaptacion al medio y a su alta capacidad de com-
petencia por nutrientes frente a otros organismos
(Nelson, 1991; Michel et al., 2009).

Con base en la problematica antes descrita, se
planted como objetivo determinar la sensibilidad
in vitro a agentes de control biolégico y fungicidas
de aislados de S. minor, S. sclerotiorum, y S. cepi-
vorum en cultivos de ajo, frijol, lechuga, papa y
radicchio.
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remain latent in them, making disease control more
difficult (Adams and Papavizas, 1986; Ibarra et al.,
2010).

Most farmers use fungicides as a disease control
method, although its excessive use may lead to
resistance in the pathogens, while generating
toxic residues in foods and the environment, thus
becoming a risk to human health (Fisher et al.,
2012); this has lead to a search for new fungicides,
which, in some cases, are found in other organisms
(biofungicides) (Angulo et al., 2009). Biological
control (BC) of phythopathogens presents itself
as an efficient and affordable alternative, as
well as risk-free in the face of numerous and
increasing problems deriving from the excessive
use agrochemicals (Agrios, 2005). Most antagonic
agents used in biological control are asprophytes,
due to their adaptability to the surroundings, and
their high capability of competition for nutrients
with other organisms (Nelson, 1991; Michel et al.,
2009).

Based on the problem described above, the aim
of this work was to determine the in vitro sensibility
to biological control agents and isolated fungicides
of S. minor, S. sclerotiorum, and S. cepivorum in
plantations of garlic, bean, lettuce, potato, and
radicchio.

The investigation was carried out in commercial
vegetable fields in the state of Guanajuato and
in the Plant Pathology Lab of the Life Sciences
Division of the Irapuato-Salamanca Campus of the
University of Guanajuato.

Obtaining isolates. S. minor was isolated from
symptomatic lettuce (L. sativa) plants in San Miguel
de Allende and Salamanca counties, Guanajuato;
S. sclerotiorum was isolated from symptomatic
lettuce (L. sativa) plants in Salamanca and Irapuato
counties, radicchio

Guanajuato; (Cichorium

intybus) in Celaya municipality, Guanajuato;
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La investigacion se realizd en campos de pro-
ducciéon comercial de hortalizas del estado de Gua-
najuato y en el laboratorio de Fitopatologia de la
Division de Ciencias de la Vida del Campus Ira-
puato-Salamanca de la Universidad de Guanajuato.

Obtencion de aislados. S. minor se aislé de plantas
sintomaticas de lechuga (L. sativa) de San Miguel
de Allende y de Salamanca, Gto., S. sclerotiorum
se aisld de plantas sintomaticas de lechuga (L. sa-
tiva) en Salamanca e Irapuato, de radicchio (Ci-
chorium intybus) en Celaya, de frijol (Phaseolus
vulgaris) en Guasave, y de papa (S. tuberosum) en
Tangamandapio. Finalmente, S. cepivorum se aislo
de plantas sintomaticas de ajo (4. sativum) de Sala-
manca, Gto., y de Cérdoba, Espaia.

De cada aislado se tomaron esclerocios y parte
de tejido que present6 sintomas de la enfermedad,
se desinfestaron con hipoclorito de sodio al 1 %, y
se cultivaron en Papa Dextrosa Agar (PDA) duran-
te ocho dias a 20+2 °C para S. minor; y a tempera-
tura ambiente de laboratorio para S. sclerotiorum y
S. cepivorum.

Agentes de control bioldgico y fungicidas. Los
agentes de control biologico y fungicidas que se
evaluaron (Cuadros 1, 2 y 3) se aplicaron con base
en las recomendaciones comerciales.

Sensibilidad in vitro y evaluacién de productos
biolégicos y fungicidas. Se pesaron y midieron las
dosis recomendadas comercialmente de los pro-
ductos biologicos y fungicidas a evaluar para ser
agregados al agar y posteriormente se vacio en ca-
jas Petri. Al solidificar el agar, se colocaron en el
centro de la caja discos de un centimetro de diame-
tro de la periferia de las colonias obtenidas de cada
aislado y se incubaron a 20£2 °C.
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bean (Phaseolus vulgaris) in Guasave county,
Sinaloa; and potato (S. tuberosum) in Santiago
Tangamandapio municipality, Michoacan. Finally,
S. cepivorum was isolated from symptomatic
garlic plants (4. sativum) in Salamanca county,
Guanajuato, and in Cordoba, Spain.

From each isolate, sclerotia were taken, along
with part of the tissue that displayed symptoms
of the disease; they were disinfected with sodium
hypochlorite at 1%, and then planted in Potato
Dextrose Agar (PDA) for eight days at 20+2 °C for S.
minor; and at room temperature for S. sclerotiorum
and S. cepivorum.

Biological control agents and fungicides.
Biological control agents and fungicides evaluated
(Tables 1, 2 and 3) were applied based on
commercial recommendations.

In vitro sensibility and evaluation of biological
products and fungicides. We weighed the
commercially recommended doses of the biological
products and fungicides to be evaluated and added
to the agar, then poured into Petri dishes. When
the agar solidified, disks, 1 cm in diameter were
placed in the center of the dish from the periphery
of the colonies obtained from each isolation and
incubated at 20+2°C.

Evaluation of mycelium growth. The colony
diameter was measured in two directions — the
longest and shorteste length — and mycelial growth
was obtained as the average of both values in the
directions at 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192,
216, 240, and 268 hours after placing the disk with
the fungi on the edge of each Petri dish in each of
the three treatment repetitions (Pérez et al., 1997,
Pérez et al., 2009).
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Cuadro 1. Crecimiento promedio radial micelial (Cprm) in vitro de dos aislados de S. minor, obtenidos del cultivo de lechuga
(Lactuca sativa) con respecto a 24 tratamientos de productos de control biologicos (16) y fungicidas (8).

Table 1. In vitro Mycelial radial average growth (Mrag) of two S. minor isolates obtained from lettuce (L. sativa) with regard to 24
treatments with biological control products (16) and fungicides (8).

No Nombre Nombrp Cprm (cm)
' comtn comercial 24 h 72 h 144 h 192 h 240 h 264 h

1 Dicloran Botran 1.00 a* 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a

2 Benomilo Blindaje 50 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a

3 Boscalid Cabrio 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a

4 Iprodione Rovral 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a

5 Clorotalonil-Cymoxanil ~ Strike 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a

6 Ciprodinilo-Fludioxonilo  Swish 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a

7 Tebuconazole Tebucur 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a

8 Clorotalonil Trevanil 1.00 a 1.30abc  1.53abc 1.53ab 1.53a 1.53 a

o A viridis, B.subillis, gy g 100a 173 ed 333 d  443de 563 de 6.0 de

Streptomyces sp.
10 Microorganismos BPG-Plus 1.00 a 1.16 ab 1.16 a 1.16ab 1.16 a 1.16 a
11 Trichoderma sp. Trichoderma 1.00 a 1.3labe 131 ab 1.31ab 131a 131a
12 Bacillus sp., Glomus sp.  Soil cure 1.01 ab 2.78 fg 5.01 fg 593 ¢ 6.55efg 6.71efg
13 B. subtillis Serenade Max 1.03abe 1.10 ab 1.36abce 1.55ab 1.75a 1.85a
14 T viride Esporalis 1.06 abed 1.08ab 1.21a 1.36ab 1.46 a 1.51 a
15  B. subtillis Bacillus subtillis  1.08 abed 1.58bed  1.93 bc 2.60 ¢ 335 b 370 b
16 T harzianum Natucontrol 1.10 abed 1.88 de 2.03 ¢ 2.03be 2.03a 2.03a
17 Testigo Testigo 1.10 abed 2.01 de 4.43 ef 593 ¢ 7.30 fg 7.86 h
1g B subtillis, B. cereus, B ppisobac combi  1.13abed 195 de 3.00 d  3.65d 426 be  4.66 be
megaterium

19 S. bdicus Actinovate 1.16bed 226 ef 423 e 541fg  6.26 ef 6.56 ef
20 B. subtillis Natu bac-s l.16bed 3.61 h 6.05 h 6.90 h 741 g 7.61fgh
21 T harzianum Triko root 1.18 cd 2.06 de 3.18 d 4.01de 491 cd 5.36 cd
22 T harzianum Biotricho-H 1.20 d 300 g 438 ef 4.83ef 490 cd 490 ¢
23 B. subtillis Probacil 120 d 273 fg 516 ¢ 6.31gh 7.26 fg 7.55fgh
24 B. subtillis Probac bs 121 d 236 ef 4.85efg 6.23gh 7.31 fg 7.68 gh
25 G. virens Soil gard 156 e 825 i 850 i 8.50 i 850 h 850 h

*Cada valor representa el promedio de dos aislados. Valores en cada columna con letras diferentes, son estadisticamente diferentes.
Comparacion Multiple de Medias DSH Tukey P<0.05 / Each value represents the average of both isolates. Values in each column
with different letters are statistically different. Multiple comparison of averages DSH Tukey P<0.05.

Evaluacion del crecimiento del micelio. Se midio
el diametro de la colonia en dos direcciones, en la
mayor y menor longitud, y el crecimiento micelial
se obtuvo como el promedio de los valores en las
dos direcciones a las 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168,
192, 216, 240 y 268 horas, posteriores a la colo-
cacion del disco con el hongo en el centro de cada
caja Petri en cada una de las tres repeticiones de
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Satistical analysis. In the three experiments, a split
plot experimental design was used, with a factorial
arrangement correction with three repetitions. In
each experiment there was a factorial arrangement:
factor A was assigned to fungal isolations, which
had two, five, and two levels; factor B was assigned
to the biological control agents and fungicides,
which had 25 levels. This gave a total of 50,
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Cuadro 2. Crecimiento promedio radial micelial (Cprm) in vitro de cinco aislados de S. sclerotiorum, obtenidos de los cultivos de
lechuga (L. sativa), frijol (Phaseolus vulgaris), papa (Solanum tuberosum) y radicchio (Cichorium sp) con respecto a 24
tratamientos de productos bioldgicos (16) y fungicidas (8).
Table 2. In vitro Mycelial radial average growth (Mrag) of five S. sclerotiorum isolates, obtained from lettuce (L. sativa), bean (P,
vulgaris), potato (S. tuberosum), and radicchio (Cichorium sp) plants with regard to 24 treatments with biological control
products (16) and fungicides (8).

No Nombre Nombre Cprm (cm)
) comun comercial 24 horas 72 horas 120 horas 192 horas 240 horas 264 horas

1 Dicloran Botran 1.00 a* 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a

2 Benomilo Blindaje 50 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a

3 Ciprodinilo-Fludioxonilo Swish 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a

4 Tebuconazole Tebucur 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a

5 Clorotalonil-Cymoxanil Strike 1.02a 1.16 a 1.28 ab 1.38 ab 1.42 ab 1.42 ab

6 Clorotalonil Trevanil 1.04 ab 1.23 ab 1.38 ab 1.55 abe 1.80 abe 1.94 abe
7 Iprodione Rovral 1.05 ab 1.30 ab 143 abec 1.86abc  2.12 be 2.24 be

8 Boscalid Cabrio 1.06 abc 1.30 ab 1.47abec  1.49abec  1.50 abe 1.50 abc
9 Trichoderma sp. Trichoderma  1.04 ab 1.44abc 1.48abc 1.48abc  1.48 abc 1.48 abe
10 T harzianum Natucontrol 1.08 abed 1.49abec 1.56abc 156 abc  1.56 abc 1.56 abe
11 B. subtillis Serenade Max  1.10 abed 2.12 cde 284 d 356 d 396 e 401 e
12 Bacillus sp., Glomus sp. Soil cure 1.13abed 297 fgh 438 ef 549 efg 578 fgh 586 fg
13 T viride Esporalis 1.14abcde 2.62 defg 3.38 de 348 d 349 de 349 de
14 B. subtillis Natu bac-s 1.15abcde 2.83efgh 4.46 ef 5.67efgh 6.06 fghi 6.06 fgh
15 T harzianum Biotricho-H  1.18abede 2.02 bed 2.53 ed 253 ed 253 ecd 2.53 cod
16 B. subtillis Bacillus subtillis  1.25 bedef 3.36 ghi 5.12 fg 5.80efgh 6.04 fghi  6.08 fgh
17 Microorganismos BPG-Plus 1.27 cdefg 2.11 cde 2.34bed 2.35 bc 2.35 be 2.35 be
18 ;' viridis, B. subiillis, Baktillis 128 cdefg 294 fgh 436 ef 522 ef 546 f 552 f

treptomyces Sp.
19 G. virens Soil gard 1.29defg 470 j 604 g 667 h 679 hi 680 gh
90 B subiillis, B.cereus, B pyu jhac combi 136 efg 327 gh 436 ef 516 ef 560 fg 581 fg
megaterium

21 Testigo Testigo 1.40 fgh 354 hi 5.02 fg 6.03 fgh 6.42 fghi 6.56 fgh
22 S. lydicus Actinovate 143 fgh 485 j 572 g 6.14 fgh 6.29 fghi 6.32 fgh
23 B. subtillis Probacil 148 gh 237 def 340 de 492 e 556 fg 574 fg
24 T harzianum Triko root 148 gh 344 hi 524 fg 631 gh 6.89 i 712 h
25 B. subtillis Probac bs 1.60 h 414 ij 540 fg 6.18 fgh 6.62 ghi 6.79 gh

*Cada valor representa el promedio de dos aislados. Valores en cada columna con letras diferentes, son estadisticamente diferentes.
Comparacion Multiple de Medias DSH Tukey P<0.05 / Each value represents the average of two isolates. Values in each column
with different letters are statistically different. Multiple. Comparison of averages DSH Tukey P<0.05.

cada tratamiento (Pérez et al., 1997; Pérez et al.,
2009).

Analisis estadistico. En los tres experimentos se
utilizé un disefio experimental de parcelas dividi-
das con arreglo factorial, con tres repeticiones. En
cada experimento se tuvo un arreglo factorial, el
factor A correspondio a los aislados del hongo, los
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125, and 50 treatments, respectively. In all three
experiments, the multiple comparison of averages
was carried out using Tukey’s test (P<0.05).

Sclerotinia minor. The two isolates of S. minor
were sensitive to seven of the eight fungicides

(Dicloran, Benomyl, Boscalid, Iprodione,
Tebuconazole, Cyprodinil-Fludioxonil, and
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Cuadro 3. Crecimiento promedio radial micelial (Cprm) in vitro de dos aislados de S. cepivorum obtenidos del cultivo de ajo
(Allium sativum) con 24 tratamientos de productos biologicos (16) y fungicidas (8).
Table 3. In vitro Mycelial radial average growth (Cprm) vitro of two S. cepivorum isolates obtained from plantations of garlic (4.
sativum) with 24 treatments of biological products (16) and fungicides (8).

No Nombre Nombr.e Cprm (cm)
' comun comercial 24 horas 72 horas 144 horas 192 horas 240 horas 264 horas
1 Dicloran Botran 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a
2 Benomilo Blindaje 50 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a
3 Boscalid Cabrio 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a
4 Iprodione Rovral 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a
5 Clorotalonil-Cymoxanil Strike 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a
6  Ciprodinilo-Fludioxonilo Swish 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a
7 Tebuconazole Tebucur 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a
8 Clorotalonil Trevanil 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a 1.00 a
9 S. lydicus Actinovate 1.00 a 251 def 533 f 670 fg 726 fg 7.68 hi
10 T harzianum Biotricho-H 1.00 a 255 ef 475 ef 475 cd 475 d 475 de
11 T harzianum Natucontrol 1.00 a 1.91 be 2.55 be 255 b 255 be 255D
12 Bacillus sp., Glomus sp. Soil cure 1.00 a 253 ef 668 gh 7.78 gh 831 gh 845 i
13 G. virens Soil gard 1.00 a 401 g 670 gh 788 gh 850 h 850 i
14 Trichoderma sp. Trichoderma  1.00 a 1.03a 1.03 a 1.03 a 1.03a 1.03a
15 A viridis, B. subtillis, Baktillis 1.0l a 228 bedef 4.66 ef 588 ef 683 ef 723 gh
Streptomyces sp.
16 Testigo Testigo 1.0l a 286 f 543 f 430 ef 6.90 ef 7.06 gh
17 T harzianum Triko root 1.01a 1.93 cd 398 de 4.96 cd 576 de 6.15 fg
18 B. subtillis Natu bac-s 1.03a 278 f 775 h 840 h 850 h 850 i
19 B. subtillis Probac bs 1.05 ab 265 ef 471 ef 483 cd 483 d 483 de
20 B. subtillis Bacillus subtillis  1.06 ab 283 f 571 fg 635 ef 691 ef 7.15 gh
21 T. viride Esporalis 1.06 ab 1.73 b 1.73 ab 1.73 ab 1.73 ab 1.73 ab
22 B. subtillis Probacil 1.06 ab 24lcdef 471 ef 533 cde 538 d 538 ef
93 B subtillis B.cereus, B pi o combi 1.06ab  2.06bede 343 cd 455 ¢ 578 de 625 fg
megaterium
24 B. subtillis Serenade Max 1.13 be 1.81 b 2.73 be 293 b 343 ¢ 3.76 cd
25 Microorganismos BPG-Plus 1.16 ¢ 2.43cdef  2.56 bec 2.63 b 2.68 be  2.70 bc

*Cada valor representa el promedio de dos aislados. Valores en cada columna con letras diferentes, son estadisticamente diferentes.
Comparacion Multiple de Medias DSH Tukey P<0.05 / Each value represents the average of two isolates. Values in each column
with different letters are statistically different. Multiple Comparison of averages DSH Tukey P<0.05.

cuales tuvieron dos, cinco y dos niveles. Al factor
B se le asignaron los agentes de control biologico
y los fungicidas, el cual tuvo 25 niveles; lo anterior
dio un total de 50, 125 y 50 tratamientos, respec-
tivamente. En los tres experimentos, la compara-
cion multiple de medias se realiz6 con la prueba de
Tukey (P<0.05).

Sclerotinia minor. Los dos aislados de S. minor
fueron sensibles a siete de los ocho fungicidas,
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Chlorothalonil), considering this as those which
did not develop a mycelial radial average growth
(Mrag), 264 hours after the confrontation (Table
1). The biological control agents with the greatest
fungistatic effects towards S. minor isolates, that
is, those which caused the least Mrag 264 hours
after confrontation, were: Microrganisms (BPG-
Plus), Trichoderma sp. (Trichoderma), T. viride
(Esporalis) and Bacillus subtillis (Serenade max),
with 1.16a, 1.31a, 1.51a, and1.85a, respectively;
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Dicloran, Benomilo, Boscalid, Iprodione, Tebuco-
nazole, Ciprodinilo-Fludioxonilo y Clorotalonil,
considerando esto como los que no desarrollaron
crecimiento promedio radial micelial (Cprm), a las
264 horas posteriores a la confrontacion (Cuadro
1). Los agentes de control bioldgico que tuvieron
los mayores efectos fungistaticos hacia los aislados
de S. minor, es decir, los que propiciaron los meno-
res crecimientos promedio radial micelial (Cprm),
a las 264 horas posteriores a la confrontacion, fue-
ron: Microrganismos (BPG-Plus), Trichoderma
sp. (Trichoderma), T viride (Esporalis) y Bacillus
subtillis (Serenade max), con 1.16a, 1.31a, 1.51a,y
1.85a, respectivamente; en comparacion con Glio-
cadium virens (Soil gard), B. subtillis (Probac bs),
Bacillus sp.-Glomus sp. (Soil cure) y B. subtillis
(Natubacs), con 8.50h, 7.68gh, 6.71efg, y 7.61fgh,
respectivamente, los cuales tuvieron los menores o
nulos efectos fungistaticos hacia los aislados (Cua-
dro 1).

Sclerotinia sclerotiorum. Los cinco aislados fue-
ron sensibles a cuatro de los ocho fungicidas, Di-
cloran, Benomilo, Tebuconazole y Ciprodinilo-
Fludioxonilo, es decir, los que no presentaron
crecimiento promedio radial micelial (Cprm), a las
264 horas posteriores a la confrontacion (Cuadro
2). Los agentes de control bioldgico que tuvieron
los mayores efectos fungistaticos hacia los aisla-
dos, entendiendo esto como los que propiciaron
los menores crecimientos promedio radial micelial
(Cprm), a las 264 horas posteriores a la confron-
tacion, fueron: Trichoderma sp. (Trichoderma),
Trichoderma harzianum (Natucontrol), Microorga-
nismos (BPG-Plus) y T. harzianum (Biotricho-H),
con 1.48abc, 1.56abc, 2.35bc, y 2.53cd, respecti-
vamente; en comparacion con 7. harzianum (Triko
root), B. subtillis (Probac bs), G. virens (Soil gard)
y Streptomyces lydicus (Actinovate), con 7.12h,
6.79gh, 6.80gh, y 6.32fgh, respectivamente, los cua-
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in comparison to Gliocadium virens (Soil gard),
B. subtillis (Probac bs), Bacillus sp.-Glomus sp.
(Soil cure) and B. subtillis (Natubacs), with 8.50h,
7.68gh, 6.71efg, and 7.61fgh, respectively, which
had the lowest or null fungistatic effects towards
the isolates (Table 1).

Sclerotinia sclerotiorum. The five isolates sensitive
to four of the eight fungicides (Dicloran, Benomyl,
Tebuconazole, and Cyprodinil-Fludioxonil) i.e.,
those which showed no Mrag 264 hours after
confrontation (Table 2). The biological control
agents that had the greatest fungistatic effects
towards the isolates, understood as those which
caused the lowest Mrag 264 hours after confrontation
were Trichoderma sp. (Trichoderma), Trichoderma
harzianum  (Natucontrol), = Microorganismos
(BPG-Plus), and 7. harzianum (Biotricho-H), with
1.48abc, 1.56abc, 2.35bc, and 2.53cd, respectively,
in comparison with 7 harzianum (Triko root), B.
subtillis (Probac bs), G. virens (Soil gard), and
Streptomyces lydicus (Actinovate), with 7.12h,
6.79gh, 6.80gh, and 6.32fgh, respectively, which
had the lowest or null fungistatic effects towards
the S. sclerotiorum isolates (Table 2).

Sclerotium cepivorum. Both isolates were sensitive
totheeightfungicides(Dicloran, Benomyl, Boscalid,
Iprodione, Chlorothalonil-Cymoxanil, Cyprodinil-
Fludioxonil, Tebuconazole, and Clorotalonil),
therefore they did not present Mrag 264 hours after
confrontation (Table 3). The biological control
agents that had a greater fungistatic effect on
the S. cepivorum, which means that they caused
the least Mrag 264 hours after confrontation,
were Trichoderma sp., (Trichoderma), T. viride
(Esporalis), T. harzianum (Natucontrol), and
Microorganisms (BPG-plus), with 1.03a, 1.73ab,
2.55b, and 2.70bc, respectively; in comparison
with G. virens (Soil gard), Bacillus sp.-Glomus sp.

263



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

les tuvieron los menores o nulos efectos fungistaticos
hacia los aislados de S. sclerotiorum (Cuadro 2).

Sclerotium cepivorum. Los dos aislados fueron
sensibles a los ocho fungicidas, Dicloran, Benomi-
lo, Boscalid, Iprodione, Clorotalonil-Cymoxanil,
Ciprodinilo-Fludioxonilo, Tebuconazole y Cloro-
talonil, por lo que no presentaron crecimiento pro-
medio radial micelial (Cprm), a las 264 horas pos-
teriores a la confrontacion (Cuadro 3). Los agentes
de control bioldgico que ejercieron un mayor efec-
to fungistatico hacia los aislados de S. cepivorum,
lo que significa que propiciaron los menores cre-
cimientos promedio radial micelial (Cprm), a las
264 horas posteriores a la confrontacion, fueron:
Trichoderma sp., (Trichoderma), T. viride (Espo-
ralis), T. harzianum (Natucontrol) y Microorga-
nismos (BPG-plus), con 1.03a, 1.73ab, 2.55b, y
2.70bc, respectivamente; en comparacion con G.
virens (Soil gard), Bacillus sp.-Glomus sp. (Soil
cure), v B. subtillis (Natubacs), con 8.501, 8.451, y
8.50i1, respectivamente, los cuales causaron un me-
nor o un nulo efecto fungistatico hacia los aislados
(Cuadro 3).

En el caso de S. cepivorum se encontrd un com-
portamiento uniforme hacia los fungicidas Tebuco-
nazole (Tebucur), Iprodione (Rovral), Dicloran (Bo-
tran), Benomilo (Blindaje 50), Boscalid (Cabrio),
Clorotalonil (Trevanil), Clorotalonil+Cymoxanil
(Strike) y Ciprodinilo+Fludioxonilo (Swish). Re-
sultados contrastantes se encontraron en el com-
portamiento de S. cepivorum hacia los fungicidas,
los cuales fueron los reportados por Pérez et al.
(1997) y Pérez et al. (2009), quienes mostraron la
presencia de variabilidad del patdégeno hacia los
fungicidas usados. Con relacion a la respuesta de
S. cepivorum hacia los agentes de control biologico
evaluados, se encontrdé una gran variabilidad, ob-
servando que los productos bioldgicos a los cuales
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(Soil cure), and B. subtillis (Natubacs), with 8.501,
8.451, and 8.50i, respectively, which led to a lower
or null fungistatic effect on the isolates (Table 3).

A uniform behavior was found in S. cepivorum
towards (Tebucur),
Iprodione (Rovral), Dicloran (Botran), Benomyl
(Blindaje 50), Boscalid (Cabrio), Clorotalonil
(Trevanil), Clorotalonil+Cymoxanil (Strike), and
Ciprodinilo+Fludioxonilo (Swish).

fungicides Tebuconazole

Contrasting
results were found in the behavior of S. cepivorum
towards the fungicides reported by Pérez et al.
(1997) and Pérez et al. (2009), who showed the
presence of variability of the pathogen towards the
fungicides used. In relation to the response of S.
cepivorum towards the biological control agents
evaluated, a wide variability was found, observing
that the biological products to which there was a
higher sensitivity to in vitro were those formed
with Trichoderma spp.; the cause of this greater
benefitial effect may be the biocontrolling action
of Trichoderma spp., in which there have been
several forms of action described that regulate the
development of phythopathogenic fungi. Among
these, the main ones are the competition for space
and nutrients, microparasitism and antibiosis,
which have a direct action on the phythopathogenic
fungi (Infante et al., 2009); it is also known that
Trichoderma spp. displays other mechanisms,
the bioregulatory action of which is indirect,
such as the biochemical defense mechanisms,
that consist in the deactivation of enzymes of
the phythopathogenic fungi during the infection
process (Infante et al., 2009); this could explain
the high inhibitory percentage of mycelial growth
of S. cepivorum. This suggests an alternative for
the control of white rotting, as pointed out by
Ulacio et al. (2011). The use of T. harzianum as an
alternative of biological control in soils that display
high densities of S. cepivorum inocula, requires
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hubo una mayor sensibilidad in vitro fueron los que
se formularon con Trichoderma spp., la causa de
este mayor efecto benéfico pudiera ser la accién
biocontroladora de Trichoderma spp., en la que
se han descrito diferentes modos de accidén que
regulan el desarrollo de los hongos fitopatogenos.
Entre estos, los principales son la competencia por
espacio y nutrientes, el micoparasitismo y la anti-
biosis, los que tienen una acciéon directa frente al
hongo fitopatégeno (Infante ez al., 2009); ademas,
se conoce que Trichoderma spp. presenta otros me-
canismos, cuya accion bioreguladora es de forma
indirecta, tales como los mecanismos de defensa
bioquimicos, que consisten en la desactivacion de
enzimas de los hongos fitopatégenos durante el
proceso de infeccion (Infante ef al., 2009); lo ante-
rior puede explicar el alto porcentaje inhibitorio del
crecimiento micelial de S. cepivorum. Esto sugiere
una alternativa de control de la pudriciéon blanca,
como ha sido sefialado por Ulacio ef al. (2011). El
uso de 7. harzianum como alternativa de control
bioldgico en suelos que presentan elevadas densi-
dades de indculo de S. cepivorum, requiere de dosis
altas del antagonista combinadas con otras alterna-
tivas de manejo para lograr el control eficiente de
la enfermedad (Delgadillo et al., 2002; Ulacio et
al., 2011).

Para S. minor y S. sclerotiorum, se encontrd
un comportamiento uniforme hacia la mayoria de
los fungicidas y aislados evaluados. Los aislados
de radicchio de Celaya y de lechuga de Irapuato
crecieron en presencia de algunos fungicidas, en
comparacion con los demas aislados de ambos hon-
gos que no lo hicieron, esto probablemente pudiera
ser ocasionado por los tratamientos aplicados a los
campos donde se obtuvieron los aislados, ya que
son terrenos tratados con controladores biologicos
y esto pudo ocasionar que los aislados tuvieran un
crecimiento micelial mas vigoroso con algunos de
los fungicidas evaluados; algo que no se esperaba
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high doses of the antagonist combined with other
alternatives to achieve an efficient control of the
disease (Delgadillo et al., 2002; Ulacio et al., 2011).
A uniform response was found in S. minor and S.
sclerotiorum towards most fungicides and isolates
evaluated. The isolates of radicchio from Celaya
and lettuce from Irapuato grew in the presence
of some fungicides, in comparison to the other
isolates of both fungi that did not, probably due to
the treatments undergone by the fields the isolates
were taken from, since these lands are treated with
biological controllers, and this may have caused the
isolates to have a more vigorous mycelial growth
with some of the fungicides evaluated. Something
that was unexpected in this study was that the
isolates of S. sclerotiorum provenientes from
Celaya and from Irapuato grew in the presence of
Boscalid (Cabrio), which is a fungicide that belongs
to the group of Carboxanilides, and Iprodione
(Rovral), which belongs to the Dicarboximide, in
which there was Mrag between 24 and 264 hours
after confrontation; this is probably related, among
other things, to the history of the fields the S.
sclerotiorum isolates were obtained from, regarding
the continuous use of fungicides for the control
of root diseases in different crops (Pérez et al.,
2009). The insensitivity to Boscalid and Iprodione
obtained in this study contrasts with the sensitivity
reported by Tarazona (2009), who found that the
Boscalid and Iprodione inhibited fungal growth
by 100 %. The sensitivity presented by isolates S.
minor and S. sclerotiorum towards Tebuconazole,
which brought about an inhibitory effect of 100 %,
coincides with reports by Pérez et al. (1997), who
claim these were similar with S. cepivorum. The
biological control agents which caused the most
inhibition of mycelial growth in S. minor and S.
sclerotiorum were those that contained the fungus
Trichoderma spp. The resuls obtained in this study
coincide with those by Villalta et al. (2012), who
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en este estudio, fue que los aislados de S. sclerotio-
rum provenientes de Celaya y de Irapuato crecieron
en presencia de Boscalid (Cabrio) que es un fungi-
cida que pertenece al grupo de las Carboxanilidas y
de Iprodione (Rovral) perteneciente al grupo de las
Dicarboximidas, en los cuales se tuvo crecimiento
promedio radial micelial (Cprm) desde las 24 has-
ta las 264 horas posterior a la confrontacion; esto
posiblemente se encuentra relacionado entre otras
causas, con la historia de los campos de donde se
obtuvieron los aislados de S. sclerotiorum, con res-
pecto al uso continuo de fungicidas para el control
de enfermedades radicales en diferentes cultivos
(Pérez et al., 2009). La insensibilidad a Boscalid e
Iprodione obtenida en el presente estudio, contrasta
con la sensibilidad reportada por Tarazona (2009),
quien reportd que el Boscalid y el Iprodione inhi-
bieron al 100 % el crecimiento de los hongos. La
sensibilidad que presentaron los aislados S. minor
y S. sclerotiorum a Tebuconazole, que propicioé un
efecto inhibitorio del 100 %, coincide con lo re-
portado por Pérez et al. (1997) quienes encontraron
resultados similares con S. cepivorum. Los agentes
de control bioldgico con mayor poder inhibitorio
del crecimiento micelial de S. minor y S. sclerotio-
rum fueron los que contenian al hongo Trichoder-
ma spp. Los resultados obtenidos en el presente es-
tudio concuerdan con los obtenidos por Villalta et
al. (2012), quienes reportan una cepa de 7. hama-
tum con alto porcentaje inhibitorio del crecimiento
de S. minor. En el caso de B. subtillis (Serenade
max), no se tuvo un efecto favorable sobre S. minor
y S. sclerotiorum, en comparacion con el efecto fa-
vorable obtenido con Trichoderma spp., ya que B.
subtillis (Serenade max) fue de los controladores
biologicos con menor efecto fungistatico hacia los
aislados de S. minor y S. sclerotiorum. Estos re-
sultados contrastan con lo reportado por Tarazona
(2009), quien sefiala que B. subtillis tuvo un mayor
efecto controlador hacia los hongos fitopatdgenos
evaluados.
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report a strain of 7 hamatum with a high percentage
of inhibition of the growth of S. minor. In the
case of B. subtillis (Serenade max), there were no
favorable effects on S. minor and S. sclerotiorum,
in comparison with the favorable effect obtained
with Trichoderma spp., since B. subtillis (Serenade
max) was one of the biological control agents with
the lowest fungistatic effect on the S. minor and S.
sclerotiorum isolates. These results contrast with
those reported by Tarazona (2009), who points
out that B. subtillis had a greater controlling effect
towards the phythopathogenic fungi analyzed.

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