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Resumen. Para demostrar la eficiencia de pro-
ductos inductores de la resistencia a enfermedades 
en maíz, en 2016 y 2017 se establecieron ensayos 
en el Campo Experimental de la Universidad Autó-
noma del Estado de México, Campus Toluca, con 
el híbrido de maíz comercial BG1384W, donde se 
estudió la eficiencia de seis agroquímicos como 
inductores de resistencia, incluyendo Fosetil-Al, 
Acibenzolar-S-metil, Bacillus subtilis, Tebuco-
nazole + Trifloxystrobin, Proteína Harpin y Clo-
tianidin + Bacillus firmus, para controlar la roya 
común (Puccinia sorghi Schw.) y el complejo de 

Induced resistance to Puccinia sorghi and tar spot complex 
(Phyllachora maydis and others) in maize (Zea mays)

Inducción de resistencia a Puccinia sorghi y complejo mancha de asfalto 
(Phyllachora maydis y otros)  en maíz (Zea mays)

Federico Díaz Morales, Carlos De León García de Alba*, Cristian Nava Díaz, Posgrado en Fitosanidad-
Fitopatología, Colegio de Posgraduados, Km 36.5 Carretera México-Texcoco, Montecillo, Texcoco, Estado de 
México, CP 56230, México; María del Carmen Mendoza Castillo, Posgrado en Genética, Colegio de Pos-
graduados, Km 36.5 Carretera México-Texcoco, Montecillo, Texcoco, Estado de México, CP 56230, México. 
*Autor para correspondencia: cdeleon@colpos.mx.

Recibido: 18 de Julio, 2018.          Aceptado: 25 de Septiembre, 2018.

Abstract. In order to prove the efficiency of 
products reported to induce disease resistance in 
crops, in 2016 and 2017, trials were established 
in the Experimental Station of the Universidad 
Autónoma del Estado de México, Campus Toluca, 
with the commercial hybrid maize BG1384W. The 
products evaluated were Fosetyl-Al, Acibenzolar-
S-metil, Bacillus subtilis, Trifloxystrobin + 
Tebuconazole, Harpin Protein and Clothianidin + 
Bacillus firmus.  Efficiency of disease resistance 
inducers was studied in the control of common 
rust (Puccinia sorghi Schw.), and tar spot complex 
(Phyllachora maydis Maubl. and others), in two 
methods of application (soil and foliar application), 
and three dosages (recommended commercially, 
half of the recommended one, and recommended 
plus 50%) for each chemical. Agronomic data was 
recorded in a yield trial and disease severity for 
each disease. In 2016, severity was not affected by 
none of the products evaluated but Fosetyl-Al and 
Acibenzolar-S-metil increased grain yield. In 2017, 
Serenade decreased tar spot severity while Fosetyl-
Al increased grain yield.
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la mancha de asfalto (Phyllachora maydis Maubl. 
y otros), con dos formas de aplicación (al suelo y 
foliar) y tres dosis (comercial recomendada, mitad 
de la recomendada y recomendada más 50%) para 
cada agroquímico. Se registraron datos agronómi-
cos en un ensayo de rendimiento y la severidad de 
las mencionadas enfermedades. En 2016, la severi-
dad no fue afectada por ninguno de los agroquími-
cos, aunque se incrementó el rendimiento con las 
aplicaciones de Fosetil-Al y Acibenzolar-S-metil. 
En 2017, Bacillus subtilis disminuyó la severidad 
de la roya, mientras que Fosetil-Al redujo la seve-
ridad del complejo mancha de asfalto, pero mostró 
el rendimiento más bajo.

Palabras clave: inductores, resistencia, maíz, Fo-
setil-Al, Bacillus subtilis

El maíz es el cultivo más importante de Méxi-
co, desde el punto de vista alimenticio, industrial, 
político y social (Saint y López, 1997). En 2017, la 
superficie cosechada en el país fue de 1 144 590 ha, 
con un rendimiento de grano promedio de 6.477 t/
ha (SIAP, SAGARPA, 2017). El maíz tiene varios 
problemas fitosanitarios, destacando entre los más 
importantes el carbón de la espiga (Sporisorium 
reilianum f. sp. zeae), que afecta la espiga y la 
mazorca, el carbón común (Ustilago maydis) que 
afecta principalmente a la mazorca, la roya común 
(Puccinia sorghi Schwein) y el complejo mancha 
de asfalto (CMA) (Phyllachora maydis Maubl. y 
otros) que atacan al follaje (CIMMYT, 2005). El 
CMA se reportó por primera vez en México por 
Maublanc (1904); posteriormente, se determinó 
que el CMA es causado por varios hongos, donde 
P. maydis es el primero que se establece para luego 
llegar Monographella maydis Müller y Samuels y 
por último, dentro de los estromas de P. maydis se 
asienta el hiperparásito Coniothyrium phyllacho-
rae Maubl. (Hock et al., 1992). Esta enfermedad 

Key words: inducers, resistance, maize, Fosetil-
Al, Bacillus subtilis

Maize is the most important crop in Mexico, 
from food, industrial, political and social points 
of view (Saint and López, 1997). In 2017, the area 
planted with  maize in the country was 1 144 590 
ha, with an average grain yield of 6.477 t/ha (SIAP, 
SAGARPA, 2017). Maize has several phytosanitary 
problems, some of the most important of which 
are head smut (Sporisorium reilianum f. sp. zeae), 
which affects the tassel and ear, common smut 
(Ustilago maydis) which affects maily the ear, 
common rust (Puccinia sorghi Schwein) and the tar 
spot complex (TSC) (Phyllachora maydis Maubl. 
and others), which affects the leaves (CIMMYT, 
2005). The TSC was first reported in Mexico by 
Maublanc (1904); the TSC was later determined to 
be caused by several fungi, where P. maydis is the 
first to be established, followed by Monographella 
maydis Müller and Samuels, and finally, inside 
the stromas of P. maydis, the hyperparasite 
Coniothyrium phyllachorae Maubl. settles (Hock 
et al., 1992). This disease may cause losses of up 
to 100% (Martínez and Espinosa, 2014). Common 
rust is widely distributed in subtropical and 
temperate climates with a high relative humidity 
(CIMMYT, 2005). 

It is necessary to use plant disease control 
alternatives which have been implemented to 
control diseases in other pathosystems, especially in 
profitable crops, such as vegetable crops. There are 
few studies on resistance induction on grasses. Plant 
treatments with several agents, including virulent 
or avirulent plant pathogens, non-pathogens, plant 
extracts, and synthetic chemicals, may induce 
resistance to the attack of pathogens (Walters and 
Fountaine, 2009). Induction of resistance is defined 
as the increase in the expression of natural defense 
mechanisms of plants that leads them to protect 
themselves from diseases and insects that include 
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puede causar pérdidas hasta del 100% (Martínez y 
Espinosa, 2014). La roya está ampliamente distri-
buida en climas subtropicales y templados con alta 
humedad relativa (CIMMYT, 2005). 

Es necesario utilizar alternativas de control de 
enfermedades de plantas que se han venido imple-
mentando para controlar enfermedades en otros 
patosistemas, especialmente en cultivos remune-
rativos como los hortícolas. En gramíneas, existen 
pocos estudios sobre inducción de resistencia. El 
tratamiento de plantas con varios agentes, inclu-
yendo fitopatógenos virulentos o avirulentos, no 
patógenos, extractos de plantas y químicos sinté-
ticos, pueden inducir resistencia al ataque de pató-
genos (Walters y Fountaine, 2009). La inducción 
de resistencia se define como el incremento de la 
expresión de mecanismos de defensa natural de las 
plantas que las incita a protegerse de enfermeda-
des e insectos que incluyen tanto respuestas loca-
les como sistémicas (Riveros, 2001; Edreva, 2004) 
que van desde las barreras físicas hasta las reac-
ciones bioquímicas que alertan las células entre 
sí, para producir sustancias tóxicas que eliminan o 
inhiben la colonización por parte de la plaga (Rive-
ros, 2001). Esta resistencia se incrementa cuando 
se estimula apropiadamente  por factores exógenos 
(Choudhary et al., 2007) sin alteración del genoma 
de la planta (Kilian et al., 2000).

La resistencia inducida puede desencadenarse 
tanto por la pre-inoculación con agentes patóge-
nos, no patógenos, simbiontes y saprófitos, o bien 
por la aplicación de determinados inductores abió-
ticos, como el ácido salicílico o los metabolitos mi-
crobianos que estimulan a la planta para producir 
sustancias naturales de defensa contra patógenos 
(Quintero y Castaño, 2012). Cuando éstos son re-
conocidos por moléculas endógenas, tienen la fun-
ción de activar o aumentar el nivel de resistencia de 
las plantas, tanto a nivel local o en puntos distantes 
al sitio de infección, así como de participar de otras 

both local and systemic responses (Riveros, 2001; 
Edreva, 2004), which range from physical barriers 
to the biochemical reactions with which cells alert 
each other in order to produce toxic substances 
that eliminate or inhibit the pest colonization 
(Riveros, 2001). This resistance increases when an 
adequate stimulus is provided by exogenous factors 
(Choudhary et al., 2007) without altering the plant 
genome (Kilian et al., 2000).

Induced resistance may be triggered by pre-
inoculation with pathogenic, non-pathogenic, 
symbiotic and saprophytic agents or with the use 
of certain abiotic inducers, such as salicylic acid 
or microbial metabolites which stimulate the plant 
to produce natural defense substances against 
pathogens (Quintero and Castaño, 2012). When 
these are recognized by endogenous molecules 
they activate or increase the levels of resistance 
of the plant, both locally or in distal points of the 
place of infection, as well as to participate in other 
physiological activities (Schreiber and Desveaux, 
2008). The interest in molecules that stimulate the 
plant’s natural mechanisms started during their 
participation in the control of pathogens and pests, 
since they have the potential to reduce and/or avoid 
the risk of emergence of pathogen populations or 
chemical-resistant pests, partially counteracting 
chemical damages caused by pesticides, and cause 
an increase in harvest yields (Guimarães et al., 
2008). 

The first resistance-activating chemical, 
Probenazole, was registered in Japan in 1975 as 
Oryzemate®, and since then many other activators 
have been developed, such as Acibenzolar-S-methyl 
(ASM), registered as Actigard® (Syngenta), Harpin 
Protein as Messenger® (Plant Health Care), and 
others (Walters et al., 2013). In strawberry plants, 
Fosetil-Al® (Bayer) induced resistance by reducing 
the severity of the crown rot (Phytophthora 
cactorum) and root rot (P. fragariae) (Eikemo 
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actividades fisiológicas (Schreiber y Desveaux, 
2008). El interés en las moléculas estimuladoras de 
los mecanismos naturales de defensa de la planta, 
surgió a partir de su intervención en el control de 
patógenos y plagas, ya que presentan el potencial 
de disminuir y/o evitar el riesgo de emergencia de 
poblaciones de patógenos o plagas resistentes a 
productos químicos, contrarrestar parcialmente los 
daños químicos ocasionados por los plaguicidas y 
causar un incremento del rendimiento de las cose-
chas (Guimarães et al., 2008). 

El primer químico activador de resistencia, Pro-
benazole, se registró en Japón en 1975, como Ory-
zemate® y desde entonces muchos otros activadores 
han sido desarrollados, como el Acibenzolar-S-me-
til (ASM), registrado como Actigard® (Syngenta), 
Proteína Harpin como Messenger® (Plant Health 
Care), entre otros (Walters et al., 2013). En plantas 
de fresa, Fosetil-Al® (Bayer) indujo resistencia al 
disminuir la severidad de la pudrición de la corona 
(Phytophthora cactorum) y la pudrición de las raí-
ces (P. fragariae) (Eikemo et al., 2003) y en tubér-
culos de papa mostró una mayor acumulación e in-
cremento de las enzimas β-1,3-glucanasas y protea-
sas, fitoalexinas y compuestos fenólicos (Andreu et 
al., 2006). El ASM, originalmente comercializado 
para el control de la cenicilla polvorienta (Oidium 
sp.) en trigo y cebada (Gorlach et al., 1996), en la 
actualidad se utiliza para inducir resistencia con-
tra un extenso rango de fitopatógenos, como roya 
(Uromyces viciaefabae) y quemadura por asco-
chyta (Ascochyta fabae) en haba, en condiciones 
de campo e invernadero (Sillero et al., 2012). En el 
cultivo de pera, redujo la severidad de la roña (Ven-
turia nashicola) con una eficiencia en el control de 
42% (Faize et al., 2004) y en plátano Dominico-
Hartón (Musa AAB) fue eficiente al reducir la se-
veridad de la Sigatoka negra (Mycosphaerella fi-
jiensis) y amarilla (M. musicola) en 80% (Márquez 
y Castaño, 2007). La mezcla de Tebuconazole® con 

et al., 2003), and in potato tubers, it displayed a 
greater accumulation and increase of enzymes 
β-1,3-glucanases and proteases, phytoalexins and 
phenolic compounds (Andreu et al., 2006). ASM, 
originally commercialized to control powdery 
mildew (Oidium sp.) in wheat and barley (Gorlach 
et al., 1996), is currently used to induce resistance 
to a wide range of plant pathogens, such as rust 
(Uromyces viciaefabae) and ascochyta blight 
(Ascochyta fabae) in broadbeans, under field and 
greenhouse conditions (Sillero et al., 2012). In pear 
plantations, it reduced blight severity (Venturia 
nashicola) with a control efficiency of 42% (Faize 
et al., 2004), and in Dominico-Harton bananas 
(Musa AAB) it was efficient in the control of the 
black Sigatoka (Mycosphaerella fijiensis), and 
yellow Sigatoka (M. musicola) by 80% (Márquez 
and Castaño, 2007). Mixing Tebuconazole® with 
Trifloxystrobin®, the combination of a triazole 
and a strobilurin, produced an increase in yield 
related to the control (Couretot et al., 2013). The 
application of resistance inducers in Dominico-
Hartón seedlings against Sigatoka, including 
Propiconazol®, in the group of the triazoles, has 
proved to reduce the size of lesions and low severity 
rates for this disease (Mogollón et al., 2011), due 
to the inhibition of the demethylation of the C-14 
of the lanosterol, a precursor of ergosterol of the 
pathogen’s cell membrane (Köller, 1992).

Species of the Bacillus genus are considered 
microbial factors producing various biologically 
active molecules, some of which are potential 
inhibitors of fungal growth (Schallmey et al., 
2004). Bacillus subtilis is extremely tolerant to 
environmental stresses, including soil factors and 
long-term storage (Brannen and Kenney, 1997). 
Strain QTS 713 of B. subtilis is antagonistic to 
many phytopathogenic fungi, with an effect on 
competition for nutrients, exclusion of the site, 
colonization, and the union of bacteria to the fungus. 
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Trifloxystrobin®, combinación de un triazol y una 
estrobilurina, generaron incremento en rendimien-
to respecto al testigo (Couretot et al., 2013). La 
aplicación de inductores de resistencia en plántulas 
de Dominico-Hartón contra Sigatoka, incluyendo 
Propiconazol®, del grupo de los triazoles, demostró 
reducir el tamaño de las lesiones y bajos índices 
de severidad de esta enfermedad (Mogollón et al., 
2011), debido a la inhibición de la demetilación del 
C-14 del lanosterol, un precursor del ergosterol de 
la membrana celular del patógeno (Köller, 1992).

Las especies en el género Bacillus son consi-
deradas factores microbianos para la producción 
de varias moléculas biológicamente activas, algu-
nas potencialmente inhibidoras del crecimiento de 
hongos (Schallmey et al., 2004). Bacillus subtilis 
es extremadamente tolerante a estreses ambienta-
les, incluyendo factores del suelo y almacenamien-
to a largo plazo (Brannen y Kenney, 1997). La cepa 
QTS 713 de B. subtilis, es antagonista de muchos 
hongos fitopatógenos, con efecto en la competencia 
por nutrientes, la exclusión del sitio, colonización y 
la unión de las bacterias al hongo. También, puede 
detener la germinación de las esporas de hongos 
fitopatógenos, interrumpiendo el crecimiento del 
tubo germinativo e inhibiendo la adhesión del pa-
tógeno a la hoja (EPA, 2006), debido a compues-
tos que muestran actividad fungicida. AgraQuest, 
reporta que la cepa QST 713 de B. subtilis induce 
resistencia sistémica de las plantas contra bacterias 
fitopatógenas. Otra especie importante del género 
Bacillus es B. firmus, reportada para el control de 
nemátodos, un proceso basado en varias interac-
ciones, ya sea de la bacteria con los nemátodos o 
a través del hospedante, pero aún no se entienden 
completamente dichas interacciones supuestamente 

It can also stop the germination of phytopathogenic 
fungi, interrupting the growth of the germ tube 
and inhibiting the adhesion of the pathogen to 
the leaf (EPA, 2006), due to compounds that 
display fungicidal activity. AgraQuest reports that 
strain QST 713 of B. subtilis induces systematic 
resistance of plants against phytopathogenic 
bacteria. Another important species of the 
Bacillus species is B. firmus, reported for the 
control of nematodes, a process based on several 
interactions of the bacteria with the nematodes or 
through the host, although there is still not a clear 
understanding of this interactions, allegedly based 
on several mechanisms that include enzyme action, 
degradation of root exudates and production of the 
phytohormone indol-acetic acid (EFSA, 2012). 
This microorganism, combined with Clothianidin, 
is effective against a variety of species, including a 
range of insect species (Coleóptera, Thysanóptera, 
Lepidóptera and Diptera).

The Harpin Protein was discovered by Wei 
et al. (1992), as an elicitor of the response of 
hypersensitivity caused by Erwinia amylovora. 
Currently, the product Messenger® of the company 
Planth Health, based on the Harpin Protein, 
activates a natural defense mechanism in the plant, 
known as systemic acquired resistance (SAR). 
Dong et al. (1999), reported that Harpin elicited 
a systemic resistance to Peronospora parasítica 
and Pseudomonas syringae pv. tomato in wild 
Arabidopsis thaliana plants. Based on this, the 
aim of this study was to evaluate agrochemicals 
reported as inducers of resistance to diseases, and 
to obtain preliminary information on the resistance-
inducing effect in maize against common rust and 
the tar spot complex.
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basadas en varios mecanismos que comprenden ac-
ción enzimática, degradación de exudados de raíz 
y producción de la fitohormona ácido indol-acético 
(EFSA, 2012). Este microorganismo, combinado 
con Clotianidin, es efectivo contra una variedad 
de especies de insectos (Coleóptera, Thysanóptera, 
Lepidóptera y Díptera).

La Proteína Harpin fue descubierta por Wei et 
al. (1992), como elicitor de la respuesta de hiper-
sensibilidad provocada por Erwinia amylovora. 
Actualmente, el producto Messenger® de la empre-
sa Planth Health, con base en la Proteína Harpin, 
activa un mecanismo natural de defensa en las plan-
tas, referido como resistencia sistémica adquirida 
(EPA). Dong et al. (1999), reportaron que Harpin 
elicitó resistencia sistémica a Peronospora parasí-
tica y Pseudomonas syringae pv. tomato en plantas 
silvestres de Arabidopsis thaliana. Con base en lo 
anterior, el objetivo del presente estudio fue eva-
luar agroquímicos reportados como inductores de 
resistencia a enfermedades y obtener información 
preliminar del efecto inductor de resistencia en 
maíz contra la roya común y el complejo mancha 
de asfalto.

MATERIALES Y METODOS

El primer ensayo se sembró en el Campo Ex-
perimental de El Cerrillo, de la Universidad Autó-
noma del Estado de México (19° 10’ 25” N - 99° 
37’ 02” O), el 7 de abril de 2016. Se utilizó un di-
seño experimental de parcelas sub-subdivididas, 
en donde las parcelas mayores incluyeron seis 
agroquímicos (Aliette, Actigard, Poncho Votivo, 
Serenade, Messenger y Consist Max) y un testigo 
absoluto. Como subparcelas se incluyeron dos mé-
todos de aplicación (foliar y al suelo), haciendo la 
aplicación al suelo con aspersión al fondo del sur-
co al momento de la siembra y la aplicación foliar 

MATERIALS AND METHODS

The first trial was planted in the El Cerrillo 
Experimental Field, of the Autonomous University 
of the State of Mexico (19° 10’ 25” N - 99° 37’ 
02” W), on April 7, 2016 2016. A split split plot 
experimental design was used, in which main plots 
included six agrochemicals (Aliette, Actigard, 
Poncho Votivo, Serenade, Messenger and Consist 
Max) and one absolute control. As subplots, two 
application methods were included (foliar and on 
the soil), applying onto the soil by spraying the 
bottom of the furrow when planting, and foliar 
application was by spraying the plant 50 days 
after its emergence. Split splitplots consisted of 3 
doses of the products: 1. Dose recommended on 
the product label, 2. Low dose, with 50% of the 
recommended dose, and 3. High dose, with the 
recommended dose plus 50% of this dose (Table 
1). The experimental unit consisted of two 3 m long 
rows, 0.80 m between rows, with an area of 4.8 m2 
and three repetitions. The maize seed used was of 
the commercial hybrid BG1384W (Biogene). The 
control treatments consisted of only water. The 
infection was of a natural incidence.

The second planting cycle (April 5th, 2017) was 
set up in the same Experimental Field. Due to a low 
plant emergence due to an attack of the corn seed 
worm (Hylemia sp.), the trial was entirely replanted 
on May 10th, repeating the same experimental design. 
In order to register the severity of the diseases, 
scales were used for common rust (Puccinia sorghi) 
and the tar spot complex (Phyllachora maydis and 
others). In rust and tar spot, severity was estimated 
using a visual scale of 1-5, where: 1=Resistant (with 
pustules in 10% of the foliar area), 2=Moderately 
resistant (pustules in 20-30% of the foliar area), 
3=Moderately susceptible (pustules in 40-50 % 
of the foliar area), 4=Susceptible (pustules in 60-
70% of the foliar area) and 5=Very susceptible 
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se hizo vía aspersión a los 50 días de emergida la 
planta. Las sub-subparcelas consistieron de 3 do-
sis de los productos: 1. dosis recomendada en la 
etiqueta del producto, 2. dosis baja con 50% de la 
dosis recomendada y, 3. dosis alta con la dosis re-
comendada más 50% de ésta (Cuadro 1). La unidad 
experimental fue de dos surcos de 3.0 m de largo y 
0.80 m entre surcos, con un área de 4.8 m2 y tres re-
peticiones. Se utilizó semilla del híbrido comercial 
de maíz BG1384W (Biogene). Los tratamientos 
testigos consistieron de agua solamente. La infec-
ción fue de incidencia natural.

El segundo ciclo de siembra (5 de abril de 
2017), se estableció en el mismo Campo Experi-
mental. Debido a una baja emergencia de plantas 
por al ataque del gusano de la semilla de maíz 
(Hylemia sp.), el ensayo se resembró en su tota-
lidad el 10 de mayo, repitiendo el mismo diseño 
experimental. Para registrar la severidad de las en-
fermedades, se emplearon escalas para roya común 
(Puccinia sorghi) y el complejo mancha de asfalto 
(Phyllachora maydis y otros). En roya y mancha de 
asfalto, la severidad se estimó usando una escala 
visual de 1-5, donde: 1=Resistente (con pústulas en 
10% del área foliar), 2=Moderadamente resistente 
(pústulas en 20-30% del área foliar), 3=Modera-
damente susceptible (pústulas en 40-50 % del área 
foliar), 4=Susceptible (pústulas en 60-70% del área 
foliar) y 5=Muy susceptible (pústulas en 100% del 

(pustules in 100% of the foliar area). Agronomic 
data were collected from a yield trial (CIMMYT, 
1985; IBPGR, 1991), including days at 50% of 
male and female flowering, plant and ear height, 
plant and ear aspect, number of healthy and rotten 
ears, weight of fresh grain at harvest adjusted to 
15% humidity to obtain grain yield per hectare. The 
variables registered were placed under an analysis 
of variance (ANOVA) and values obtained were 
placed under a Tukey test.

RESULTS AND DISCUSSION

Planting cycle TO-2016. Acibenzolar-S-methyl 
and Tebuconazole + Trifloxystrobin and Bacillus 
subtilis delayed female flowering, whereas 
plots treated with Fosetil-Al and Cloatianidin + 
Bacillus firmus showed an acceleration in female 
flowering (Table 2). Male flowering was uniform 
throughout the experimental units. The difference 
in days between male and female flowering was 
of two days, which, according to López (1991), 
a minimal difference between pollen emission 
and the appearance of silks guarantee a good 
pollination and grain filling. On the other hand, for 
ASI (Anthesis-silking interval), Fosetil-Al showed 
the lowest value, which, according to Uribelarrea 
et al. (2002), is a desirable characteristic, since a 

Cuadro 1. Agroquímicos y dosis utilizadas en las evaluaciones TO-2016 y TO-201.
Table 1. Agrochemicals and doses used in evaluations TO-2016 and TO-201.

             Ingred. activo                                                   Nombre 
comercial Baja (B) Dosis

Media (M) Alta (A)

1. Fosetil-Al 80% Aliette 625 g/ha 1250 g/ha 1875 g/ha
2. Acibenzolar-S-metil 500 g/l Actigard 30 g/ha 60 g/ha 90 g/ha
3. Trifloxystrobin + tebuconazole Consist Max 125 mL/ha 250 mL/ha 375 mL/ha
4. Cloatianidin 500 g/l + Bacillus firmus Poncho Votivo 40 mL/ha 80 mL/ha 120 mL/ha
5. Bacillus subtilis 1 x 109 UFC/g Serenade 2.5 L/ha 5 L/ha 7.5 L/ha
6. Proteína Harpin 3% Messenger 75 g/ha 150 g/ha 225 g/ha
7. Testigo -------------- -------------- -------------
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área foliar). Se colectaron datos agronómicos de un 
ensayo de rendimiento (CIMMYT, 1985; IBPGR, 
1991), incluyendo días a 50% de floración masculi-
na y femenina, altura de planta y mazorca, aspecto 
de planta y de mazorca, número de mazorcas sanas 
y podridas, peso de grano fresco en cosecha ajusta-
do a 15% de humedad para obtener rendimiento de 
grano por hectárea. Las variables registradas fue-
ron sometidas a un análisis de varianza (ANAVA) 
y los valores obtenidos se sometieron a una prueba 
de comparación de medias de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Ciclo de siembra TO-2016. Acibenzolar-s-metil 
y Tebuconazole + Trifloxystrobin y Bacillus sub-
tilis retrasaron la floración femenina, en cambio 
las parcelas tratadas con Fosetil-Al y Cloatianidin 
+ Bacillus firmus mostraron una aceleración en la 
floración femenina (Cuadro 2). La floración mascu-
lina fue uniforme en las unidades experimentales. 
La diferencia en días entre floración masculina y 
femenina fue de dos días, lo que, de acuerdo con 
López (1991), un desfase mínimo entre la emisión 
de polen y la aparición de los estigmas garantizan 
una buena polinización y el buen llenado de grano. 
Mientras que para ASI (Anthesis-silking interval), 
Fosetil-Al mostró el valor más bajo que, de acuer-
do a Uribelarrea et al. (2002), es una característica 
deseable ya que un valor alto de ASI provoca re-
ducción del rendimiento debido a fallas en la poli-
nización de los estigmas.

Las parcelas tratadas con Fosetil-Al mostraron 
un incremento estadísticamente significativo en al-
tura de planta y mazorca, mientras que la Proteína 
Harpin las disminuyó. Para el balance de planta, to-
dos los agroquímicos tuvieron los valores de 0.50, 
valor deseable en el cultivo para tener un balance 
adecuado de planta para evitar el acame.

high ASI value causes the reduction of yield, due to 
erratic silk pollination.

Plots treated with Fosetil-Al showed a 
statistically significant increase in plant and ear 
height, whereas the Harpin Protein reduced them. 
For the plant balance, all agrochemicals had values 
of 0.50, a desirable value in the crop to obtain an 
adequate balance to avoid lodging.

For the ear aspect, there were no statistical 
differences. Between treatments, the control 
(untreated plots) showed the lowest number of 
rotten ears, while plots treated with Fosetil-Al had 
the highest number of rotten ears. Regardless of 
this, Fosetil-Al and Acibenzolar-S-metil showed 
a statistically higher yield with 5.7 and 5.9 t ha-1, 
respectively. The lowest yield obtained was with 
the Harpin Protein.

Based on the scale of severity used to evaluate 
the damage caused by the common rust and TSC, 
the plants displayed a lower severity of these two 
foliar diseases.  For TSC, the product Clothianidin 
+ Bacillus firmus y Fosetyl-Al showed the highest 
severity with 1.6 (Table 2) in comparison with the 
average of 1.4 and the control with 1.2. Likewise 
for rust severity, plants from plots treated with 
Clothianidin + Bacillus firmus, statistically had 
a higher severity value (1.3), compared with the 
average of 1.2 and the control of 1.0. Table 2 shows 
that, despite this observation, the plots treated with 
Clothianidin + Bacillus firmus had a higher yield 
in comparison to the control, which has a lower 
disease severity value. This may be attributed to 
the characteristics of Bacillus, given that these 
organisms contribute to the productivity of 
crops, since they are located in the rhizosphere 
and colonize the roots of plants, promoting the 
growth of rhizobacteria that contribute to a 
greater absorption of nutrients (Schallmey et al., 
(2004). 
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En aspecto de mazorca, estadísticamente no 
hubo diferencias. Se observó que entre los trata-
mientos, el testigo (parcelas sin tratar) presentó el 
valor más bajo de número de mazorcas podridas, 
mientras que las parcelas tratadas con Fosetil-Al 
presentaron el mayor número de mazorcas podri-
das. A pesar de esto, Fosetil-Al y Acibenzolar-S-
metil mostraron un rendimiento estadísticamente 
más alto con 5.7 y 5.9 t ha-1, respectivamente. El 
rendimiento más bajo se obtuvo con la Proteína 
Harpin.

En base a la escala de severidad utilizada para 
evaluar daño por roya común y el CMA, las plantas 
mostraron menor severidad por estas dos enferme-
dades foliares. Para CMA, el producto Clotianidin 

Planting cycle TO-2017. Fosetil-Al was found to 
accelerate flowering, while Acibenzolar-S-methyl 
and Trifloxystrobin + Tebuconazole delayed it 
(Table 3). For the variable female/male flowering, it 
was found that agrochemicals, means of application 
and dose had the same effect, indicating a minimum 
difference between pollen emission and the 
appearance of silks, which guarantee an adequate 
grain (López, 1991). Acibenzolar-S-methyl 
registered the greatest plant height with 173.5 
cm, followed by Tebuconazole + Trifloxystrobin  
with 172.3 cm., and Bacillus subtilis presented 
the lowest plant height with 152.4 cm. However, 
there was no significant difference in ear height. 
In plant balance, Tebuconazole + Trifloxystrobin 

Cuadro 2. Separación de medias de agroquímicos, vía de aplicación y dosis por el método Tukey (α=0.05) para la variable 
características agronómicas y severidad de las enfermedades. TO-2016.

Table 2. Separation of measurements of agrochemicals, means of application and doses using Tukey’s test (α=0.05) for the 
variable of agricultural characteristics and disease severity. TO-2016.

FM FF RFM AlP AlM BMP AsM MP. RG  SCMA SR

Aliette 108.2 a* 109.4 b* 1.0 b* 178.7 a* 94.0 a* 0.5 ab* 1.9 a* 1.1 a* 5.7 a 1.6 a* 1.2 ab*
Testigo 108.2 a 110.2 ab 1.0 a 165.2 abc 78.0 bc 0.4 c 2.2 a 0.1 b 4.7 abc 1.2 b 1.0 b
Serenade 108.4 a 110.2 a 1.0 a 159.0 bc 81.5 abc 0.5 abc 2.2 a 0.3 ab 4.7 abc 1.3 ab 1.1 ab
Poncho Votivo 108.0 a 109.4 b 1.0 a 174.4 ab 87.1 abc 0.5 bc 2.3 a 0.7 ab 5.6 ab 1.6 a 1.3 a
Messenger 108.4 a 110.0 ab 1.0 a 153.3 c 74.5 c 0.5 bc 2.5 a 0.4 ab 3.3 c 1.3 ab 1.1 ab
Actigard 108.4 a 110.3 a 1.0 a 171.9 abc 88.3 ab 0.5 abc 2.4 a 0.7 ab 5.9 a 1.3 ab 1.3 ab
Consist Max 108.4 a 110.3 a 1.0 a 154.3 c 84.7 abc 0.5 a 2.5 a 0.5 ab 3.4 bc 1.4 ab 1.2 ab

Suelo 108.3 a 110.0 a 1.0 a 165.3 a 83.2 a 0.5 a 2.2 a 0.5 a 4.6 a 1.3 a 1.2 a
Foliar 108.3 a 110.0 a 1.0 a 165.1 a 84.9 a 0.5 a 2.4 a 0.6 a 5.0 a 1.4 a 1.2 a
Alta 108.3 a 110.0 a 1.0 a 165.4 a 86.65 a 0.5 a 2.2 a 0.6 a 4.8 a 1.4 a 1.1 b

Media 108.2 a 109.9 a 1.0 a 164.1 a 82.09 a 0.5 a 2.4 a 0.6 a 4.9 a 1.4 a 1.2 ab
Baja 108.4 a 110.0 a 1.0 a 166.1 a 86.65 a 0.5 a 2.3 a 0.4 a 4.7 a 1.4 a 1.23 a

CV
Media

0.6
108.3

0.7
109.9

0.7
1.0

6.8
165.2

13.4
84.0

11.7
0.5

23.7
2.3

118.8
0.5

27.4
4.8

22.7
1.4

21.2
1.2

*Valores seguidos de la misma letra no son diferentes entre ellos  /  Values followed by the same letter display no differences with 
one another.
FM=días a 50% de floración masculina, FF=días a 50% de floración femenina, RFM=relación floración femenina/masculino, 
AlP=altura de planta, AlM=altura de mazorca, BMP=balance de mazorca/planta, AsM=aspecto de mazorca, MP=mazorcas po-
dridas, RG=rendimiento de grano ajustado, SCMA=severidad de complejo mancha de asfalto, SR=severidad de roya común  /  
FM=days to 50% of male flowering, FF=days to 50% of female flowering, RFM= female/male flowering ratio, AlP=plant height, 
AlM=ear height, BMP=ear/plant balance, AsM=ear aspect, MP=rotten ears, RG=yield of grain, adjusted, SCMA=severity of tar 
spot complex, SR=severity of common rust.
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+ Bacillus firmus y Fosetil-Al mostraron la mayor 
severidad de 1.6 (Cuadro 2) comparado con la me-
dia de 1.4 y el testigo con 1.2. De igual manera, 
para la severidad de la roya, las plantas de las par-
celas tratadas con Clotianidin + Bacillus firmus tu-
vieron, estadísticamente, un valor de severidad más 
alto (1.3), comparado con la media de 1.2 y el testi-
go de 1.0. El Cuadro 2 muestra que, a pesar de esta 
observación, las parcelas tratadas con Clotianidin + 
Bacillus firmus tuvieron mayor rendimiento com-
parado con el testigo que tuvo el valor menor de se-
veridad. Esto se puede atribuir a las características 
de Bacillus, dado que estos organismos contribu-
yen a la productividad de los cultivos al localizarse 
en la rizósfera y colonizar las raíces de las plantas 
promoviendo el crecimiento de rizobacterias que 
contribuyen a una mayor absorción de nutrientes 
Schallmey et al. (2004). 

Ciclo de siembra TO-2017. Se determinó que Fo-
setil-Al aceleró la floración, mientras que Aciben-
zolar-S-metil y Trifloxystrobin + Tebuconazole la 
retrasaron (Cuadro 3). Para la variable relación de 
floración femenina/masculina se obtuvo que tanto 
para agroquímicos, vía de aplicación y dosis, tuvie-
ron el mismo efecto, indicando un desfase mínimo 
entre la emisión de polen y la aparición de los estig-
mas, garantizando el buen llenado del grano (Ló-
pez, 1991). Acibenzolar-S-metil registró la mayor 
altura de planta con 173.5 cm, seguido de Tebuco-
nazole + Trifloxystrobin  con 172.3 cm., mientras 
que Bacillus subtilis presentó la menor altura con 
152.4 cm. Sin embargo, no presentaron diferencia 
significativa en altura de mazorca. En el balance de 
planta, Tebuconazole + Trifloxystrobin y Aciben-
zolar-S-metil tuvieron el valor deseable de 0.5.

El aspecto de plantas se vio afectado de mane-
ra negativa con el fungicida Fosetil-Al, en cambio 
las plantas de las parcelas no tratadas presentaron 
el mejor aspecto. En aspecto de mazorcas, éste fue 
igual en todas las parcelas a pesar de que algunas 

and Acibenzolar-S-metil had the desirable plant 
balance value of 0.5.

Plant aspect was negatively affected with the 
fungicide Fosetil-Al and plants from the untreated 
plots had the best aspect. Ear aspect was equal in 
all plots, despite some of them having desireable 
or undesirable aspects. This coincides with 
Guimarães et al. (2008), who reported that the use 
of inducers may lead to physiological effects, as in 
the case of Acibenzolar-S-methyl applied on cotton 
plants that presented a reduction in plant height, 
dry and fresh weight of stems, due to the activation 
of the resistance imposing a demand of energy in 
the plants (Dietrich et al., 2005), and a reduction 
of metabolytes for growth and other important 
physiological processes (Heil et al., 2002). 

The highest grain yield was obtained with 
Tebuconazole + Trifloxystrobin (5.7 t ha-1), and 
the lowest, with Fosetil-Al (3.6 t ha-1). The results 
for yield with the Tebuconazole + Trifloxystrobin 
treatment coincide with reports by Couretot et al. 
(2013), who mention that the mixture of triazoles 
and estrobilurines increases yield. 

For this cycle, two evaluations were done for 
the severity of P. sorghi, in which, as in the first 
cycle, averages indicate that plants of the plot range 
from moderately resistant to resistant (Table 3). In 
the first evaluation, Serenade® (Bacillus subtilis) 
reduced the severity of rust, which coincides with 
reports by the company AgraQuest, who indicate 
that B. subtilis induces the natural resistance of 
plants. Also, Maget and Peypoux (1994) mention 
that compounds called Iturines, produced by this 
organism, display activity against plant pathogenic 
fungi. Various reports indicate that this bacteria 
can stop germination of the pathogen’s spores by 
interrupting the growth of the germinative tube and 
inhibiting the union of the pathogen with the plant 
leaf (EPA, 2006). 

In the second rust evaluation, there were no 
significant differences in the severities of the plants 
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tuvieran o no plantas con aspecto deseable. Esto 
concuerda con Guimarães et al. (2008), quienes re-
portan que la utilización de inductores puede con-
ducir a efectos fisiológicos, como sucedió al apli-
car Acibenzolar-S-metil en plantas de algodón que 
presentaron una reducción de altura de planta, peso 
fresco y seco de brotes, debido a que la activación 
de la resistencia impone demanda de energía de la 
planta (Dietrich et al., 2005) y reducción de meta-
bolitos para el crecimiento y otros procesos fisioló-
gicos importantes (Heil et al., 2002). 

El mayor rendimiento de grano se obtuvo con 
Tebuconazole + Trifloxystrobin (5.7 t ha-1) y el 
menor con Fosetil-Al (3.6 t ha-1). Los resultados 

Cuadro 3. Separación de medias de tratamientos, vía de aplicación y dosis por el método Tukey (α=0.05) para la variable 
características agronómicas y severidad de las enfermedades. TO-2017.

Table 3. Separation of averages of treatments, means of application and doses using Tukey’s test (α=0.05) for the variable of 
agricultural characteristics and disease severity. TO-2017.

Factor FM FF RFM AlP AlM BMP AsP AsM MP RG SCMA SR1 SR2

Aliette 103.4 a 104.2 a 1.0 a 152.6 a 68.8 a 0.4 a 2.6 a 3.6 a 0.7 a 3.6 b 1.9 b 1.6 ab 1.9 a
Testigo 103.0 ab 104.3 a 1.0 a 171.0 a 78.9 a 0.4 a 1.9 b 2.5 a 1.2 a 5.3 ab 2.7 a 1.5 ab 1.8 a
Serenade 102.9 ab 104.0 a 1.0 a 152.4 a 67.7 a 0.4 a 2.3 ab 3.2 a 0.9 a 4.3 ab 2.2 ab 1.4 b 1.9 a
Poncho Votivo 102.8 ab 103.9 a 1.0 a 160.7 a 70.9 a 0.4 a 2.1 ab 2.9 a 1.1 a 4.8 ab 2.1 ab 1.7 ab 1.8 a
Messenger 102.7 ab 103.6 a 1.0 a 155.9 a 69.7 a 0.4 a 2.1 ab 3.2 a 1.1 a 5.2 ab 2.4 ab 1.6 ab 1.8 a
Actigard 102.5 b 103.9 a 1.0 a 173.5 a 80.5 a 0.5 a 2.1 ab 2.9 a 1.2 a 5.3 ab 2.6 ab 2.0 a* 2.0 a
Consist Max 102.4 b 104.0 a 1.0 a 172.3 a 80.3 a 0.5 a 2.1 ab 2.6 a 1.0 a 5.7 a 2.5 ab 1.8 ab 1.9 a

Suelo 102.9 a 104.0 a 1.0 a 164.7 a 74.7 a 0.4 a 2.2 a 3.0 a 1.0 a 4.8 a 2.4 a 1.7 a 1.9 a
Foliar 102.7 a 103.9 a 1.0 a 161.2 a 72.9 a 0.4 a 2.2 a 3.0 a 1.0 a 5.0 a 2.3 a 1.6 a 1.8 a

Alta 102.9 a 103.9 a 1.0 a 159.9 a 72.2 a 0.4 a 2.2 a 3.0 a 0.9 a 4.9 a 2.3 a 1.7 a 1.9 a
Media 102.8 a 104.0 a 1.0 a 166.3 a 75.7 a 0.4 a 2.1 a 2.9 a 1.3 a 5.0 a 2.5 a 1.6 a 1.9 a
Baja 102.7 a 104.0 a 1.0 a 161.7 a 73.5 a 0.4 a 2.2 a 3.1 a 0.9 a 4.7 a 2.3 a 1.7 a 1.7 a

CV
Media

0.9
102.8

0.9
104.0

0.9
1.0

9.6
162.6

16.3
73.8

11.3
0.4

24.7
2.2

26.8
3.0

107.9
1.0

22.3
4.9

27.8
2.3

25.7
1.7

30.1
1.9

*Valores seguidos de la misma letra no son diferentes entre ellos  /  Values followed by the same letter display no differences with 
one another.
FM=días a 50% de floración masculina, FF=días a 50% de floración femenina, RFM=relación floración femenino/masculino, 
AlP=altura de planta, AlM=altura de mazorca, BMP=balance de mazorca/planta, AsP=aspecto de planta, AsM=aspecto de mazor-
ca, MP=mazorcas podridas, RG=rendimiento de grano ajustado, SCMA=severidad de complejo mancha de asfalto, SR=severidad 
de roya común primera evaluación, SR2=severidad de roya común segunda evaluación  /  FM=days to 50% of male flowering, 
FF= days to 50% of female flowering, RFM= female/male flowering ratio, AlP=plant height, AlM=ear height, BMP=ear/plant 
balance, AsP=plant aspect, AsM=ear aspect, MP=rotten ears, RG=yield of grain, adjusted, SCMA= severity of tar spot complex, 
SR=severity of common rust, first evaluation, SR2= severity of common rust, second evaluation.

treated; however, Serenade® (Bacillus subtilis), 
which gave the lowest severity value in the first 
evaluation, is found in the same statistical group 
with the other products. In order to maintain the 
previously observed effect it may be necessary 
to make a second application, as mentioned 
by Rohilla et al. (2001), who point out that the 
degree of protection provided by the application 
of a fungicide, whether on the ground or foliar, 
decreases with time. There are also various reports 
of resistance elicitors which do not provide a 
significant control of the disease when compared 
to the control (Mogollón and Castaño, 2011) since, 
in the field, the expression of induced resistance 
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obtenidos en rendimiento con el tratamiento de 
Tebuconazole + Trifloxystrobin  coinciden con lo 
reportado por Couretot et al. (2013) quienes men-
cionan que la mezcla de triazoles y estrobilurinas 
incrementa el rendimiento. 

Para éste ciclo, se realizaron dos evaluaciones 
de la severidad de P. sorghi, las que, al igual que en 
el primer ciclo, las medias indican que las plantas 
de las parcelas van de moderadamente resistentes 
a resistentes (Cuadro 3). En la primera evaluación, 
Serenade® (Bacillus subtilis) redujo la severidad 
de la roya, lo que coincide con lo reportado por 
la compañía AgraQuest quienes indican que B. 
subtilis induce resistencia natural de las plantas. 
También, Maget y Peypoux (1994) mencionan que 
compuestos denominados Iturines, generados por 
éste organismo, muestran actividad contra muchos 
hongos fitopatógenos. Diversos reportes indican 
que esta bacteria puede detener la germinación de 
las esporas de los patógenos al interrumpir el creci-
miento del tubo germinativo e inhibir la unión del 
patógeno a la hoja de la planta (EPA, 2006). 

En la segunda evaluación de roya, no se encon-
traron diferencias en las severidades de las plantas 
tratadas, sin embargo, Serenade® (Bacillus subtilis), 
que en la primera evaluación resultó con el menor 
valor de severidad, se encuentra en el mismo grupo 
estadístico con los otros productos. Posiblemente, 
para mantener el efecto previamente observado sea 
necesario realizar otra aplicación, tal como men-
cionan Rohilla et al. (2001), quienes indican que el 
grado de protección que proporciona la aplicación 
de un fungicida, ya sea al suelo o foliar, disminu-
ye con el tiempo. También, existen varios reportes 
de elicitores de resistencia que no proporcionan un 
control significativo de la enfermedad comparado 
con el testigo (Mogollón y Castaño, 2011) debido a 
que, en campo, la expresión de la resistencia indu-
cida está influenciada por el ambiente, el genotipo 
y la nutrición (Walters et al., 2005).

is influenced by the environment, genotype and 
nutrition (Walters et al., 2005).

Fosetil-Al showed a higher efficiency by 
reducing the severity of the TSC, presenting the 
lowest value in comparison to the control, which 
had the highest value for severity (Table 3). The 
active ingredient of this product is reported as 
a resistance inducer in several crops, including 
strawberry, since it reduces the severity of crown 
rot (P. cactorum), root rot (P. fragariae) (Eikemo 
et al., 2003), and in potato tubers, when applying 
it to control P. infestans, where it showed a greater 
accumulation and increase of enzymes β-1,3-
glucanases, proteases, phytoalexins and phenolic 
compounds (Andreu et al., 2006), related with plant 
defenses. Although Fosetil-Al displayed the lowest 
TSC severity value, it did not increase grain yield. 
Guimarães et al. (2008), mention that inducing 
resistance in plants may have physiological effects, 
since the activation of resistance imposes high 
demands of energy on the plant (Dietrich et al., 
2005) and a reduction of metabolytes for growth 
and other important plant processes (Heil and 
Baldwin., 2002).

CONCLUSIONS

Both diseases in which resistance inducers were 
evaluated were present in both planting cycles. 
In the TO-16 cycle, none of the agrochemicals 
reduced the severity of rust and TSC, although 
Tebuconazole + Trifloxystrobin increased grain 
yield. For cycle TO-2017, Serenade proved to be 
the best agrochemical in reducing the severity 
of P. sorghi, while Fosetil-Al showed the best 
effect on reducing the severity of the TSC, but 
Tebuconazole + Trifloxystrobin induced a higher 
grain yield. The disease severities were not affected 
by the application method. There were significant 
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Fosetil-Al mostró mayor eficiencia al disminuir 
la severidad del complejo mancha de asfalto pre-
sentando el valor más bajo, comparado con el testi-
go que tuvo el valor más alto de severidad (Cuadro 
3). El ingrediente activo de éste producto está re-
portado como inductor de resistencia en varios cul-
tivos incluyendo fresa, al disminuir la severidad de 
la pudrición de la corona (P. cactorum) y pudrición 
de raíces (P. fragariae) (Eikemo et al., 2003) y en 
tubérculos de papa, al aplicarlo para el control de 
P. infestans, en donde mostró una mayor acumula-
ción e incremento de las enzimas β-1,3-glucanasas, 
proteasas, fitoalexinas y compuestos fenólicos 
(Andreu et al., 2006), relacionadas con defensas de 
las plantas. Aunque Fosetil-Al mostró el valor más 
bajo de severidad de CMA, no aumentó el rendi-
miento en grano. Guimarães et al. (2008), mencio-
nan que inducir resistencia en plantas puede tener 
costos fisiológicos debido a que la activación de la 
resistencia impone altas demandas de energía a la 
planta (Dietrich et al., 2005) y reducción de meta-
bolitos para el crecimiento y otros procesos impor-
tantes para la planta (Heil y Baldwin., 2002).

CONCLUSIONES

Las dos enfermedades en que se avaluaron los 
inductores de resistencia se presentaron en los dos 
ciclos de siembra. En el ciclo TO-2016, ninguno 
de los agroquímicos redujo la severidad de la roya 
y mancha de asfalto, pero el Tebuconazole + Tri-
floxystrobin incrementaron el rendimiento de gra-
no. Para el ciclo TO-2017, Serenade mostró ser el 
mejor agroquímico para reducir la severidad de P. 
sorghi, mientras que Fosetil-Al mostró el mejor 
efecto en reducción de la severidad del CMA, pero 
Tebuconazole + Trifloxystrobin indujo un mayor 
rendimiento de grano. La severidad de las enfer-
medades no se vio afectada por el método de apli-
cación. Hubo diferencias significativas entre dosis 

differences between doses, since the severity of rust 
decreased when using high doses of agrochemicals.

End of the English version

ya que la severidad de la roya disminuyó al utilizar 
dosis altas de los agroquímicos.
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Resumen. Recientemente se ha identificado 
a Fusarium brachygibbosum, F. falciforme y F. 
oxysporum como causantes de marchitez y muerte 
en plantas de sandía en Sonora, México. Debido 
a la escasa información morfológica acerca de F. 
brachygibbosum y con el fin de establecer las 
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Abstract. Fusarium brachygibbosum, F. 
falciforme and F. oxysporum have been recently 
identified as the cause of wilt and death in 
watermelon plants in Sonora, Mexico. Because 
of the scarce morphological information about 
F. brachygibbosum and in order to establish 
the distinctive macroscopic and microscopic 
characteristics among the species, the present study 
described four morphotypes of F. brachygibbosum 
and their comparison with three of F. falciforme 
and two of F. oxysporum. The categorization of 
morphotypes was based on the form of growth, 
mycelial tonalities and color developed in potato 
dextrose agar from 32 pathogenic Fusarium 
isolates in watermelon. The four morphotypes of F. 
brachygibbosum presented thick walled single and 
double chlamydospores, intercalary and terminal. 
Short monophialides and scarce polyphialides; 
macroconidia with apical slightly hook shaped cells 
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características macroscópicas y microscópicas 
distintivas entre las especies, en el presente trabajo 
se realizó la descripción de cuatro morfotipos F. 
brachygibbosum y su comparación con tres de F. 
falciforme y dos de F. oxysporum. La categoriza-
ción de los morfotipos se realizó, con base en la 
forma de crecimiento, tonalidades del micelio y el 
color desarrollado en agar-dextrosa-papa, a partir 
de 32 aislados de Fusarium patogénicos en sandía. 
Los cuatro morfotipos de F. brachygibbosum pre-
sentaron clamidosporas sencillas o dobles, de pa-
red gruesa, intercalares y terminales. Monofiálides 
cortas y escasas polifiálides. Macroconidios con 
células apicales en ligera forma de gancho y células 
basales con forma típica o ligera forma de pie. El 
mayor grosor de paredes fue distintivo en las cla-
midosporas de F. brachygibbosum. La morfología 
de los macroconidios fue diferente en las tres es-
pecies. Una característica distintiva en los morfoti-
pos de F. falciforme fueron las monofiálides largas 
y delgadas; mientras que en los de F. oxysporum 
fue la ausencia de septos en los microconidios. El 
tamaño de los macroconidios y microconidios fue 
significativamente diferente entre los morfotipos, 
pero no entre las especies. 

Palabras clave: marchitez, macroconidios, micro-
conidios, clamidosporas, polifiálides.

El género Fusarium comprende muchas espe-
cies de hongos filamentosos ampliamente distri-
buidos a nivel mundial. Varios miembros de este 
género pueden causar enfermedades en plantas, 
animales y humanos. Diferentes especies de Fu-
sarium causan enfermedades en algunos de los 
más importantes cultivos, como arroz, maíz, trigo, 
frijol, soya, calabaza, melón y sandía, entre otros 
(Smith, 2007).

El cultivo de sandía (Citrullus lanatus) gene-
ra alrededor de 300 millones de dólares anuales 

and basal cells with a typical or slight foot shape. 
The greater thickness of the walls was distinctive 
in chlamydospores of F. brachygibbosum. The 
morphology of the macroconidia was different in 
the three species. A distinctive characteristic of 
F. falciforme morphotypes was the long and thin 
monophialides while in those of F. oxysporum was 
the absence of septa in the microconidia. The size 
of macroconidia and microconidia was significantly 
different among the morphotypes but not within the 
species.

Key words: wilting, macroconidia, microconidia, 
chlamydospores, polyphialides.

The genus Fusarium includes many filamentous 
fungi that are widely distributed all over the world. 
Several members of this genus cause diseases in 
plants, animals and humans. Different Fusarium 
species cause diseases in some of the most 
important crops, such as rice, maize, wheat, beans, 
soybeans, squash, melon and watermelon, among 
others (Smith, 2007).

Watermelon (Citrullus lanatus) production in 
Mexico generates around US $300 million per 
year and the main watermelon producer is the state 
of Sonora. The economic benefits of watermelon 
cropping in Sonora exceed US $30 million a year 
(SIAP, 2017). However, watermelon fields in the 
state are frequently threatened by several fungal 
diseases.

Most research studies point to Fusarium 
oxysporum and F. solani as the main causes of 
death of watermelon plants by wilt and root rot. 
Fusarium oxysporum f. sp. niveum is considered 
the most important of the fungi that cause wilt in 
watermelon crops worldwide (Egel and Martyn, 
2007; Zhou et al., 2010; Turóczi et al., 2011; Zhang 
et al., 2014). Fusarium solani f. sp. cucurbitae 
(races 1 and 2) is another species that causes 
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en México y el estado de Sonora es su principal 
productor. La derrama económica por el cultivo de 
sandía en Sonora supera los 30 millones de dólares 
al año (SIAP, 2017). Sin embargo, frecuentemente 
los plantíos de sandía, en este estado, se ven ame-
nazados por diversas enfermedades de origen fún-
gico.

La mayoría de los trabajos señalan a Fusarium 
oxysporum y F. solani como los principales res-
ponsables de la muerte por marchitez y pudrición 
de raíz, en plantas de sandía. Fusarium oxysporum 
f. sp. niveum es considerado el más importante de 
los hongos causantes de marchitez en los cultivos 
de sandía alrededor del mundo (Egel y Martyn, 
2007; Zhou et al., 2010; Turóczi et al., 2011; Zhang 
et al., 2014). F. solani f. sp. cucurbitae, razas 1 y 
2, es otra especie causante de marchitez en plantas 
de sandía, aunque su prevalencia es menos recono-
cida. La raza 2 solamente afecta a los frutos cau-
sando una pudrición seca; la raza 1 afecta tanto a 
frutos maduros como a plantas causando pudrición 
seca y pudrición cortical del tallo, respectivamente 
(Boughalleb et al., 2005; Mehl y Epstein, 2007).

Recientemente, Rentería-Martínez et al. (2018), 
identificaron a Fusarium falciforme (pertenecien-
te al complejo de especies de Fusarium solani), F. 
brachygibbosum y F. oxysporum, además de Rhi-
zoctonia solani y Ceratobasidium sp., como los 
hongos asociados a marchitez y pudrición de raíz 
en plantas de sandía cultivadas en Sonora, México.

Fusarium brachygibbosum ha sido identificado 
como patógeno en leguminosas (Tan et al., 2011), 
en plantas de palma datilera (Al-Sadi et al., 2012), 
Euphorbia larica (Al-Mahmooli et al., 2013), Ne-
rium oleander (Mirhosseini et al., 2014), Striga 
hermonthica (Rna et al., 2014), plantas medicina-
les (Gashgari et al., 2016), almendro (Stack et al.,  
2017), maíz (Shan et al., 2017), olivo (Trabelsi et 
al., 2017), girasol (Xia et al., 2018) y remolacha 
azucarera (Cao et al., 2018). En estos reportes, la 

wilt in watermelon plants, although with lower 
prevalence. Race 2 affects only watermelon fruit, 
in which it causes dry rot, but race 1 affects both 
mature fruits and plants, in which it causes dry rot 
and cortical stem rot, respectively (Boughalleb et 
al., 2005; Mehl and Epstein, 2007).

Recently, Rentería-Martínez et al. (2018) 
identified Fusarium falciforme (belonging 
to Fusarium solani species complex), F. 
brachygibbosum and F. oxysporum, as well as 
Rhizoctonia solani and Ceratobasidium sp., as fungi 
associated with wilt and root rot in watermelon 
plants grown in Sonora, Mexico.

Fusarium brachygibbosum has been identified 
as a pathogen in legumes (Tan et al., 2011), date 
palm plants (Al-Sadi et al., 2012), Euphorbia larica 
(Al-Mahmooli et al., 2013), Nerium oleander 
(Mirhosseini et al., 2014), Striga hermonthica 
(Rna et al., 2014), medicinal plants (Gashgari et 
al., 2016), almond trees (Stack et al., 2017), maize 
(Shan et al., 2017), olive trees (Trabelsi et al., 
2017), sunflower (Xia et al., 2018) and sugar beet 
(Cao et al., 2018). According to these reports, F. 
brachygibbosum was identified through molecular 
techniques, and only a brief morphological 
description was included using the morphotype 
reported by Padwick (1945) as a reference in all 
the cases, but without considering the diversity of 
morphotypes of the specie.

According to Leslie et al. (2001), the different 
shapes of the macroconidia are essential for 
identifying many Fusarium species, but there are 
other useful traits that could be used to distinguish 
the species of a genus. Traditionally, Fusarium 
species have been identified based on their 
morphological characteristics, such as the shape 
and size of macro- and microconidia, and the 
absence or presence and shape of chlamydospores. 
The appearance, shape and pigmentation of the 
colonies, as well as their growth rates in different 
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identificación de la especie se realizó mediante 
técnicas moleculares y solo se incluyó una some-
ra descripción morfológica, tomando como refe-
rencia, en todos los casos, al morfotipo reportado 
por Padwick (1945), sin considerar la diversidad de 
morfotipos existente en la especie. 

De acuerdo con Leslie et al. (2001), las dife-
rencias en la forma de los macroconidios son fun-
damentales para la identificación de muchas espe-
cies de Fusarium, pero además hay otros caracte-
res útiles para diferenciar entre las especies de un 
género. Tradicionalmente la identificación de las 
especies de Fusarium se realiza en base a caracte-
rísticas morfológicas, tales como: forma y tamaño 
de macro y microconidios, la ausencia o presencia 
y forma de las clamidosporas. La apariencia, forma 
y pigmentación de las colonias, así como las velo-
cidades de crecimiento en diferentes medios, tam-
bién son tomadas en consideración (Leslie y Sum-
merell, 2006; Ismail et al., 2015). Esto resalta la 
importancia de conocer que caracteres morfológi-
cos son los que pueden ayudar en la identificación 
de las especies de Fusarium causantes de muerte en 
plantas de sandía en Sonora. 

En base a lo anterior, el objetivo de este trabajo 
fue analizar y comparar la variabilidad morfológica 
entre morfotipos de Fusarium brachygibbosum, F. 
falciforme y F. oxysporum encontrados como agen-
tes causales de marchitez en plantas de sandía cul-
tivadas en Sonora, México, con el fin de establecer 
las características macroscópicas y microscópicas 
distintivas entre las especies.

MATERIALES Y MÉTODOS

Los sitios y la metodología de muestreo de las 
plantas sintomáticas, el aislamiento y obtención 
de cultivos monospóricos, la extracción de ADN, la 
identificación molecular y las pruebas patogenicidad 

media, are also taken into consideration (Leslie 
and Summerell, 2006; Ismail et al., 2015). These 
findings highlight the importance of knowing 
which morphological traits can help identify the 
Fusarium species that cause watermelon plants to 
die in Sonora.
Based on the above, the objective of this study was to 
analyze and compare the morphological variability 
among Fusarium brachygibbosum, F. falciforme 
and F. oxysporum morphotypes identified as being 
the causal agents of wilt in watermelon plants 
grown in Sonora, Mexico, in order to establish the 
distinctive macro- and microscopic characteristics 
of these species.

MATERIALS AND METHODS

The sites and methodology used to sample 
plants showing symptoms, isolation, monosporic 
cultures, DNA extraction, as well as to do the 
molecular identification and conduct pathogenicity 
tests on the isolates following Koch’s postulates, 
were described and published by Rentería-Martínez 
et al. (2018). A total of 25 Fusarium falciforme 
isolates, five F. brachygibbosum isolates, and two 
F. oxysporum isolates were identified.

Morphotype classification. Morphotypes of 
each species were established based on the type 
of growth, mycelium color and culture medium 
pigmentation. Assessments were conducted on one 
isolate that was representative of each morphotype.

Morphology and growth rate of the colonies.  
The macroscopic characteristics of the colonies 
(mycelium growth rate, color of the colony and 
pigmentation) were evaluated in potato-dextrose-
agar (PDA) medium. The growth rate of each 
isolate was determined by taking a disk 8 mm 
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de los aislados en cumplimiento con los postu-
lados de Koch se describieron y publicaron por 
Rentería-Martínez et al. (2018). En total se identi-
ficaron 25 aislados de Fusarium falciforme, cinco 
de F. brachygibbosum y dos F. oxysporum.

Clasificación de morfotipos. Los morfotipos de 
cada especie se establecieron con base en el tipo 
de crecimiento, coloración del micelio y pigmen-
tación del medio de cultivo. Las determinaciones 
se realizaron en un aislado representativo de cada 
morfotipo.

Morfología y velocidad de crecimiento de las 
colonias. Las características macroscópicas de las 
colonias (tasa de crecimiento del micelio, color de 
la colonia y pigmentación) se evaluaron en medio 
PDA. La tasa de crecimiento de cada aislado se de-
terminó tomando un disco de 8 mm de diámetro de 
colonias de 7 días de desarrollo en PDA y colocán-
dolo al centro de otra placa con PDA. Las placas se 
incubaron a 27 °C y se midió diariamente el diáme-
tro de la colonia en dos direcciones perpendiculares 
hasta que el cultivo cubrió completamente la placa. 
Se evaluaron cinco repeticiones por cada aislado. 
Se registró la morfología de las colonias y la pig-
mentación aérea del micelio (Nelson et al., 1983).

Análisis de las características microscópicas. 
Los diferentes morfotipos se cultivaron en agar ho-
jas de clavel (CLA), de acuerdo con Fisher et al. 
(1982). Para promover la formación de clamidos-
poras, se utilizó agar de suelo (SA), según Klotz et 
al. (1988). Los cultivos en CLA y SA se incubaron 
en las mismas condiciones: 25 °C, 12 h luz /12 h 
oscuridad durante dos semanas.

Las preparaciones microscópicas en portaob-
jetos se examinaron con un microscopio de luz 
compuesto (VELABTM). Para observar y medir el 
tamaño de los conidios, fiálides y clamidosporas 

in diameter containing 7-day-old colonies in 
PDA and placing it in the middle of another dish 
containing PDA. The dishes were incubated at 27 °C 
and the colony’s diameter was measured in two 
perpendicular directions every day until the dish was 
completely covered by the culture. Five replicates 
of each isolate were evaluated. The morphology 
of the colonies and the aerial pigmentation of the 
mycelium were recorded (Nelson et al., 1983).

Analysis of microscopic characteristics. The 
different morphotypes were cultured in carnation 
leaf agar (CLA), according to the method of 
Fisher et al. (1982). To promote the formation 
of chlamydospores, soil-agar (SA) was used, 
according to the method of Klotz et al. (1988). The 
CLA and SA cultures were incubated under the 
same conditions: 25 °C, 12 h light/12 h darkness 
for two weeks.

Microscopic preparations on slides were 
observed using a compound light microscope 
(VELABTM). To observe and measure the size of 
the conidia, phialides and chlamydospores, pictures 
were taken at 40X and 100X, which were then 
analyzed using TSView software, version 6.2.4.5. 
The length and width of 50 macroconidia and 50 
microconidia randomly selected from each isolate 
were measured.

Statistical analysis. Data on macroconidial and 
microconidial length and width were subjected 
to an analysis of variance (ANOVA) and media 
separation using Tukey’s test (α<0.05) and the JMP 
program v5.0.1a.

RESULTS

Morphotype classification and growth rate. The 
25 F. falciforme isolates were grouped in three 
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se tomaron fotografías a 40X y 100X, luego se 
analizaron utilizando el software TSView, versión 
6.2.4.5. Se midió la longitud y el ancho de cincuen-
ta macroconidios y cincuenta microconidios selec-
cionados al azar de cada aislado.

Análisis estadístico. Los datos de longitud y ancho 
de macroconidios y microconidios fueron someti-
dos a un análisis de varianza y separación de me-
dias por la prueba de Tukey (α<0.05), utilizando el 
programa JMP v5.0.1a.

RESULTADOS

Clasificación de morfotipos y velocidad de cre-
cimiento. Los 25 aislados de F. falciforme se agru-
paron en tres morfotipos (Ff-14, Ff-49 y Ff-50), 
los cinco aislados de F. brachygibbosum en cuatro 
(Fb-8, Fb-9, Fb-41 y Fb-67) y los dos de F. oxys-
porum en uno (Fo-38). En el Cuadro 1 se presentan 
las velocidades de crecimiento y las características 
macroscópicas observadas en los morfotipos de F. 
brachygibbosum, F. falciforme y F. oxysporum en 
PDA. La Figura 1 evidencia la presencia de los cua-
tro morfotipos patogénicos de F. brachygibbosum, 
encontrados en los campos de sandía en Sonora.

Características microscópicas. En el Cuadro 2 se 
resume la morfología de las clamidosporas y las cé-
lulas conidiógenas observada en los aislados repre-
sentativos de cada morfotipo en las tres especies. 
En todos los casos se observaron clamidosporas 
redondas intercalares y terminales, principalmente 
sencillas y dobles; sin embargo, el mayor grosor 
en la pared de las clamidosporas de los morfotipos 
de F. brachygibbosum (Figura 2A) parece ser una 
característica que lo diferencia de F. falciforme y F. 
oxysporum (Figura 2B-C). En lo referente a las cé-
lulas conidiógenas, los morfotipos de F. falciforme 

morphotypes (Ff-14, Ff-49 and Ff-50), the five 
F. brachygibbosum isolates in four morphotypes 
(Fb-8, Fb-9, Fb-41 and Fb-67), and the two F. 
oxysporum isolates in one morphotype (Fo-38). 
Table 1 shows the growth rates and macroscopic 
characteristics observed in F. brachygibbosum, F. 
falciforme and F. oxysporum morphotypes grown 
in PDA. Figure 1 shows the presence of the four F. 
brachygibbosum pathogenic morphotypes found in 
watermelon fields in Sonora.

Microscopic characteristics. Table 2 summarizes 
the chlamydospores morphology and conidiogenic 
cells observed in isolates representative of each 
morphotype in the three species. In all cases, 
spherical, intercalary and terminal chlamydospores 
were observed, mainly singly and in pairs; 
however, the walls of the chlamydospores of F. 
brachygibbosum morphotypes (Figure 2A) are 
thicker, which seems to be a characteristic that 
distinguishes them from those of F. falciforme and F. 
oxysporum (Figure 2B-C). Regarding conidiogenic 
cells, F. falciforme morphotypes (Figure 2B) differ 
from the others because their monophialides are 
longer and thinner.

Table 3 shows a morphological description of 
the macroconidia and microconidia of isolates that 
are representative of each morphotype. There were 
some differences among the three species. The four 
F. brachygibbosum morphotypes had thin, straight 
macroconidia with three to five septa, the cells in 
the middle were slightly wide and the intermediate 
cells were curved towards the basal part. The 
apical cells were slightly hook-shaped, while the 
basal cells had a typical shape or were slightly 
foot-shaped (Figure 3). F. falciforme macroconidia 
were wide and straight, or slightly curved, but the 
ventral and dorsal planes were parallel along most 
of their length, the apical cells were rounded, while 
the basal cells were straight and cylindrical with 
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(Figura 2B) se distinguen de los demás, por tener 
monofiálides más largas y delgadas.  

En el Cuadro 3 se presenta la descripción mor-
fológica de los macroconidios y microconidios de 
los aislados representativos de cada morfotipo. Se 
observaron algunas diferencias entre las tres espe-
cies. Los cuatro morfotipos de F. brachygibbosum 
presentaron macroconidios delgados y rectos, con 
tres a cinco septos, las células del centro ligeramen-

Cuadro 1. Velocidad de crecimiento en PDA y características macroscópicas de los morfotipos de F. brachygibbosum, F. 
falciforme y F. oxysporum patogénicos en sandía.

Table 1. Growth rate on PDA and macroscopic characteristics of F. brachygibbosum, F. falciforme and F. oxysporum mor-
photypes pathogenic to watermelon.

Velocidad de 
crecimientox Morfología de las colonias Pigmentacióny

F. brachygibbosum

Fb-8 4.9

Micelio aéreo, velloso de color 
blanco, tornándose amarillo y rosa con 
esporodoquios amarillos después de 2 
semanas.

Café claro, con manchas café oscuro 
alrededor de los esporodoquios. 

Fb-9 4.2
Micelio aéreo, velloso de color amarillo, 
con esporodoquios color café después de 2 
semanas.

Amarillo-naranja con el centro café rojizo en 
forma de estrella. Con manchas café oscuras 
alrededor de los esporodoquios.

Fb-41 4.8
Micelio aéreo, velloso de color café claro, 
con esporodoquios café después de 2 
semanas.

Centro café oscuro con anillos concéntricos 
menos café hacia afuera. Con manchas café 
claro alrededor de los esporodoquios.

Fb-67 4.6

Micelio aéreo, velloso de color blanco al 
inicio. Tornándose rosa con el desarrollo 
esporodoquios amarillos después de 2 
semanas.

Rojo intenso brillante en todo el fondo de la 
caja.

F. falciforme

Ff-14 4.1
Micelio postrado de color beige. Crecimiento 
en anillos concéntricos, sin formación de 
esporodoquios.

Café claro con halos café oscuros debido al 
crecimiento en forma de anillo.

Ff-49 3.6 Micelio postrado de color beige, sin 
formación de esporodoquios. Café claro.

Ff-50 3.9 Micelio postrado de color blanco, sin 
formación de esporodoquios. Beige muy claro, cubriendo toda la caja.

F. oxysporum

Fo-38 3.4
Micelio velloso de color blanco, el cual se 
torna purpura después de una semana. Sin 
formación de esporodoquios.

Púrpura en toda la caja.

x mm/día  /  mm/day.
y Fondo de la caja Petri  /  Bottom of the Petri dish.

a barely trimmed or round end (Figure 4B). The 
shape of F. oxysporum macroconidia was similar to 
that of F. brachygibbosum macroconidia, but their 
basal cells were pointed and lower in number, with 
a barely visible foot shape (Figure 4C).

F. brachygibbosum microconidia were oval, 
sometimes ovoid, usually with one septum, rarely 
with two or none. F. oxysporum microconidia were 
elliptical, oval and kidney-shaped with no septa. F. 
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Figura 1. Características morfológicas de las colonias de los 4 morfotipos de Fusarium brachygibbosum en PDA. A = Frente  
B = Fondo 

Figure 1. Morphological characteristics of colonies of four Fusarium brachygibbosum morphotypes grown in PDA.   A = 
Front    B = bottom.

Cuadro 2. Morfología de clamidosporas y células conidiógenas en los morfotipos de F. brachygibbosum, F falciforme y F. 
oxysporum patogénicos en sandía, desarrollados en CLA.

Table 2. Morphology of chlamydospores and conidiogenous cells F. brachygibbosum morphotypes, and isolates that were 
representative of F. falciforme and F. oxysporum grown in CLA.

Forma de las clamidosporas Tipo de células conidiógenas

F. brachygibbosum
Fb-8 Dobles. Intercalares y terminales.  Pared gruesa. Monofiálides cortas. Algunas polifiálides cortas.
Fb-9 Sencillas. Intercalares. Pared gruesa. Monofiálides cortas. Algunas polifiálides cortas.
Fb-41 Sencillas. Intercalares. Pared gruesa. Monofiálides cortas. Algunas polifiálides cortas.

Fb-67 Sencillas y dobles. Intercalares y terminales. Pared 
gruesa. Monofiálides cortas. Algunas polifiálides cortas. 

F. falciforme

Ff-14 Sencillas, dobles y en cadena. Intercalares y 
terminales. Pared mediana.

Monofiálides muy largas y algunas cortas. Pocas 
polifiálides.

Ff-49 Sencillas y dobles. Intercalares y terminales. Pared de 
grosor medio o delgado.

Monofiálides muy largas y algunas cortas. Pocas 
polifiálides.

Ff-50 Sencillas y dobles. Terminales. Pared de grosor medio 
o delgado.

Monofiálides muy largas abundantes. Pocas 
polifiálides.

F. oxysporum

Fo-38 Sencillas y dobles. Intercalares y terminales. Pared de 
grosor medio o delgado. Monofiálides cortas y escasa presencia de polifiálides.
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te anchas centro y las intermedias curvadas hacia 
la parte basal. Las células apicales tuvieron ligera 
forma de gancho y las células basales la forma tí-
pica o ligera forma de pie (Figura 3). Los macro-
conidios de F. falciforme fueron anchos y rectos 

Figura 2. A-C: Morfología de clamidosporas.  A = F. brachygibbosum, B = F. falciforme y C = F. oxysporum. D-F: Morfología 
de células conidiógenas. D = polifiálides y monofiálides de F. brachygibbosum, E = monofiálide de F. falciforme y F 
= monofiálides de F. oxysporum.

Figure 2. A-C: Morphology of chlamydospores of A = F. brachygibbosum; B = F. falciforme; and C = F. oxysporum. D-F: 
Morphology of conidiogenous cells: D = polyphialides and monophialides of F. brachygibbosum, E = monophialides 
of F. falciforme, and F = monophialides of F. oxysporum.

falciforme had oval, ellipsoid and kidney-shaped 
microconidia with a truncated basal part, and some 
of them were pyriform and fusiform with one or 
two septa, or none (Table 3, Figure 4 D-F). Due 
to shape variability, it was not possible to observe 
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Cuadro 3. Morfología de macroconidios y microconidios de los morfotipos de F. brachygibbosum, F falciforme y F. oxyspo-
rum patogénicos en sandía, desarrollados en CLA.

Table 3. Morphology of macroconidia and microconidia of F. brachygibbosum, F. falciforme and F. oxysporum morphot-
ypes pathogenic to watermelon grown in CLA.

Forma de macroconidios Forma de microconidios

F. brachygibbosum

Fb-8

Delgadas, largas y rectas. Células centrales ligeramente 
anchas y curvadas hacia la parte basal. Células apicales 
con ligera forma de gancho y células basales con ligera 
forma de pie. Tres o cuatro septos.

Ovales y algunas ovoides. Con uno y 
escasamente con ninguno o con dos septos.

Fb-9

Delgadas, largas y rectas. Células centrales ligeramente 
anchas y curvadas hacia la parte basal. Células apicales 
con ligera forma de gancho y células basales con típica 
forma de pie. Tres a cinco septos.

Ovales y algunas ovoides. Con uno y 
escasamente con ninguno o con dos septos.

Fb-41

Delgadas, largas y rectas. Células centrales ligeramente 
anchas y curvadas hacia la parte basal. Células apicales 
con ligera forma de gancho y células basales con típica 
forma de pie. Tres a cinco septos.

Ovales y algunas ovoides. Con uno y 
escasamente con ninguno o con dos septos.

Fb-67

Delgadas, largas y rectas. Células centrales ligeramente 
anchas y curvadas hacia la parte basal. Células apicales 
con ligera forma de gancho y células basales con ligera 
forma de pie. Tres a cinco septos.

Ovales y algunas ovoides. Con uno y 
escasamente con ninguno o con dos septos.

F. falciforme

Ff-14

Anchas y rectas. Ligeramente curvadas con el plano 
ventral y dorsal paralelo en la mayor parte de su 
longitud. Células apicales redondeadas. Células 
basales rectas y cilíndricas, con extremos apenas 
recortados o redondeados. Con tres a seis septos.

Ovales, elipsoides, reniformes y fusiformes. Con 
la parte basal truncada. Con ningún o con un 
septo.

Ff-49

Anchas y rectas. Ligeramente curvadas con el plano 
ventral y dorsal paralelo en la mayor parte de su 
longitud. Células apicales redondeadas. Células basales 
rectas y cilíndricas, con extremos apenas recortados. 
Con tres a seis septos.

Ovales, elipsoides y reniformes. Con cero, uno o 
dos septos.

Ff-50

Anchas y rectas. Ligeramente curvadas con el plano 
ventral y dorsal paralelo en la mayor parte de su longitud. 
Células apicales redondeadas. Células basales rectas y 
cilíndricas, con extremos apenas recortados. Con cuatro a 
seis septos. 

Ovales, elipsoides, reniformes y ocasionalmente 
piriformes. Con cero, uno y ocasionalmente dos 
septos.

F. oxysporum

Fo-38

Cortas a medianas y esbeltas. Rectas o ligeramente 
curvadas. Células apicales cónicas con ligera forma de 
gancho y células basales en forma puntiaguda. Tres o 
cuatro septos.

Ovales típicas, elípticas y forma de riñón. Sin 
septos.

o ligeramente curvados, pero con el plano ventral 
y dorsal paralelos en la mayor parte de su longi-
tud, sus células apicales fueron redondeadas y las 
basales rectas y cilíndricas con el extremo apenas 

differences among macroconidia from different 
species, and only the absence of septa in all F. 
oxysporum (Figure 4F) microconidia observed 
seems to be a distinctive trait.
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recortado o redondeado (Figura 4B). La forma de 
los macroconidios de F. oxysporum fue parecida a 
la de F. brachygibbosum, pero con células basales 
puntiagudas y en menor cantidad con forma de pie 
apenas visible (Figura 4C).

Table 4 shows the average length and width of 
the macroconidia, according to the number of septa 
and the average of 50 cells. The statistical analysis 
detected significant differences in the average length 
and width of the macroconidia among the isolates, 

Figura 3. Morfología de las macroconidios de los cuatro morfotipos de F. brachygibbosum. A = células apicales con forma 
ligera de gancho y B = células basales con ligera forma de pie (Fb-8 y Fb-67) y típica forma de pie (Fb-9 y FB-41).

Figure 3. Morphology of macroconidia of four F. brachygibbosum morphotypes. A = slightly hook-shaped apical cells; and 
B = slightly foot-shaped basal cells (Fb-8 and Fb-67) and typical foot-shaped cells (Fb-9 and FB-41).
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Los microconidios de F. brachygibbosum fueron 
ovales y ocasionalmente ovoides, por lo general con 
un septo, rara vez con dos o ninguno. Los de F. 
oxysporum fueron ovales elípticos y en forma de 
riñón sin septos. F. falciforme presentó microconi-
dios con la parte basal trunca, ovales, elipsoides y 
reniformes, con algunos piriformes y fusiformes, 
con ninguno, uno o dos septos (Cuadro 3, Figura 4 
D-F). La variabilidad de formas no permitió obser-
var diferencias en los microconidios de las diferen-
tes especies; solo la ausencia de septos en todos los 
microconidios observados en F. oxysporum (Figu-
ra 4F) parece ser un rasgo distintivo.

Figura 4. Morfología de macroconidios y microconidios de las tres especies de Fusarium patogénicas de sandía. A = ma-
croconidios de F. brachygibbosum, B = macroconidios de F. falciforme y C) macroconidios de F. oxysporum. D = 
microconidios de F. brachygibbosum, E = microconidios de F. falciforme y F) microconidios de F. oxysporum.   

Figure 4. Morphology of macroconidia and microconidia of three Fusarium species pathogenic to watermelon. A = mac-
roconidia of F. brachygibbosum, B = macroconidia of F. falciforme, and C) macroconidia of F. oxysporum. D = 
macroconidia of F. brachygibbosum, E = microconidia of F. falciforme, and F) microconidia of F. oxysporum.

but due to the variability in size within the species, 
it was not possible to observe the differences 
between them. Macroconidia with Fb-8 and Fb-9 
morphotypes had no significant size differences 
compared to F. oxysporum Fo-38 morphotypes. No 
significant differences were detected in the size of 
Fb-41, Fo-39 and Ff-49 macroconidia, nor among 
Fb-67, Ff-50 and Ff-14 macroconidia.

Table 5 shows the average length and width 
of the macroconidia, according to the number 
of septa and the average of 50 cells. In general, 
significant differences were detected in the size of 
the macroconidia among isolates but not among 
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Cuadro 4. Tamaño de macroconidios de aislados de los morfotipos de F. brachygibbosum, F.  falciforme y F. oxysporum patogénicos en sandía, desarrollados en 
CLA, de acuerdo con su número de septos.

Table 4. Size of macroconidia of F. brachygibbosum, F. falciforme and F. oxysporum isolates pathogenic to watermelon grown in CLA, according to the number of 
septa.

Tamaño de macroconidios (μm) x

Número de septos
 3 4  5 6 Promedio y

F. brachy-
gibbosum Largo Ancho Largo Ancho Largo Ancho Largo Ancho Largo Ancho

Fb-8 30.74 ± 4.49 3.29 ± 0.35 35.13 ± 3.79 3.18 ± 0.35 - - - - 31.45 ± 4.09F 3.28 ± 0.35E
Fb-9 34.16 ± 3.72 3.58 ± 0.52 38.98 ± 2.16 4.04 ± 0.30 42.34 ± 2.93 3.54 ± 0.13 - - 35.52 ± 4.35 E 3.65 ± 0.51D
Fb-41 35.52 ± 4.49 3.70 ± 0.55 38.25 ± 5.08 3.85 ± 0.64 39.46 ± 9.50 4.13 ± 0.51 - - 37.04 ± 5.33DE 3.80 ± 0.59D
Fb-67 40.01 ± 7.19 4.28 ± 0.37 45.04 ± 5.65 4.32 ± 0.47 50.08 ± 1.54 4.61 ± 0.28 - - 43.04 ± 6.97AB 4.33 ± 0.42C 

F. falci-
forme

Ff-14 40.11 ± 0.65 4.69 ± 0.11 43.55 ± 1.16 5.03 ± 0.10 45.90 ± 0.68 5.35 ± 0.08 47.3 ± 0.23 5.64 ± 0.10 44.04 ± 0.82A 5.13 ± 0.10A
Ff-49 37.60 ± 1.59 4.47 ± 0.28 39.10 ± 1.46 4.82 ± 0.20 40.67 ± 1.30 4.69 ± 0.42 43.30 ± 1.55 5.07 ± 0.36 39.90 ± 1.45CD 4.77 ± 0.29B
Ff-50 - - 38.74 ± 0.57 3.80 ± 0.16 41.04 ± 0.92 3.74 ± 0.10 43.45 ± 0.62 3.88 ± 0.06 40.56 ± 0.71BCD 3.83 ± 0.12D

F. oxys-
porum
Fo-38 32.22 ± 3.07      3.32 ± 0.47 35.48 ± 2.84 3.26 ± 0.31 - - - - 33.26 ± 3.00E 3.30 ± 0.42E

x  Media ± SD. Letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05)  /  Means ± SD. Different letters indicate a significant difference (p< 0.05).
y Promedio de 50 células (Average of 50 cells)  /  Average of 50 cells.
- No se observaron suficientes células para su medición (No observed sufficient cells to measure)  /  Not enough cells observed.
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En el Cuadro 4 se observan las medias de lar-
go y ancho de los macroconidios de acuerdo con 
el número de septos y el promedio de 50 células. 
El análisis estadístico permitió detectar diferen-
cias significativas en el largo y ancho promedio de 
los macroconidios entre los aislados; sin embargo, 
la variabilidad de tamaños dentro de las especies 
no permitió establecer diferencias entre ellas. Los 
macroconidios de los morfotipos Fb-8 y Fb-9 no 
mostraron diferencias significativas en tamaño con 
respecto a los morfotipos Fo-38 de F. oxysporum. 
No se detectó diferencia significativa entre el tama-
ño de los macroconidios de Fb-41, Fo-39 y Ff-49. 
Tampoco se observó diferencia significativa entre 
Fb-67, Ff-50 y Ff-14.

El Cuadro 5 presentan las medias de largo y an-
cho de los microconidios de acuerdo con el número 
de septos y el promedio de 50 células. Se detecta-
ron diferencias significativas en el tamaño de los 
microconidios entre los aislados en general, pero 
no entre especies. Los morfotipos Fb-41, Fb-67 y 
Fb-9 presentaron los microconidios de mayor lon-
gitud, mientras que Fb-8 fue el de menor tamaño.

DISCUSIÓN

Padwick (1945) describió que F. brachygibbo-
sum crece en PDA desarrollando abundante micelio 
aéreo, blanco, con tonos rosados y medio de color 
rojo-sangre. Con microconidios típicos de forma 
ovoide a fusiforme, o ligeramente curvados cuando 
son septados, con ninguno, uno, dos o tres septos. 
Macroconidios dispersos finamente en la superficie 
del agar, hiperbólicamente curvados, células cen-
trales anchas y de 0 a 5 septos. Células del ápice 
afiladas y células basales ligeramente afiladas con 
forma de pie típica. Clamidosporas terminales e 
intercalares, simples y en cadenas; generalmen-
te unicelulares y globosas, ocasionalmente de 2 

species. The Fb-41, Fb-67 and Fb-9 morphotypes 
had the longest microconidia, while Fb-8 had the 
shortest. 

DISCUSSION

Padwick (1945) stated that F. brachygibbosum 
grows in PDA and develops an abundance of aerial 
white mycelia, pinkish tone, and blood-red color 
in the agar; its microconidia are typically ovoid to 
fusiform, or slightly curved when they have septa, 
with one, two, three or no septa. Hyperbolically 
curved macroconidia are finely dispersed over the 
agar surface; they have wide central cells and 0-5 
septa. Sharp apical cells and slightly sharp basal 
cells have a typical foot-like shape; terminal and 
intercalary chlamydospores, single or in chains, are 
usually unicellular and globose, occasionally with 
two smooth and granular cells. This description 
is in agreement with the four F. brachygibbosum 
morphotypes that were found in this study, but the 
color of the colony and the medium coincides only 
with the color of Fb-67 and not with the color of 
Fb-8, Fb-9 and Fb-41.

In general, the type of mycelium, the color of 
the colonies and the culture medium, as well as 
the morphology of the macro- and microconidia 
observed in the most recent F. brachygibbosum 
studies (Al-Sadi et al., 2012; Mirhosseini et al., 
2014; Renteria-Martinez et al., 2015; Stack et al., 
2017; Shan et al., 2017; Xia et al., 2018) correspond 
to the morphotype described by Padwick (1945). 
All these studies found white colonies that turned 
yellow with pink or orange tones, and stained the 
PDA medium bright red. When they were grown 
in CLA, the macroconidia had thick walls, a bulky 
center and slightly curved ends (attenuated hook), 
and a typical foot-like or slightly foot-shaped basal 
cell; most of them had 4-5 septa.
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Cuadro 5. Tamaño de microconidios de los morfotipos de F. brachygibbosum, F. falciforme y F. oxysporum patogénicos en sandía, desarrollados en CLA, de 
acuerdo con su número de septos.

Table 5. Size of microconidia of F. brachygibbosum isolates pathogenic to watermelon and pathogenic isolates that were representative of F. solani and F. oxyspo-
rum grown in CLA, according to the number of septa.

Tamaño de microconidios (μm)x

Número de septos
0 1 2 Promedioy

F. brachygibbosum Largo Ancho Largo Ancho Largo Ancho Largo Ancho
Fb-8 - - 13.79 ± 1.84 3.95 ± 0.46 - - 13.79 ± 1.84b 3.95 ± 0.46C
Fb-9 - - 7.15 ± 0.43 2.40 ± 0.64 - - 7.15 ± 0.43b 2.40 ± 0.64A
Fb-41 - - 18.78 ± 2.92 3.81 ± 0.47 - - 18.78 ± 2.92a 3.81 ± 0.47A
Fb-67 - - 17.73 ± 3.67 3.91 ± 2.53 - - 17.73 ± 3.67a 3.91 ± 2.53A

F. falciforme
Ff-14 11.42 ± 2.29 3.21 ± 0.34 11.06 ± 2.39 3.15 ± 0.35 - - 11.18 ± 2.36c 3.17 ± 0.35A
Ff-49 9.41 ± 0.86 2.94 ± 0.63 10.61 ± 0.88 3.85 ± 0.51 11.18 ± 1.02 4.91 ± 0.47 10.29 ± 0.89cd 3.73 ± 0.55AB
Ff-50 10.26 ± 1.10 3.68 ± 0.53 11.99 ± 0.45 4.18 ± 0.25 - - 11.17 ± 0.75c 3.95 ± 0.38A

F. oxysporum
Fo-38 8.56 ± 1.40 3.05 ± 0.56 - - - - 8.56 ± 1.40de 3.05 ± 0.56BC

x  Media ± SD. Letras diferentes indican diferencia significativa (p< 0.05)  / Means ± SD. Different letters indicate a significant difference (p< 0.05).
y Promedio de 50 células (Average of 50 cells)  / Average of 50 cells.
-No se observaron suficientes células para su medición (No observed sufficient cells to measure)  /  Not enough cells observed.



Publicación en línea, enero 2019 31

Fully Bilingual
Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA

Mexican Journal of Phytopathology

Cuadro 5. Tamaño de microconidios de los morfotipos de F. brachygibbosum, F. falciforme y F. oxysporum patogénicos en sandía, desarrollados en CLA, de 
acuerdo con su número de septos.

Table 5. Size of microconidia of F. brachygibbosum isolates pathogenic to watermelon and pathogenic isolates that were representative of F. solani and F. oxyspo-
rum grown in CLA, according to the number of septa.

Tamaño de microconidios (μm)x

Número de septos
0 1 2 Promedioy

F. brachygibbosum Largo Ancho Largo Ancho Largo Ancho Largo Ancho
Fb-8 - - 13.79 ± 1.84 3.95 ± 0.46 - - 13.79 ± 1.84b 3.95 ± 0.46C
Fb-9 - - 7.15 ± 0.43 2.40 ± 0.64 - - 7.15 ± 0.43b 2.40 ± 0.64A
Fb-41 - - 18.78 ± 2.92 3.81 ± 0.47 - - 18.78 ± 2.92a 3.81 ± 0.47A
Fb-67 - - 17.73 ± 3.67 3.91 ± 2.53 - - 17.73 ± 3.67a 3.91 ± 2.53A

F. falciforme
Ff-14 11.42 ± 2.29 3.21 ± 0.34 11.06 ± 2.39 3.15 ± 0.35 - - 11.18 ± 2.36c 3.17 ± 0.35A
Ff-49 9.41 ± 0.86 2.94 ± 0.63 10.61 ± 0.88 3.85 ± 0.51 11.18 ± 1.02 4.91 ± 0.47 10.29 ± 0.89cd 3.73 ± 0.55AB
Ff-50 10.26 ± 1.10 3.68 ± 0.53 11.99 ± 0.45 4.18 ± 0.25 - - 11.17 ± 0.75c 3.95 ± 0.38A

F. oxysporum
Fo-38 8.56 ± 1.40 3.05 ± 0.56 - - - - 8.56 ± 1.40de 3.05 ± 0.56BC

x  Media ± SD. Letras diferentes indican diferencia significativa (p< 0.05)  / Means ± SD. Different letters indicate a significant difference (p< 0.05).
y Promedio de 50 células (Average of 50 cells)  / Average of 50 cells.
-No se observaron suficientes células para su medición (No observed sufficient cells to measure)  /  Not enough cells observed.

células, lisas, granulares. Esta descripción concuer-
da con los cuatro morfotipos de F. brachygibbosum 
encontrados en el presente trabajo; sin embargo, el 
color de las colonias y del medio solo concuerda 
con lo observado en Fb-67 y no con Fb-8, Fb-9 y 
Fb-41.

En general el tipo de micelio, el color de las co-
lonias, color del medio de cultivo y la morfología 
de los macroconidios y microconidios, observados 
en los trabajos más recientes sobre F. brachygibbo-
sum (Al-Sadi et al., 2012; Mirhosseini et al., 2014; 
Renteria-Martinez et al., 2015; Stack et al., 2017; 
Shan et al., 2017; Xia et al., 2018), corresponden 
al morfotipo descrito por Padwick (1945). En todos 
estos estudios se registraron colonias blancas que 
se tornan amarillo claro con tonos rosa o naranja 
y el medio PDA teñido en rojo brillante. El creci-
miento en CLA permitió observar macroconidios 
de paredes gruesas, un centro abultado con extre-
mos ligeramente curvados (gancho atenuado) y una 
célula basal típica en forma de pie o ligeramente en 
forma de pie, en su mayoría con 4 a 5 septos. 

El morfotipo de F. oxysporum desarrolló un mi-
celio aéreo blanco que se tornó purpura después de 
una semana en PDA, similar a lo descrito por Kle-
czewski y Egel (2011) acerca de F. oxysporum f.sp. 
niveum raza 1, aunque sin formación de esporodo-
quios. Al cultivarse en CLA, las características de 
clamidosporas, células conidiógenas, macroconi-
dios y microconidios correspondieron a lo señalado 
por Leslie y Summerell (2006), para la especie.

El tipo de crecimiento de las colonias en PDA 
permite distinguir entre los morfotipos de F. bra-
chygibbosum (aéreo) y los de F. falciforme (postra-
do). La presencia de monofiálides largas y delgadas, 
mostradas en los morfotipos F. falciforme (Sum-
merbell y Schroers., 2002), es una característica 
que permite diferenciarlos de F. brachygibbosum y 
F. oxysporum, los cuales  desarrollaron monofiáli-
des más cortas. La forma de los macroconidios de 

The F. oxysporum morphotype developed white 
aerial mycelium that turned purple after a week in 
PDA, a result similar to that described by Kleczewski 
and Egel (2011) regarding F. oxysporum f.sp. 
niveum race 1, but with no sporodochia formation. 
When cultured in CLA, the characteristics of the 
chlamydospores, conidiogenic cells, macroconidia 
and microconidia were in agreement with the 
results obtained by Leslie and Summerell (2006) 
for the species.

The type of growth colonies in PDA makes it 
possible to distinguish between F. brachygibbosum 
(aerial) and F. falciforme (prostrate) morphotypes. 
The presence of long and thin monophialides 
observed in F. falciforme morphotypes (Summerbell 
and Schroers, 2002) is a characteristic that allows 
differentiating them from F. brachygibbosum and F. 
oxysporum, which develop shorter monophialides. 
The shape of F. falciforme macroconidia is 
another trait that distinguishes it from the other 
species. Similar to the results obtained by Chehri 
et al. (2015), macroconidia of this species were 
polyseptate, wide and straight or slightly curved, 
with round apical cells and basal cells with slightly 
trimmed ends.

The color developed in the agar, the type 
of conidiogenic cells, as well as macroconidial 
morphology and size, can cause F. brachygibbosum 
to be mistakenly identified as F. oxysporum, which 
is more common in most of the crops in Sonora, but 
the morphology of the chlamydospores, specifically 
the thickness of their walls, may be a distinctive 
characteristic that allows differentiating the two 
species. The morphology of F. brachygibbosum 
chlamydospores is in agreement with the 
results obtained by Cao et al. (2018). Another 
characteristic that differs among these species is the 
lack of septa in F. oxysporum microconidia, while 
F. brachygibbosum had mostly microconidia with 
one septum.
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F. falciforme es otro rasgo que lo distingue de las 
otras especies. Similar a lo reportado por Chehri et 
al. (2015) los macroconidios de esta especie fueron 
poliseptados, anchos y rectos o ligeramente curva-
dos, con células apicales redondeadas y células ba-
sales con extremos apenas recortados.

La coloración desarrollada en el agar, el tipo 
de células conidiógenas, además de la morfología 
y tamaño de los macroconidios pueden hacer que 
F. brachygibbosum sea identificado erróneamente 
como F. oxysporum, que es más común en la ma-
yoría de los cultivos de la región; pero la morfolo-
gía de las clamidosporas, específicamente el grosor 
de la pared, puede ser una característica distintiva 
que permita diferenciar entre las dos especies. La 
morfología de las clamidosporas de F. brachygib-
bosum correspondió con lo observado por Cao et 
al. (2018). Otra característica diferente entre estas 
especies fue la ausencia de septos en los microco-
nidios de F. oxysporum, mientras que en F. brachy-
gibbosum predominaron los de un septo.

La variabilidad en el tamaño de macroconidios 
y microconidios entre los morfotipos de una misma 
especie, no permitió diferenciar entre las tres espe-
cies de Fusarium.

Se han reportado diferentes tamaños en los coni-
dios de F. brachygibbosum (Xia et al., 2018; Shan 
et al., 2017; Mirhosseini et al., 2014; Al-Mahmooli 
et al., 2013;), en la mayoría de los casos de menor 
tamaño a los observados en el presente trabajo. El 
tamaño de los macroconidios de F. falciforme fue 
similar a lo reportado por Chehri et al. (2015). Por 
su parte, la morfología y tamaño de los macroconi-
dios de F. oxysporum concordaron con lo señalado 
por Chehri et al. (2011).

CONCLUSIONES

Algunas características, tales como: el grosor de 
paredes en las clamidosporas, la morfología de los 

The variability in macroconidia and 
microconidia size among morphotypes of the same 
species did not allow differentiating among the 
Fusarium species.

F. brachygibbosum conidia of different sizes 
have been reported (Xia et al., 2018; Shan et al., 
2017; Mirhosseini et al., 2014; Al-Mahmooli 
et al., 2013) and, in most cases, they have been 
shorter than the ones observed in this study. The 
size of F. falciforme macroconidia was similar to 
the size reported by Chehri et al. (2015). Also, the 
morphology and size of F. oxysporum macroconidia 
were in agreement with the results obtained by 
Chehri et al. (2011).

CONCLUSIONS

Some characteristics, such as the thickness of 
chlamydospore walls, macroconidia morphology, 
type of conidiogenic cells and the presence or 
absence of septa in microconidia can be distinctive 
and useful for identifying F. brachygibbosum, F. 
falciforme and F. oxysporum that are pathogenic 
to watermelon plants grown in Sonora, Mexico. 
However, the identified morphologies need to be 
corroborated through molecular analysis.

End of the English version

macroconidios, el tipo de células conidiógenas y la 
presencia o ausencia de septos en microconidios pue-
den ser distintivas y de utilidad en la identificación de 
F. brachygibbosum, F. falciforme y F. oxysporum, 
patogénicas en plantas de sandía en cultivos locali-
zados en Sonora, México. No obstante, es necesa-
rio que la identificación morfológica sea corrobora-
da con un análisis molecular. 
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Resumen. La enfermedad Brusone en trigo es 
causada por el hongo Pyricularia oryzae patotipo 
Triticum. Desde hace 30 años, esta enfermedad ha 
sido endémica de Sudamérica hasta su aparición en 
Bangladés en el año 2016, abriendo la posibilidad 
de su expansión a otras regiones. Considerando 
poca disponibilidad de las fuentes de resistencia 
conocida en trigo y conociendo la resistencia de los 
trigos sintéticos hexaploides (TSHs) a distintos ti-
pos de estrés, el objetivo de este trabajo fue evaluar 
una colección por su resistencia a la Piricularia. 
Los ensayos fueron realizados en el Centro de In-
vestigación Hernando Bertoni, Instituto Paraguayo 
de Tecnología Agraria, Paraguay. Las infecciones 
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Abstract. Wheat Blast disease is caused by the 
fungus Pyricularia oryzae pathotype Triticum. 
The disease has been endemic to tropical South 
American region for over 30 years until 2016, when 
it occurred in Bangladesh, opening the possibility 
of its expansion to other regions. Considering the 
limited availability of known sources of resistance 
in wheat and the synthetic hexaploid wheats are 
known to be a source of resistance to multiple type 
of stresses, the objective of this research was to 
evaluate a collection of synthetic hexaploid wheats 
for their resistance to Wheat Blast. The experiments 
were carried out in the Hernando Bertoni Research 
Center, Paraguayan Institute of Agricultural 
Technology, Paraguay. Test spikes were inoculated, 
concentration of 5.104 conidios.mL-1. The reaction 
was evaluated 15 days after inoculation and 
observed for next 15 days to calculate the disease-
progress. Sixty-four synthetic hexaploid wheats, 
provided by the International Maize and Wheat 
Improvement Center, Mexico, were subjected to 
infections by isolate (P14ATae039) of P. oryzae, 18 
materials were selected based on their maximum 
values of reaction, to be reevaluated with two 
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fueron realizadas en espigas, concentración 5.104 

conidios.mL-1. La reacción se evaluó a los 15 días 
después de la inoculación y observada durante los 
próximos 15 días para calcular el avance de la en-
fermedad. Sesenta y cuatro TSHs proporcionados 
por el Centro Internacional de Mejoramiento de 
Maíz y Trigo, México, fueron sometidos a infec-
ciones por un aislado (P14ATae039) de P. oryzae., 
donde 18 materiales fueron seleccionados por su 
valor máximo de reacción, para una reevaluación 
con dos aislados P14ATae039 y P14YTae031. Los 
trigos TS29, TS49 fueron identificados como nue-
vas fuentes de resistencia a Brusone, al igual que 
TS73 que es moderadamente susceptible, pero de 
distinto origen genético. Para nuestro conocimien-
to este es el primer reporte de selección de los tri-
gos sintéticos hexaploides como nuevas fuentes de 
resistencia genética para Brusone de trigo.

Palabras clave: Enfermedad fúngica, resistencia a 
patógeno, Aegilops tauschii, Triticum durum.

La enfermedad Piricularia o Brusone de trigo, es 
considerada como una de las enfermedades emer-
gentes en el mundo, causada por el hongo Pyricu-
laria oryzae, (sinónimo Magnaporthe oryzae Catt.) 
(Couch y Kohn, 2002). Su especificidad en trigo 
fue atribuida a una subpoblación denominada como 
Triticum patotipo (MoT) por Cruz y Valent (2017).

Brusone ha sido una enfermedad endémica en 
la región tropical de Sudamérica, abarcando los 
llanos de Bolivia, Brasil central y centro sur y Pa-
raguay (Kohli et al., 2011), hasta su primer reporte 
en Bangladés en el año 2016 (Malaker et al., 2016), 
lo que evidencia la posibilidad de su expansión en 
otras regiones similares. Teniendo en cuenta que 
el control químico es poco eficaz y en condiciones 
favorables las pérdidas  pueden ser de hasta 80% 
de la producción (Kohli et al. 2011), la búsqueda 

different isolates P14ATae039 and P14YTae031. 
TS29, TS49 synthetic wheat were identified as new 
sources of resistance to wheat blast and TS73 wheat 
that is moderately susceptible, but of different 
genetic origin. To our best knowledge, this is the 
first report of synthetic hexaploid wheats selected 
as new sources of genetic resistance to wheat blast 
disease.

Key words: Fungal disease, resistance to pathogen, 
Aegilops tauschii, Triticum durum.

The Wheat Blast disease is considered one of 
the emerging diseases in the world, and is caused 
by the fungus Pyricularia oryzae, (synonym 
Magnaporthe oryzae Catt.) (Couch and Kohn, 
2002). Its specificity in wheat was attributed to a 
subpopulation named Triticum pathotype (MoT) by 
Cruz and Valent (2017).

This disease has been endemic to the tropical 
region of South America, covering the plains 
of Bolivia, central and south-central Brazil, and 
Paraguay (Kohli et al., 2011), up to its first report in 
Bangladesh in 2016 (Malaker et al., 2016), which 
shows its possibility of expansion to other similar 
regions. Considering that chemical control is not 
very efficient and under favorable conditions, losses 
may be of up to 80% of the production (Kohli et al. 
2011), the search for resistance to this pathogen is 
crucial to ensure the regional and global production 
of wheat. 

The most efficient resistance to wheat blast 
reported recently is related to the translocation 
of the 2NS/2AS, from the Triticum ventricosum 
(Tausch) Cess,  (Cruz et al. 2016). In a recent 
study, Chávez and Kohli (2018) identified only two 
of the commercial Paraguayan wheat varieties with 
resistance and moderate resistance, displaying the 
urgency of broadening its genetic base.
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de resistencia a éste patógeno es primordial para 
asegurar la producción de trigo regional y mundial. 

Actualmente la resistencia a Brusone más efi-
ciente reportada es la asociada a la translocación 
del 2NS/2AS, proveniente de Triticum ventricosum 
(Tausch) Cess,  (Cruz et al. 2016). En un estudio 
reciente, Chávez y Kohli (2018), identificaron solo 
dos de las variedades comerciales de trigo para-
guayo con resistencia y resistencia moderada, de-
mostrando la necesidad urgente de ampliar su base 
genética.

Considerando la posibilidad de encontrar mayor 
variabilidad genética en las especies aliadas al tri-
go, se identificaron resistencia en dos especies Ae-
gilops tauschii y Aegilops umballulata. Los Trigos 
Sintéticos Hexaploides (TSHs), son resultados de 
las cruzas entre  trigos duros (Triticum durum L., 
2n=4x=28, AABB) y la especie aliada, Ae. tauschii 
(2n=2x=14, DD) (Ogbonnaya et al., 2013). Va-
rios de los TSHs han mostrado su potencial como  
fuente importante de alelos para mejorar caracte-
rísticas agronómicas, como tamaño y forma de gra-
nos (Masood et al., 2016; Okamoto et al., 2013; 
Rasheed et al., 2014),  calidad del pan (Lu et al., 
2005), resistencias a estreses abióticos (Sohail et 
al., 2011) y bióticos (Gul Kazi et al., 2012; Jighly 
et al., 2016) Teniendo en cuenta éstos antecedentes, 
el objetivo de este trabajo fue evaluar un grupo de 
TSHs según su reacción a la enfermedad Brusone 
bajo condiciones controladas de infección.

MATERIALES Y MÉTODOS

Los ensayos se llevaron a cabo en el Centro de 
Investigación Hernando Bertoni dependiente del 
Instituto Paraguayo de Tecnología Agraria (CIHB-
IPTA), Caacupé, Paraguay.

Los aislados utilizados, proveniente de las espi-
gas de trigo, fueron identificados morfológicamente 

Considering the possibility of finding greater 
genetic variability in the species allied to wheat, 
Urushima and Kato (1994) explored Aegilops 
species and found resistance in two species: Ae. 
tauschii and Ae. umballulata. The Synthetic 
Hexaploid Wheats (SHWs) are a result of crosses 
between durum wheats (Triticum durum L., 
2n=4x=28, AABB) and the allied species, Ae. 
tauschii (2n=2x=14, DD) (Ogbonnaya et al., 
2013). Several of the SHWs have proven their 
potential as an important source of alleles for the 
improvement of agronomic traits, such as grain size 
and shape (Masood et al., 2016; Okamoto et al., 
2013; Rasheed et al., 2014),  bread quality (Lu et 
al., 2005), resistance to abiotic (Sohail et al., 2011) 
and biotic stresses (Gul Kazi et al., 2012; Jighly et 
al., 2016). Taking this into account, the aim of this 
work was to evaluate a group of SHWs according 
to their reaction to the wheat blast disease under 
controlled conditions of infection.

MATERIALS AND METHODS

Trials were carried out in the Hernando 
Bertoni Research Center, Paraguayan Institute of 
Agricultural Technology, (CIHB-IPTA), Caacupé, 
Paraguay.

The isolates used, from the wheat spikes, were 
morphologically identified following Klaubauf 
et al., (2014) and confirmed with the specific 
molecular marker MoT3 (Pieck et al., 2016). 
Previous evaluations in materials of known 
reactions of susceptibility and resistance (Caninde 
11 and Milan) confirm their capability for infection.  

Inoculum were obtained following the method 
suggested by Marangoni et al. (2013). The pieces 
of filter paper, 0,5 cm in diameter with preserved 
isolates, were planted in Petri dishes with Oat meal 
Agar (OA), and incubated for 12 days at 25 °C with 
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según Klaubauf et al., (2014) e identificados con el 
marcador molecular específico MoT3 (Pieck et al., 
2016). Las evaluaciones previas en materiales de 
conocida reacción de susceptibilidad y resistencia 
(Caninde 11 y Milan) confirman su capacidad de 
infección.

La obtención del inóculo fue lograda median-
te la metodología sugerida por Marangoni et al. 
(2013). Los pedazos del papel filtro de 0,5 cm de 
diámetro con aislados conservados, fueron sembra-
dos en placas de Petri con medio de cultivo Agar-
Avena (AA) e incubados durante 12 días a 25 °C 
con fotoperiodo de 12 horas. Posteriormente para 
forzar la esporulación, se aplastaron los micelios 
en placa y fueron incubados bajo luz constante por 
72 horas.

Las inoculaciones forzadas fueron realizadas en 
mínimo 6 y máximo 10 espigas por genotipo en el 
estado fenológico de antesis, utilizando un atomi-
zador 1/5 HP 58 PSI Oilless Airbrush Compressor 
Kit, a una concentración de 5.104 conidios.mL-1. Se 
utilizó aproximadamente 0,3 mL de inoculo para 
cada espiga.  Las plantas inoculadas fueron mante-
nidas bajo condiciones controladas de temperatura 
(28±2 °C) y humedad (85±5 %), por un periodo de 
72 horas para ambos ensayos. 

Los TSHs son materiales con amplia variabili-
dad en cuanto a su reacción a distintas enferme-
dades. Considerando reacciones diferenciales en 
P. oryzae, incluso  entre aislados viejos y nuevos 
reportado por Cruz et al., (2016), se utilizó el va-
lor máximo de reacción (VMR) para clasificar los 
TSHs y garantizar la reproducibilidad del ensayo. 
La opción de ponderar el material según el VMR 
sobre el total de espigas evaluadas permite descar-
tar sesgos por escapes fortuitos a la infección (es 
decir, plantas susceptibles con reacción nula). Este 
criterio de clasificación es robusto para selección 
de materiales según su respuesta a la infección, ya 
que solo los genotipos con magnitud bajo de VMR 
muestran resistencia.

light periods of 12 hours. Later, in order to force 
sporulation, the mycelia were crushed on the dish 
and incubated under constant light for 72 hours.

Forced inoculations were carried out on a 
minimum of 6 and a maximum of 10 spikes per 
genotype in the phenological stage of anthesis, 
using a 1/5 HP 58 PSI Oilless Airbrush Compressor 
Kit, at a concentration of 5.104 conidia.mL-1. 
Approximately 0,3 mL of inoculum was used for 
each spike. The inoculated plants were kept under 
controlled temperature (28±2 °C) and humidity 
conditions (85±5 %) for a period of 72 hours for 
both trials. 

SHWs are materials with a broad variability 
in terms of their reactions to different diseases. 
Considering differential reactions in P. oryzae, 
even between old and new isolates reported by 
Cruz et al., (2016), the maximum value of reaction 
(MVR) was used to classify the SHWs and 
guarantee the reproducibility of the test. The option 
of pondering the material according to the MVR 
over the total of spikes evaluated helps discard 
biases due to fortuitous escapes to the infection 
(that is, susceptible plants with no reaction). This 
classification criterion is robust for the selection 
of materials according to their response to the 
infection, since only the genotypes with a low 
MVR display resistance.

Two independent evaluations were carried 
out on synthetic wheats. In a first evaluation, 64 
genotypes of SHWs (Table 1), provided by the 
International Maize and Wheat Improvement 
Center (CIMMYT), were inoculated with a 
monosporic isolate (P14ATae039) of the fungus P. 
Oryzae. 

In a second evaluation, based on the maximum 
values of reaction (MVR) for wheat blast on the 
spike, 18 materials were selected for a second 
evaluation. The chosen genotypes displayed MVR 
between resistant and moderately resistant, and as 
a form of susceptibility control, other susceptible 
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Se realizaron dos evaluaciones independientes 
del trigo sintético. En una primera evaluación, 64 
genotipos de TSHs (Cuadro 1), proporcionados 
por el Centro Internacional de Mejoramiento de 
Maíz y Trigo (CIMMYT), fueron inoculados con 
un aislado monospórico (P14ATae039) del hongo 
P. Oryzae.

En una segunda evaluación, con base a los valo-
res máximos de reacción (VMR) al Brusone en la 
espiga, 18 materiales fueron seleccionados para una 
segunda evaluación. Los genotipos seleccionados 
presentaron VMR de resistentes a moderadamente 
resistentes y de modo a control de susceptibilidad 
se incluyeron otros materiales de reacción suscep-
tibles. Para cubrir un mayor rango de variabilidad 
patogénica, dos aislados virulentos, P14ATae039 y 
P14YTae031 fueron utilizados en la segunda ino-
culación.

La reacción de la enfermedad fue evaluada a los 
15 días después de la inoculación (DDI), utilizando 
la escala propuesta por Chavez et al. (2017) modi-
ficada para el VMR de siguiente manera: 0 = Sin 
infección, 1 = Hasta el 10% de la espiga necrosada 
(resistente), 2 = Hasta el 40% de la espiga necro-
sada (moderadamente resistente), 3 = Hasta el 60% 
de la espiga necrosada (moderadamente suscepti-
ble) y 4 = 100% de la espiga necrosada (suscepti-
ble). Posterior a este periodo, las espigas de siete 
genotipos que mostraron resistencia o moderada 
resistencia en la primera lectura y un testigo sus-
ceptible se mantuvieron en condiciones descritas 
anteriormente, para observar el desarrollo de la in-
fección en espigas para los dos aislados por un pe-
riodo de 30 días. Para el progreso de la enfermedad, 
se utilizó el Diseño Completamente al Azar, cada 
espiga representa una unidad experimental donde 
se observó la reacción a los 8, 15, 22 y 30 DDI. El 
cálculo del valor del área bajo la curva del progreso 
de la enfermedad (ABCPE) se realizó mediante la 
función AUDPC (Área Bajo la Curva del Progre-

reaction materials were included. In order to cover 
a broader range of pathogenic susceptibility, two 
virulent isolates, P14ATae039 and P14YTae031, 
were used in the second inoculation. 

The reaction to the disease was evaluated 15 days 
after inoculation (DAI), using the scale proposed 
by Chavez et al. (2017), modified for the MVR as 
follows: 0 = No infection, 1 = Up to 10% of the spike 
necrotized (resistant), 2 = Up to 40% of the spike 
necrotized (moderately resistant), 3 = Up to 60% 
of the spike necrotized (moderately susceptible), 
and 4 = 100% of the spike necrotized (susceptible). 
After this period, the spikes of seven genotypes that 
displayed resistance or moderate resistance in the 
first reading, along with a susceptible control, were 
kept in the conditions described above, to observe 
the development of the spike infection for both 
isolates for a 30-day period. For the progress of the 
disease, we used a totally randomized design; each 
spike represents an experimental unit in which the 
reaction was observed at 8, 15, 22 and 30 DAI. The 
calculation of the value of the area under the disease 
progress curve was carried out using the function 
AUDPC, implemented in the package agricolae for 
R version 3.4.2. Analyses of the AUDPC underwent 
an ANOVA and the comparisons between averages 
were performed by Test: LSD Fisher Alfa=0,05.

RESULTS AND DISCUSSION

The data of the first infection and classification 
of the 64 SHWs based on their maximum values 
of reaction to an isolate (P14ATae039) are shown 
in Table 2.

Based on the first evaluation of synthetic wheats, 
over 10% of the SHWs were classified as Resistant 
(MVR 0-1), 34% were classified as moderately 
resistant or moderately susceptible (MVR between 
2 and 3), and over 55% as susceptible (MVR 4). 
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Cuadro 1. Lista de los trigos sintéticos hexaploides proveídos por el Centro Internacional de Mejoramiento de Maíz y Trigo 

(CIMMYT).

Table 1. List of synthetic hexaploid wheats provided by the International Maize and Wheat Improvement Center (CIMMYT).

Código Pedigree

TS2 DOY1/AE. SQUARROSA (188)
TS3 ALTAR84/AE.SQUARROSA (193)
TS4 ALTAR84/AE.SQUARROSA (198)
TS15 ALTAR84/AE.SQUARROSA (219)
TS22 CROC1/AE. SQUARROSA (224)
TS23 ACO89/AE. SQUARROSA (309)
TS28 YAV-3/SCO//J069/CRA/3/YAV79/4/AE.SQUARROSA (498)
TS29 DOY1/AE. SQUARROSA (511)
TS32 68.111/RGB-U//WARD/3/FGO/4/RABI/5/AE.SQUARROSA (629)
TS33 FGO/USA2111//AE.SQUARROSA (658)
TS34 CROC-1/AE. SQUARROSA (725)
TS35 68.111/RGB-U//WARD RESEL/3/STIL/4/AE.SQUARROSA (781)
TS36 68.111/RGB-U//WARD RESEL/3/STIL/4/AE.SQUARROSA (783)
TS37 YAR/AE.SQUARROSA (783)
TS39 68.111/RGB-U//WARD/3/FGO/4/RABI/5/AE.SQUARROSA (878)
TS43 68.111/RGB-U//WARD/3/FGO/4/RABI/5/AE.SQUARROSA (890)
TS49 LCK59.61/Ae. SQUARROSA (313)
TS50 LCK61/Ae. SQUARROSA (324)
TS53 GAN/AE.SQUARROSA (408)
TS54 SCA/AE.SQUARROSA (518)
TS55 YAR/AE.SQUARROSA (518)
TS57 SNIPE/YAV79//DACK/TEAL/3/A.SQUARROSA (629)
TS58 D67.2/PARANA66270//AE.SQUARROSA (633)
TS59 D67.2/PARANA//AE.SQUARROSA (659)
TS60 SNIPE/YAV79//DACK/TEA/3/AE.SQUARROSA (700)
TS61 TRN/AE.SQUARROSA (700)
TS62 SNIPE/YAV79//DACK/TEA/3/AE.SQUARROSA (877)
TS63 GAN/AE.SQUARROSA (897)
TS64 YAV-2/TEZ//AE.SQUARROSA (895)
TS65 ARLIN/AE.SQUARROSA (283)
TS67 RASCON/AE. SQUARROSA (312)
TS68 SCOT/MEXI-1//AE. SQUARROSA (314)
TS69 DOY1/AE. SQUARROSA (333)
TS70 DOY1/AE.SQUARROSA (428)

Continúa Cuadro 1
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Código Pedigree

TS71 DOY1/AE.SQUARROSA (458)
TS72 GREEN/AE.SQUARROSA (458)
TS73 SCA/AE.SQUARROSA (409)
TS74 CP18/GDIZ/3/GOOD//ALB/CRA/4/AE.SQUARROSA (409)
TS76 ALTAR84/AE.SQUARROSA (502)
TS77 CROC-1/AE. SQUARROSA (517)
TS78 ZETA/AE. SQUARROSA (1024)
TS79 ZETA/AE. SQUARROSA (1027)
TS80 DOY1/AE.SQUARROSA (1030)
TS82 CROC1/AE. SQUARROSA (210)
TS86 GAN/AE. SQUARROSA (236)
TS87 SORA/AE. SQUARROSA (323)
TS88 D66.2/PARANA66270//AE.SQUARROSA (308)
TS89 LCK59.61/Ae. SQUARROSA (693)
TS90 ZETA/AE. SQUARROSA (1025)
TS91 DOY1/AE.SQUARROSA (1027)
TS92 ZETA/AE. SQUARROSA (386)
TS94 ZETA/AE. SQUARROSA (533)
TS95 CP18/GDIZ/3/GOOD//ALB/CRA/4/AE.SQUARROSA (1018)
TS97 ZETA/AE. SQUARROSA (1038)
TS98 ZETA/AE. SQUARROSA (1053)
TS99 CROC1/AE. SQUARROSA (212)
TS100 ZETA/AE.SQUARROSA (368)
TS101 ARLIN-1/AE.SQUARROSA (430)
TS102 D67.2/PARANA66270//AE.SQUARROSA (1015)
TS103 GAN/AE.SCUARROSA (206)
TS104 ARLIN-1/AE.SQUARROSA (335)
TS105 GAN/AE.SQUARROSA (335)
TS106 68.111/RGB-U//WARD RESEL/3/STIL/4/AE.SQUARROSA (385)
TS109 DOY1/AE.SQUARROSA (534)

Continúa Cuadro 1
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so de la Enfermedad, ABCPE) implementada en el 
paquete agricolae para R versión 3.4.2. Análisis de 
los datos del ABCPE por aislado se sometieron a 
un ANOVA y las comparaciones entre medias se 
realizaron por Test: LSD Fisher Alfa=0,05.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los datos de la primera infección y la clasifica-
ción de los 64 TSHs con base a sus valores máxi-
mos de reacción a un aislado (P14ATae039) están 
presentados en el Cuadro 2.

Con base a la primera evaluación de los trigos 
sintéticos, más del 10% de los TSHs fueron clasi-
ficados como Resistentes (VMR 0-1), un 34% fue-
ron clasificados como moderadamente resistentes o 
moderadamente susceptibles (VMR entre 2 y 3), y 
más del 55% como susceptibles (VMR 4). 

Al igual que Gul Kazi et al. (2012) y Das et al. 
(2015), las reacciones a enfermedades fúngicas 

Like in Gul Kazi et al. (2012) and Das et al. 
(2015), the reactions to fungal diseases using 
characteristics have been differentiated in this 
study. The correct phenotyping of these materials 
is crucial for the selection of the SHWs that can be 
used as parents in the breeding programs and/or in 
different studies of molecular characterization and 
genic expression, differential to the interaction of 
wheat and P. oryzae. 

The MVR of the preselected 18 SHWs, with 
two isolates (P14ATae039 and P14YTae031), is 
graphed in Figure 1. 

 The data shown in Figure 1 indicates that only 
one of the genotypes (TS29) was resistant to both 
isolates; seven were classified as intermediates 
(TS77, TS53, TS101, TS78, TS32, TS22 and 
TS63), since they presented the resistant to 
moderately resistant reaction to one of the isolates, 
but moderately resistant to moderately susceptible 
for the other. This interaction trait was reported 
by Chávez and Kohli (2018), where moderately 
resistant varieties for one isolates showed a 

Cuadro 2. Clasificación de los 64 genotipos TSHs infectados por P14ATae039, según su valor máximo de reacción a la 
Pyricularia. Caacupé, 2018.

Table 2. Classification of the 64 SHW genotypes infected with P14ATae039, according to their maximum value of reac-
tion to the Pyricularia. Caacupé, 2018.

ESCALA DE REACCIÓN
Resistente          

(R)
(0-1)

Moderadamente Resistente 
(MR)

(2)

Moderadamente Susceptible 
(M)
(3)

Susceptibles 
(S)                                                                     
(4)

TS101z TS4z TS32z TS87 TS50 TS70z TS100
TS34 TS22z TS64 TS103 TS54z TS71 TS102
TS53z TS28 TS67 TS2 TS55 TS72z

TS73 TS29z TS68 TS3 TS57 TS76
TS77z TS33z TS74z TS15 TS58 TS82
TS78z TS49z TS79 TS23 TS59 TS86
TS105z TS63z TS80 TS35 TS60 TS88

TS89 TS92 TS36 TS61 TS91
TS90z TS95 TS37 TS62 TS94
TS98 TS104 TS39z TS65 TS97
TS109 TS106 TS43 TS69 TS99

zTSHs seleccionados para una segunda evaluación  /  SHWs selected for a second evaluation.
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utilizando características fenotípicas se han dife-
renciado en este estudio. El fenotipado correcto de 
estos materiales es fundamental para la selección 
de los TSHs que puedan ser utilizados como pro-
genitores en los programas de mejoramiento y/o en 
diferentes estudios de caracterización molecular y 
expresión génica diferencial a la interacción de tri-
go y P. oryzae. 

El VMR de los preseleccionados 18 TSHs, con 
dos aislados (P14ATae039 y P14YTae031), está 
graficado en la Figura 1. 

Los datos presentados en la Figura 1 muestran 
que solo uno de los genotipos (TS29) fue resistente 
a los dos aislados, siete fueron clasificados como in-
termedios (TS77, TS53, TS101, TS78, TS32, TS22 
y TS63), ya que presentan la reacción resistente a 
moderadamente resistente para uno de los aislados, 
pero moderadamente resistente a moderadamen-
te susceptibles para el otro. Esta característica de 
interacción fue reportada por Chávez y Kohli (2018), 
donde variedades moderadamente resistentes para 

moderately susceptible for the other. This type of 
reaction specificity may probably be explained by 
the genetic flow between isolates from different 
hosts, which gives the isolates a virulence variation 
(Gladieux et al., 2018).

The data displayed in Figure 2 shows the 
differences in the average progress of the disease 
amongst the genotypes identified as resistant or 
moderately resistant. Only three of the genotypes, 
TS49, TS53 and TS77, kept their resistance or 
moderate resistance for the 30-day period. The 
materials TS29, TS73 and TS101 changed their 
reaction from moderate resistance to moderate 
susceptibility, while the synthetic TS78 became 
susceptible at the end of the 30 days. The SHW 
TS105, used as a control, was susceptible 
throughout its development. Considering the 
differential reactions presented by the materials to 
the different isolates, the progress of the disease 
was analyzed in a second instance and is shown in 
Figures 3a and 3b. The results show a significant 

Figura 1. Valores máximos de reacción de 18 TSHs a las infecciones forzadas de dos aislados de P. oryzae. Reacciones al 
aislado P14ATae039 (P039), y reacciones al aislado P14YTae031 (P031). Caacupé, 2018.

Figure 1. Maximum values of reaction of 18 SHWs to the forced infections of two isolates of P. oryzae. Reactions to the 
isolate P14ATae039 (P039) and reactions to the isolate P14YTae031 (P031). Caacupé, 2018.
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un aislado mostraron reacción moderadamente sus-
ceptible para el otro. Éste tipo de especificidad de 
reacciones podría ser explicada probablemente por 
el flujo genético entre aislados provenientes de dis-
tintos huéspedes, lo que le otorga una variación de 
virulencia a los aislados (Gladieux et al., 2018).

Los datos presentados en la Figura 2 muestran 
las diferencias en el desarrollo promedio de la en-
fermedad entre los genotipos identificados como 
resistente o moderadamente resistente. Solo tres de 
los genotipos, TS49, TS53 y TS77 mantuvieron su 
resistencia o moderada resistencia por el periodo de 
30 días.  Los materiales TS29, TS73 y TS101 cam-
biaron su reacción de moderada resistencia a mode-
rada susceptibilidad, cuando el sintético TS78 llegó 
a ser susceptible a final de 30 días. El TSH TS105, 
usado como testigo, fue susceptible durante todo su 
desarrollo. Considerando las reacciones diferencia-
les que presentan los materiales a los diferentes ais-
lados se analizó el desarrollo de la infección en una 
segunda instancia y esta presentada en las Figuras 
3a y 3b. Los resultados muestran una interacción 
significativa entre los trigos sintéticos evaluados y 
los dos aislados de P. oryzae, lo que confirma los 
resultados de Cruz et al., (2016), donde los cultivares 

interaction between the synthetic wheats evaluated 
and the two isolates of P. oryzae, which confirms 
the results obtained by Cruz et al., (2016), in which 
the Overland and RonL cultivars were resistant to 
an isolate, but susceptible to the other.

Wheats viz. TS29 and TS49 were relatively 
stable in maintaining their resistance or moderate 
resistance, and other viz. TS73, TS78 and TS105 
were moderately susceptible or susceptible to both 
isolates. However, the remaining SHWs viz. TSHs 
TS53, TS77 and TS101, have a significantly 
different reaction between the two isolates 
(Figure 1). 

Synthetic wheat TS101 was resistant to 
isolate P031, yet susceptible to P039; wheats 
TS53 and TS77 were between moderately 
susceptible and susceptible to P031, yet resistant 
to P039 (Figure 3). 

This result is consistent with those obtained by 
Chávez et al. (2018), who observed an interaction 
of the varieties with different isolates of P. oryzae. 
This interaction of genotypes with different isolates 
extends to a greater number of isolates under study 
(data not reported here).

Figura 2. El promedio del progreso de la infección a los 8, 15, 22 y 30 DDI en ocho genotipos de trigo sintéticos hexaploides 
seleccionados. Caacupé, 2018.

Figure 2. The average disease progress at 8, 15, 22 and 30 DAI in eight selected synthetic hexaploid wheat genotypes. 
Caacupé, 2018.
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de Overland y RonL, fueron resistentes para un ais-
lado pero susceptibles para el otro.

Los trigos viz. TS29, TS49 fueron relativamen-
te estables en mantener su resistencia o moderada 
resistencia y otros viz. TS73, TS78 y TS105 fueron 
moderadamente susceptibles o susceptibles para 
los dos aislados.  Sin embargo, los restantes TSHs 
viz. TSHs TS53, TS77 y TS101, tienen reacción 
significativamente diferente entre los dos aislados 
(Figura 1).

El trigo sintético TS101 fue resistente para el 
aislado P031, pero susceptible para P039 los trigos 
TS53 y TS77 fueron de moderadamente suscepti-
ble a susceptible para P031, pero resistentes para 
P039 (Figura 3). 

Este resultado es congruente con lo hallado por 
de Chávez et al. (2018) quienes observaron interac-
ción de las variedades con distintos aislados de P. 
oryzae. Esta interacción de genotipos de trigo con 
diferentes aislados se extiende a un mayor número 
de aislados bajo estudio (datos no reportados aquí).

In order to study the progress of the disease in 
the preselected wheats, the area under the disease 
progress curve was calculated for both isolates, 
Table 3.

If we analyze the data presented in Table 3, 
on average, and considering the wheat by isolate 
interaction, the progress of the disease for both 
isolates is significantly different.  In a similar study 
on four isolates of P. oryzae, Lule et al. (2014) 
did not find significant differences in the AUDPC 
in rice when interacting with its host, but they did 
when comparing isolates. 

The data of the area under the disease curve 
confirm the classification of the materials based 
on the maximum value of infection, without 
considering the materials with differential reactions. 
Only synthetic wheats TS29 and TS49 changed 
their classification based on the maximum value of 
infection and area under the disease curve. 

Figura. 3. Evolución de la reacción a la infección y su desarrollo contra aislado P14YTae031 (P031) (a) y P14ATae039 (P039) 
(b) en ocho trigos sintéticos hexaploides a los 8, 15, 22 y 30 DDI. Caacupé, 2018.

Figure 3. Evolution of the reaction to the infection and its development against the isolate P14YTae031 (P031) (a) and 
P14ATae039 (P039) (b) in eight synthetic hexaploid wheats at 8, 15, 22 and 30 DAI. Caacupé, 2018.
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Con el objetivo de estudiar el avance de la en-
fermedad en los trigos preseleccionados, el área 
bajo la curva del progreso fue calculada para los 
dos aislados, Cuadro 3.

Si se analizan los datos presentados en el Cua-
dro 3, en promedio y considerando la interacción 
trigo por aislado, el avance de la enfermedad para 
los dos aislados es significativamente diferente.  En 
un estudio similar sobre cuatro aislados de P. ory-
zae,  Lule et al. (2014), no encontraron diferencias 
significativas en el ABCPE en arroz al interactuar 
con su hospedero, pero si al comparar entre aislados. 

Los datos del área bajo de curva de la enferme-
dad corroboran la clasificación de los materiales 
con base al valor máximo de infección, sin tener 
en cuenta los materiales con reacción diferencial. 
Solo los trigos sintéticos TS29 y TS49, cambiaron 
su clasificación en base al valor máximo de infec-
ción y área bajo la curva de la enfermedad. 

The TS29, classified as moderately resistant due 
to its maximum value of infection, was considered 
moderately susceptible, since it presented a greater 
progress of the disease after the evaluation of 15 
DAI. 

The situation with the TS49 was the complete 
opposite of the reaction of the TS29, since it had 
a much slower development to reach a lower 
AUDPC. This selection strategy using AUDPC for 
this pathogen was also used by Prabhu et al. (2003) 
to classify the reactions of six elite lines of rice in 
a breeding program. Jeger and Viljanen-Rollinson 
(2001) agree that the progress of the disease is a 
more accurate and precise estimate for the selection 
of materials for a breeding program or genetic 
studies, helping identify the most stable materials 
in time. 

Considering the genetic variability within the 
different collections of Ae tauschii crossed to obtain 

Cuadro 3. Área bajo la curva del progreso de la enfermedad en ocho trigos sintéticos hexaploi-
des. Caacupé, 2018.

Table 3. Area under the disease progress curve in eight synthetic hexaploid wheats. Caacupé, 
2018.

Trigos Sintéticos Hexaploidesx  Área bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad (ABCPE)y

P14YTae031 P14ATae039

TS49 33ab 0 a

TS77 81c 7.3 a

TS53 70.3 c 16.5 a

TS29 59.9 abc 54.7 b

TS73 66.7 bc 64 bc

TS78 63.2 abc 73.8 bc

TS101 32.7 a 82.8 bc

TS105 75.1 c 84.5 c

Promedio por aisladoz 60.3 a 47.9 b

xTest: LSD Fisher Alfa=0,05. Medias con una letra común no son significativamente diferentes 
(p>0,05)  /  Test: LSD Fisher Alfa=0,05. Averages with a common letter are not significantly diffe-
rent (p > 0,05).
yValor promedio de ABCPE por TSHs  /  Average value of AUDPC by SHWs.
zValor promedio de ABCPE con interacción por aislados   /  Average value of AUDPC with interac-
tion by isolations.
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El TS29, clasificado moderadamente resistente 
por su valor máximo de infección fue considerado 
moderadamente susceptible por presentar un ma-
yor desarrollo de la enfermedad post posterior a la 
evaluación de 15 DDI. 

La situación del TS49, fue completamente 
opuesta a la reacción del TS29, y que tuvo un de-
sarrollo mucho más lento para llegar a una menor 
ABCPE. Esta estrategia de selección mediante AB-
CPE, para éste patógeno, también fue utilizada por 
Prabhu et al. (2003) para clasificar la reacción de 
seis líneas élites de arroz en un programa de mejo-
ramiento. Jeger y  Viljanen-Rollinson (2001) con-
cuerdan que el progreso de la enfermedad es una 
estimación más acertada y precisa para la selección 
de materiales para un programa de mejoramiento o 
estudios genéticos, permitiendo identificar los ma-
teriales más estables en el tiempo. 

Considerando la variabilidad genética existen-
te entre las diferentes colecciones de Ae tauschii 
cruzadas para la obtención de los TSHs, este tipo 
de reacciones son esperadas. Resultados similares, 
fueron reportadas por Guz Kazi et al., 2012 y Ma-
sood et al., (2016) en sus estudios sobre reacción a 
las enfermedades como en características agronó-
micas y de calidad en general.

En un estudio asociado al genoma completo del 
trigo, Jighly et al., (2016) han mapeado regiones 
conocidas para resistencia múltiples a patógenos 
fúngicos en una colección de TSHs. Además de 
identificar la presencia de combinaciones previa-
mente reportadas en trigos harineros, ellos pudie-
ron observar interacciones para varias enfermeda-
des individualmente. Su afirmación que el uso de 
marcadores para la introducción de resistencias 
múltiples a las enfermedades desde TSHs puede 
ser una fuente importante para la creación de las 
variedades elite es muy válida para el caso actual 
donde las fuentes de resistencia son muy limitadas. 

the SHWs, this type of reactions is to be expected. 
Similar results were reported by Guz Kazi et al., 
2012 and Masood et al. (2016) in their studies on 
the reaction to diseases as well as in agronomical 
traits and in quality in general.

In a study related to the complete wheat genome, 
Jighly et al., (2016) mapped regions known for 
the resistance to multiple fungal pathogens in a 
collection of SHWs. Aside from identifying the 
presence of combinations previously reported in 
bread wheats, they were able to observe interactions 
for various diseases individually. Their assertion 
that the use of markers for the introduction of 
multiple resistances to diseases from SHWs can be 
an important source for the creation of elite varieties 
is very valid for the case in question, where sources 
of resistance are very limited. 

It is worth mentioning that no molecular 
markers have yet been identified for the resistance 
to P. oryzae that validate their presence in the 
SHWs. Although TS29 and TS49 can be considered 
parents for the breeding programs and can be 
combined with each other, genotypes such as TS49 
are the most valuable to provide a higher level of 
resistance and low progress of the disease until the 
end of the infection.

CONCLUSION

Taking advantage of the wide variability that 
exists in the hexaploid synthetic wheats, new 
sources of resistance to wheat blast, from different 
genetic origins were identified. These genetic 
resources represent a move forward in the search 
for more variability for resistance to P. oryzae in 
wheat, which is currently very narrow and may 
serve as a source to transfer its resistance to future 
varieties worldwide.
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Cabe mencionar que hasta ahora no se ha identi-
ficado marcadores moleculares para la resistencia a 
P. oryzae que convaliden su presencia en los TSHs. 
Aunque TS29 y TS49 pueden ser considerados 
como progenitores para los programas de mejora-
miento y pueden ser combinados entre sí, son los 
genotipos como TS49, los más valiosos para otor-
gar un mejor grado de resistencia y bajo progreso 
de la enfermedad hasta final de la infección.

CONCLUSIÓN

Aprovechando de la amplia variabilidad que 
existe en los trigos sintéticos hexaploides, nuevas 
fuentes de resistencia a Brusone en trigos, pro-
venientes de distintos orígenes genéticos, fueron 
identificados. Estos recursos genéticos representan 
un gran avance en la búsqueda de mayor variabili-
dad para resistencia a P. oryzae en trigo, cuya base 
actual es muy estrecha y que pueden servir como 
fuente para transferir su resistencia a las futuras va-
riedades a nivel mundial.
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Resumen. En el sur del Estado de México el chi-
le manzano (Capsicum pubescens R. y P.) es un 
cultivo económicamente importante, sin embargo, 
es afectado por la “marchitez”, enfermedad de raíz 
que provoca la muerte de la planta. El objetivo fue 
identificar los organismos asociados y evaluar la 
variación en respuesta al daño de la marchitez en 
16 genotipos (M1-M16) de chile manzano. Se sem-
braron segmentos de plantas infectadas en medio 
de cultivo PDA y 3P y se identificaron morfológica 

Response of Capsicum pubescens genotypes to 
damage caused by the fungal wilt complex

 Respuesta de genotipos de Capsicum pubescens al daño 
ocasionado por el complejo fúngico de la marchitez
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Abstract. In the south of the State of Mexico 
the manzano pepper (Capsicum pubescens R. 
and P.) is an economically important crop, but is 
affected by the “wilt disease”, a root disease that 
causes the death of the plant. The objective was 
to identify the associated organisms and evaluate 
the variation in response to the damage of wilt 
using 16 genotypes (M1-M16) of manzano pepper. 
Segments of infected plants were sown in PDA 
and 3P culture medium. The associated organisms 
were morphologically and molecularly identified. 
To evaluate the pathogen-genotype interaction, 
associated organisms were inoculated alone and 
their combinations in C. pubescens. Fusarium 
oxysporum, Phytophthora capsici and Rhizoctonia 
solani, were identified as the main cause of wilt, 
in which there were differences in severity and 
incidence between colonies of F. oxysporum 
(P≤0.01), and P. capsici (P≤0.05). There were 
significant differences (P≤0.01) in pathogenicity 
between P. capsici, F. oxysporum and R. solani, and 
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y molecularmente a los organismos asociados. Para 
la interacción patógeno-genotipo, se inocularon los 
organismos asociados solos y sus combinaciones 
en C. pubescens. Se identificaron a Fusarium oxys-
porum, Phytophthora capsici y Rhizoctonia sola-
ni como responsables de la marchitez,  en los que 
hubo diferencias en severidad e incidencia  entre 
colonias de F. oxysporum (P≤0.01), y de P. capsici 
(P≤0.05). Hubo diferencias significativas (P≤0.01) 
en patogenicidad entre P. capsici, F. oxysporum y 
R. solani, y combinaciones entre estos. Se observó 
variación  en la resistencia a la marchitez,  don-
de  M8 fue el genotipo  que presentó resistencia 
a F. oxysporum y R. solani, y M9 tolerancia a F. 
oxysporum. Éstos pueden ser aprovechados en el 
mejoramiento genético para desarrollo de genoti-
pos resistentes.

Palabras clave: chile manzano, Phytophthora 
capsici, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum.

El género Capsicum, que incluye a los chiles 
dulces y picantes, son verduras y especias cultiva-
das y consumidas en todo el mundo (Carrizo et al., 
2016). De acuerdo a USDA-ARS (2011), el géne-
ro Capsicum cuenta con 38 especies, de las cuales 
Capsicum annuum, Capsicum frutescens, Capsi-
cum chinense, Capsicum pubescens y Capsicum 
baccatum son cultivadas. De las cinco especies 
C. annuum y C. frutescens fueron domesticados 
en Mesoamérica y C. chinense, C. baccatum y C. 
pubescens en América del Sur (Pickersgill, 2007). 
El chile en México, por su tradición e historia es 
un cultivo importante, en 2016 alcanzó 2.3 mill/t, 
con un valor que rebasa los 22 mil 500 millones 
de pesos (SAGARPA, 2017). En la diversidad de 
chiles que se cultivan en el territorio nacional, el 
chile manzano (C. pubescens) ha cobrado mayor 
importancia en la última década y de acuerdo con 

combinations among them. Variation in resistance 
to wilt was observed, where M8 was the genotype 
that showed resistance to F. oxysporum and R. 
solani, and M9 tolerance to F. oxysporum. These 
can be used in breeding for the development of 
resistant genotypes.

Key words: Manzano pepper, Phytophthora 
capsici, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum.

The Capsicum genus, which includes sweet and 
hot chilies, are vegetables and spices cultivated 
and consumed worldwide (Carrizo et al., 2016). 
According to USDA-ARS (2011), the genus 
Capsicum has 38 species, from which the most 
grown are Capsicum annuum, Capsicum frutescens, 
Capsicum chinense, Capsicum pubescens and 
Capsicum baccatum. From the five species, C. 
annuum and C. frutescens were domesticated 
in Mesoamerica, and C. chinense, C. baccatum 
and C. pubescens in South America (Pickersgill, 
2007). Traditionally and historically, chili is an 
important crop in Mexico, whose production in 
2016 was of 2.3 million tons valued at more than 
22,500 million Mexican pesos (SAGARPA, 2017). 
Among the diversity of chili species cultivated 
in Mexico, the importance of manzano pepper 
(C. pubescens) increased in the last decade, and 
according to SAGARPA (2018), 4,221.83 tons 
are intended only for export to the United States, 
86.3% of which are produced in the southern zone 
of the State of Mexico. Manzano pepper cultivation 
is intensive in that region. However, manzano 
pepper has agronomic production limitations, such 
as wilt susceptibility, a disease that causes root 
damage and death in manzano pepper plants. This 
disease, which is considered the most destructive 
worldwide (Zhang et al., 2013), was first detected 
in C. annuum by Leonian (1922), who identified 
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SAGARPA (2018), 4,221.83 t están destinadas solo 
para exportación a los Estados Unidos, de las cua-
les el 86.3 % es producido en el sur del Estado de 
México. En esta región el cultivo de chile manzano 
es intensivo. Sin embargo, tiene limitaciones agro-
nómicas en la producción, como la susceptibilidad 
a la “marchitez”, enfermedad que daña a la raíz y 
causa la muerte de la planta. Esta enfermedad con-
siderada como una  de las más destructivas en todo 
el mundo (Zhang et al., 2013), fue reportada por 
primera vez en C. annuum por Leonian (1922), 
quien identificó a Phytophthora capsici como su 
agente causal. Los organismos asociados pueden 
afectar al cultivo en cualquier etapa de desarro-
llo, causan la pérdida de turgencia en la planta y 
su muerte posterior (Kousik et al., 2012). Para C. 
annuum en México, se han reportado como agen-
tes causales de la marchitez, además de P. capsici, 
a Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporum (Uc-
Arguelles et al., 2017).

De acuerdo con González-Pérez et al. (2014), 
C. pubescens cuenta con una baja diversidad gé-
nica como consecuencia de un efecto fundador 
durante su domesticación que lo hace una especie 
menos polimórfica. Aun así, en la zona sur del Es-
tado de México, con un variado número de nichos 
ecológicos, se cultivan diferentes genotipos de C. 
pubecens, que representan considerable variación 
dentro de la especie y por lo tanto, un valioso re-
servorio de germoplasma que pudiera ser de utili-
dad en el mejoramiento de esta especie (Arias et 
al., 2017), no solo para aspectos morfológicos sino 
también en la resistencia a enfermedades. Con la 
presencia de variación natural, algunos individuos 
de la población pueden expresar ciertas caracterís-
ticas con mayor o menor grado que otros, las cuales 
pueden dar al individuo ciertas ventajas ligadas a 
su ciclo de vida. Estos individuos pueden variar en 
la producción de frutos, tanto en número como en 
tamaño, color, textura, sabor, maduración, apariencia 

Phytophthora capsici as the causal agent. The 
associated organisms affect the crop at any 
development stage, cause loss of turgidity and the 
subsequent death of plants (Kousik et al., 2012). 
Besides P. capsici, in Mexico, Rhizoctonia solani 
and Fusarium oxysporum have been reported as 
causal agents of wilt in C. annuum (Uc-Arguelles 
et al., 2017).

According to González-Pérez et al. (2014), C. 
pubescens has low genetic diversity as a result of a 
founder effect during its domestication that makes 
it a less polymorphic species. However, in the 
southern zone of the State of Mexico, with a varied 
number of ecologic niches, different genotypes 
of C. pubecens are cultivated, which represents 
a considerable variation within the species and, 
therefore, a valuable germplasm reservoir that could 
be used to improve not only the morphological traits 
but also the disease resistance of this species (Arias 
et al., 2017). With the existing natural variation, 
some individuals from a population can express 
certain characteristics with a higher or lesser degree 
than others, and this can give the individual certain 
advantages linked to their life cycle. Fruits produced 
by those individuals may vary both in number and 
size, color, texture, taste, maturity, appearance and 
quality, as well as plant’s architecture and ability 
to resist abiotic or biotic stresses (Schubert et al., 
2009). Due to these factors, the variation in the 
reproduction of C. pubescens genotypes, during 
which some individuals may have a higher number 
of offspring than those of others, would mean that 
there is an increase in the frequency of their genetic 
material compared to others (Nora et al., 2011).

The genetic diversity within species is the main 
reason why a determined species evolves under 
changing environmental conditions and selection 
pressures. Knowing the genetic diversity is key 
in order to diversify germplasm sources, try to 
minimize genetic vulnerability risks and increase 
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y la calidad, así como la arquitectura de la planta 
y su capacidad de resistir estrés abiótico o bióti-
co (Schubert et al., 2009). Debido a estos factores, 
la variación en la reproducción de genotipos de C. 
pubescens, en la que algunos pudieran tener mayor 
cantidad de descendientes que otros, implicaría un 
incremento en la frecuencia de su material genético 
con respecto a los demás  (Nora et al., 2011).

La diversidad genética dentro de las especies 
es la razón principal por la que una determinada 
especie tenga la oportunidad de evolucionar bajo 
condiciones cambiantes del ambiente y presiones 
de selección.  Asimismo, el conocimiento de la di-
versidad genética es indispensable para diversificar 
las fuentes de germoplasma, tratar de minimizar 
los riesgos de vulnerabilidad genética e incremen-
tar las probabilidades de detectar alelos favorables 
(Ruíz et al., 2016). El Centro Universitario UAEM 
Tenancingo cuenta con 16 genotipos colectados en 
el sur del Estado de México, de los cuales, 15 pre-
sentan variabilidad morfológica y caracteres únicos 
de interés genético y comercial (Martínez, 2016). 
Con la finalidad de aprovechar los genotipos de 
C. pubescens que forman parte de la colección de 
germoplasma del CU Tenancingo, el objetivo del 
presente trabajo fue evaluar la respuesta de 16 ge-
notipos de chile manzano al complejo fúngico de 
microorganismos asociados de la marchitez del 
chile en el Estado de México.

MATERIALES Y MÉTODOS

La investigación se llevó a cabo en las instala-
ciones del Centro Universitario UAEM Tenancin-
go, ubicado a 18° 58’ 05.53’’ N y 99° 36’ 50.51’’ 
O, a una altitud de 2068 msnm. En 2016, en el sur 
del Estado de México se colectaron plantas de chile 
manzano con síntomas de marchitez en las locali-
dades siguientes: 5 en Ahuacatitlán, Ixtapan de la 

the probabilities of detecting favorable alleles 
(Ruíz et al., 2016). The University Center of the 
Autonomous University of Mexico State (UAEM 
for its acronym in Spanish) in Tenancingo has 
16 genotypes that were collected in the southern 
zone of the State of Mexico, 15 of which represent 
morphological variability and have unique traits 
that are genetically and commercially important 
(Martínez, 2016). To make the most of the C. 
pubescens genotypes that are part of the collection 
of the UC-Tenancingo, the objective of the 
present study was to evaluate the response of 16 
manzano pepper genotypes to the fungal complex 
of microorganisms associated with chili wilt in the 
State of Mexico.

MATERIALS AND METHODS

The research was conducted at UAEM’s 
University Center in Tenancingo, located at 18° 
58’ 05.53’’ N and 99° 36’ 50.51’’ W, 2068 masl. 
In 2016, manzano pepper plants showing wilt 
symptoms were collected at the following locations 
of the southern zone of the State of Mexico: 5 in 
Ahuacatitlán, Ixtapan de la Sal; 5 in El Zarco, 
Tenancingo; 3 in Santa Ana, Tenancingo; 4 in 
Tepoxtepec, Tenancingo; 3 in Matlazinca, Villa 
Guerrero; 4 in San Miguel, Ixtapan de la Sal; 5 
in El Potrero, Coatepec Harinas; 5 in Ixtlahuaca, 
Coatepec Harinas; 3 in San Nicolás, Tenancingo; 
and 4 in Las Cabañas, Tenancingo. The collection 
sites were classified according to their cropping 
intensity (IC) that was defined based on the 
cultivated area: low: up to 3 ha; intermediate: 3.1-
8.0 ha; high: more than 8.1 ha. Samples wrapped 
with wet brown paper were placed in transparent 
plastic bags and transported in a cooler to the 
laboratory, where were kept at 4 ºC until the next 
day, when they were used.
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Sal; 5 en El Zarco, Tenancingo; 3 en Santa Ana, 
Tenancingo; 4 en Tepoxtepec, Tenancingo; 3 en 
Matlazinca, Villa Guerrero; 4 en San Miguel, Ix-
tapan de la Sal; 5 en El Potrero, Coatepec Harinas; 
5 en Ixtlahuaca, Coatepec Harinas; 3 en San Nico-
lás, Tenancingo;  y,  4 en Las Cabañas, Tenancingo. 
Los sitios de colecta se clasificaron con base en la 
Intensidad  de Cultivo (IC) definida por la super-
ficie cultivada en: Baja, hasta 3 ha; media, de 
3.1 a 8.0 ha; y alta, más de 8.1 ha. Las muestras 
envueltas en papel de estraza húmedo se guardaron 
en bolsas de plástico transparente y fueron trans-
portadas en hielera al laboratorio, donde se mantu-
vieron en refrigeración a 4 ºC para su utilización al 
siguiente día.

Aislamiento de los organismos asociados. De 41 
plantas colectadas en  los 10 sitios muestreados, de 
cada una se obtuvieron  ocho segmentos de raíz y 
ocho de tallo, que en total sumaron 656 muestras. 
Las   muestras se desinfestaron y  para hongos se 
sembraron de acuerdo a López (1984) en cajas de 
Petri con medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar 
(PDA); para oomicetos se sembraron en 20 g de 
harina de maíz, 18 g de agar-agar, 0.8 mL de pima-
ricina, 0.02 g de rifamicina y 0.25 g L-1 de ampi-
cilina en agua destilada, de acuerdo a López et al., 
(2009),  modificado de Kannwischer and Mitchell 
(1978). Los cultivos se incubaron a una tempera-
tura de 24  oC bajo oscuridad. Las siembras se re-
visaron cada 24 h para observar el crecimiento y 
desarrollo del hongo. Una vez crecidos los hongos 
y el oomiceto, se hicieron transferencias sucesivas 
hasta la obtención de cultivos puros, de los que se 
hicieron cultivos monospóricos y de punta de hifa. 
Las colonias se preservaron en tubos con PDA cu-
bierto con aceite mineral estéril. 

Identificación morfológica de los organismos 
asociados. Los organismos asociados se identificaron 

Isolation of the associated organisms. Eight 
segments of root and eight segments of stem were 
taken from each of the 41 plants collected in the 
10 sampled sites, with a total of 656 samples. The 
samples were disinfected; for fungi, the samples 
were placed in Petri dishes containing a potato-
dextrose-agar (PDA) culture medium, according 
to the method of López (1984); oomycetes were 
cultivated in 20 g of maize flour, 18 g of agar-
agar, 0.8 mL of pimaricin, 0.02 g of rifamycin and 
0.25 g L-1 of ampicillin diluted in distilled water, 
according to the method of López et al., (2009), 
modified from Kannwischer and Mitchell (1978). 
The cultures were incubated at 24 oC in darkness 
and monitored every 24 h to observe fungus growth 
and development. When fungi and oomycetes had 
grown, successive transfers were made to obtain 
pure cultures and then prepare monosporic and 
hyphal tip cultures. The colonies were kept in tubes 
containing a PDA culture medium covered with 
sterile mineral oil.

Morphological identification of the associated 
organisms. The associated organisms were 
identified using taxonomic keys for fungi and 
oomycetes. The keys of Booth (1971) and Leslie 
and Summerell (2006) were used to characterize 
fungi micronidia and macronidia size and shape, 
and to describe chlamydospores, which are an 
important structure for identification; and the keys 
of Singlenton et al. (1992) and Watanabe (2002) 
to characterize sclerotia, ramification angles and 
mycelium. The keys of Erwin and Ribeiro (1996) 
and Gallegly and Hong (2008) were used to identify 
oomycetes colony growth, type of mycelium, and 
sporangia and chlamydospores shape. 

Molecular identification of the associated 
organisms. DNA was extracted using the 
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) method 
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por claves taxonómicas para hongos y oomice-
tos. Para hongos, se utilizaron las claves de Booth 
(1971) y Leslie y Summerell (2006), para caracteri-
zar el tamaño y la forma de micro y macroconidios, 
así como descripción de clamidosporas, estructuras 
importantes para la identificación; y las claves de 
Singlenton et al. (1992) y Watanabe (2002), para 
la caracterización de esclerocios, ángulos de rami-
ficación, así como micelio. Para oomicetos, se usa-
ron las claves de Erwin y Ribeiro (1996) y Gallegly 
y Hong (2008), en la identificación de crecimiento 
de la colonia, tipo de micelio,  forma de esporan-
gios  y clamidosporas.

Identificación molecular de organismos asocia-
dos. La extracción del ADN se hizo por el método 
(CTAB) y acetato de sodio. Se realizaron reaccio-
nes de PCR universal para hongos y oomicetos con 
los iniciadores ITS-1 5’-tccgtaggtgaacctgcgg-3’ 
y ITS-4 5’-tcctccgcttattgatatgc-3’ (White et al., 
1990); los cuales amplifican fragmentos de entre 
500 y 900 pares de bases (pb). La mezcla de reac-
ción en un volumen final de 25 μL fue de 10 µL de 
agua ultrapura, 12 µL de MyTaq Mix® (Bioline), 1 
µL de Primer F, 1 µL de Primer R y 1 µL de ADN. 
El programa térmico fue de 94 °C durante 2 min, 
seguido de 35 ciclos a 94-55-72 °C durante 30-30-
60 s, respectivamente y una extensión final a 72 °C 
por 5 min para oomicetos. Para hongos fue de 
94 °C durante 2 min, seguido de 35 ciclos a 94-60-
72 °C durante 30-30-60 s, respectivamente y una 
extensión final a 72 °C por 5 min. Los productos de 
las reacciones de PCR fueron separados por elec-
troforesis en TBE con geles de agarosa al 1.2 %. 

Secuenciación. Productos de PCR se purificaron 
con el Kit EZ-10 Spin Column Handbook (Bio Ba-
sic Canada Inc.) y se secuenciaron en el Laboratorio 
de Biología Molecular de la FES- Iztacala de la Uni-
versidad Nacional Autónoma de México (UNAM). 

and sodium acetate. Universal PCR reactions 
were performed for fungi and oomycetes using 
the ITS-1 5’-tccgtaggtgaacctgcgg-3’ and ITS-4 
5’-tcctccgcttattgatatgc-3’ primers (White et al., 
1990) that amplify fragments of 500-900 base pairs 
(bp). The reaction mixture in a final volume of 25 
μL was made from a mixture of 10 µL of ultrapure 
water, 12 µL of MyTaq Mix® (Bioline), 1 µL of 
F primer, 1 µL of R primer and 1 µL of DNA. For 
oomycetes, the thermal program was set at 94 °C 
for 2 min, followed by 35 cycles at 94-55-72 °C for 
30-30-60 s, respectively, and one final extension at 
72 °C for 5 min. For fungi, the thermal program 
was set at 94 °C for 2 min, followed by 35 cycles at 
94-60-72 °C for 30-30-60 s, respectively, and one 
final extension at 72 °C for 5 min. The amplified 
products from the PCR reactions were separated by 
electrophoresis using tris-borate-EDTA (TBE) and 
1.2% agarose gels. 

Sequencing. The PCR amplified fragments were 
purified using the EZ-10 Spin Column Handbook 
kit (Bio Basic Canada, Inc.) and then sequenced 
in the Molecular Biology Laboratory of FES-
Iztacala, Universidad Nacional Autónoma de 
México (UNAM). The sequences in FASTA format 
(Chromas 2.6.5 version) were aligned with the 
National Center for Biotechnology Information 
(NCBI) gene bank database for consensus and 
identity –BLAST (Basic Local Alignment Search 
Tool) (available at https://www.yeastgenome.org/
blast-fungal).

Pathogenicity in vitro. Pathogenicity was evaluated 
on C. pubescens M3 genotype, the most cultivated 
material in the study region. Seeds were disinfested 
and inoculated following the method of Apodaca-
Sánchez et al. (2001), and then placed in Petri 
dishes containing an agar-water culture medium. 
Each strain obtained from the monosporic and 
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Las secuencias en formato FASTA (Chromas ver-
sión 2.6.5) se alinearon para consenso e identidad 
con la base de datos del banco de genes del Centro 
Nacional para la Información Biotecnológica de 
los Estados Unidos  (NCBI) – BLAST (Basic Lo-
cal Alignment Search Tool) (disponible en https://
www.yeastgenome.org/blast-fungal).

Patogenicidad in vitro. La patogenicidad se evaluó 
en el genotipo M3 de C. pubescens, material más 
cultivado en la región. Las semillas se desinfesta-
ron e inocularon de acuerdo a Apodaca-Sánchez et 
al. (2001) y después se sembraron en cajas de Petri 
con medio de cultivo agar-agua. Cada cepa obteni-
da de cultivo monospórico y de punta de hifa, fue 
considerada un tratamiento, con 5 repeticiones de 
10 semillas cada una. El testigo fue semilla desin-
festada y sumergida en agua destilada estéril. Se 
evaluó la patogenicidad mediante la incidencia y 
la severidad medidas a los 10 días de acuerdo a 
Herrera y Laurentin (2012), y se registraron los 
síntomas de radícula e hipocótilo. La incidencia se 
determinó por el porcentaje de plántulas con mani-
festación de la enfermedad. La severidad se midió 
por la longitud de la lesión a lo largo de la plántula 
expresada en porcentaje. Los valores obtenidos se 
promediaron dentro de cada unidad experimental. 
La relación entre incidencia y severidad se calcu-
ló por proporción mediante el cociente severidad/ 
incidencia (Segura et al., 2009; Fernández et al., 
2010).

Interacción en infecciones múltiples. Semillas 
desinfestadas del genotipo M3, se sembraron en un 
tubo de ensayo con agar-agua, se mantuvieron en 
oscuridad a 25 °C y al germinar se establecieron a 
12 h de luz y 12  de oscuridad a 25 °C. A los siete 
días de germinadas las semillas se inocularon de 
acuerdo a Herrera y Laurentin (2012). Se aplica-
ron 100 µL de una suspensión de esporas 1 x 106 

hyphal tip cultures was considered as a treatment 
of 5 repetitions with 10 seeds each. Disinfested 
seed immersed in sterile distilled water was used 
as control. The pathogenicity was evaluated using 
the incidence and severity levels measured at day 
10, according to Herrera and Laurentin (2012), and 
radicle and hypocotyl symptoms were recorded. 
The incidence was determined using the percentage 
of seedlings showing disease symptoms. The 
severity was measured using the lesion length 
along the seedling and expressed as percentage. 
The obtained values were averaged within each 
experiment unit. The ratio between incidence and 
severity was calculated proportionally using the 
severity/incidence quotient (Segura et al., 2009; 
Fernández et al., 2010).

Interaction in multiple infections. Disinfested 
seeds of the M3 genotype were placed in a test tube 
containing an agar-water medium, kept in darkness 
at 25 °C, and, when germinated, at intervals of 12 h 
light and 12 h darkness at 25 °C. At day 7, the seeds 
were inoculated following the method of Herrera 
and Laurentin (2012). A 100 µL of 1 x 106 spore 
suspension and 100 µL of monosporic and hyphal 
tip culture of the associated organisms, alone and 
combined, were applied to seven treatments with 
10 replications each: P. capsici (P); P. capsici 
plus R. solani (P+R); F. oxysporum plus P. capsici 
(F+P); F. oxysporum plus P. capsici plus R. solani 
(F+P+R); F. oxysporum (F); and R. solani (R). The 
treatments were incubated at intervals of 12 h light 
and 12 h darkness at 25 °C and monitored every 
24 h to evaluate the disease severity, which was 
determined by lesion length/seedling length x 100. 

Pathogens-genotype interaction. C. pubescens 
M1-M16 genotypes collected at different sites of 
the southern zone of the State of Mexico were 
used because they are morphologically contrasting 
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y 100 µL  de cultivo monospórico y de punta de 
hifa de los organismos asociados en forma indivi-
dual y sus combinaciones en siete  tratamientos con 
10 repeticiones cada uno: P. capsici (P); P. capsici 
más R. solani (P+R); F. oxysporum más P. capsici 
(F+P); F. oxysporum más P. capsici más R. solani 
(F+P+R); F. oxysporum (F); y R. solani (R). Se in-
cubaron a 12 horas de luz y 12 de oscuridad a 25 °C 
y se observaron cada 24 h para evaluar la severidad 
determinada por (longitud de la lesión/longitud de 
la plántula) x 100.

Interacción patógenos-genotipo. Se emplearon 
los genotipos de C. pubescens M1 a M16, mate-
riales morfológicamente contrastantes a diferentes 
caracteres como flor y fruto, colectados en  dife-
rentes localidades de la región sur del Estado de 
México (Martínez,  2016). Plántulas con cuatro 
hojas verdaderas se inocularon con los patógenos 
identificados solos y combinados  de acuerdo a los 
siguientes tratamientos (T): F. oxysporum (T1); 
P. capsici (T2); R. solani (T3); F. oxysporum + P. 
capsici (T4) y F. oxysporum + P. capsici + R. solani 
(T5). El método de inoculación utilizado fue el des-
crito por Martínez et al. (1996). Las plantas inocu-
ladas fueron trasplantadas en vasos de poliestireno 
de un litro, con sustrato de una mezcla desinfestada 
de turba y agrolita en proporción de 2:1 respectiva-
mente, y con cinco repeticiones por tratamiento. La 
severidad de la enfermedad se midió por el porcen-
taje de daño en hipocótilo y raíz de la plántula se-
gún la escala 1-9, desarrollada en el CIAT (Abawi y 
Pastor-Corrales, 1990). Los datos se transformaron 
logarítmicamente para obtener el modelo lineal ge-
neral utilizando el paquete estadístico InfoStat (Di 
Rienzo et al., 2016).

Análisis estadístico. Los datos obtenidos se so-
metieron a análisis de varianza, los tratamientos 
se compararon mediante la prueba de Duncan 
(p=0.05), con el empleo de  InfoStat.

with different traits such as flower and fruit 
(Martínez, 2016). Seedlings with four true leaves 
were inoculated with the identified pathogens, 
alone and combined, according to the following 
treatments (T): F. oxysporum (T1); P. capsici (T2); 
R. solani (T3); F. oxysporum + P. capsici (T4) and 
F. oxysporum + P. capsici + R. solani (T5). The 
inoculation method used was that described by 
Martínez et al. (1996). The plants inoculated were 
transplanted to 1-liter polystyrene cups containing 
peat and expanded mineral perlite (agrolita) at a 
2:1 ratio, respectively, with five replications per 
treatment each. The disease severity was measured 
by the percentage of the seedling’s hypocotyl and 
root using a 1-9 scale developed at CIAT (Abawi and 
Pastor-Corrales, 1990). Data were logarithmically 
converted to obtain a general linear model using 
the InfoStat statistical software (Di Rienzo et al., 
2016).

Statistical analysis. The data obtained were 
subjected to an analysis of variance and the 
treatments were compared using Duncan’s test 
(p=0.05) and the InfoStat program.

RESULTS AND DISCUSSION

Isolation of the associated organisms. Fusarium 
oxysporum, Phytophthora capsici and Rhizoctonia 
solani (Table 1) were isolated from samples 
collected at the study sites. F. oxysporum was 
constantly found in all the sites (9/10), while P. 
capsici was found only in sites with intermediate 
and high cropping intensity (Table 1). The presence 
of R. solani in one sampled site suggests a limited 
participation in wilt damage. The three associated 
organisms were isolated at one site, and this 
indicates that the pathogen may individually or 
collectively affect the host. These results coincide 
with those reported by Anaya-López et al. (2011), 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Organismos asociados aislados. De las localida-
des muestreadas se aisló a Fusarium oxysporum, 
Phytophthora capsici y Rhizoctonia solani (Cua-
dro 1). Fusarium oxysporum fue constante casi en 
todas las localidades (9/10), mientras que la pre-
sencia de P. capsici se limitó a las localidades con 
intensidad de cultivo media y alta (Cuadro 1). La 
presencia de R. solani en solo un sitio de muestreo 
sugiere limitada participación en el daño por mar-
chitez. Solo en una localidad se aislaron los tres or-
ganismos asociados, lo que denota la participación 
individual o colectiva en el ataque al huésped. Los 
resultados coinciden con lo reportado por Anaya-
López et al. (2011), quienes mencionaron a F. oxys-
porum como el más común y en segundo turno a 
R. solani en cultivo de C. annuum. De acuerdo a 
Nelson et al. (1983), la variación en las frecuencias 
de estos organismos asociados como responsables 
de la marchitez se ve afectada por diversos factores, 
donde las condiciones climáticas son determinantes. 

who mentioned F. oxysporum as the most common 
pathogen, followed by R. solani in C. annuum 
crops. According to Nelson et al. (1983), the 
frequency variation of the associated organisms 
that cause wilt is affected by diverse factors, among 
which climate conditions are crucial. Compared to 
the other communities, the climate at El Potrero, 
the site where the three associated organisms 
were found, is warmer and rainy, and favors the 
development of the associated organisms. On the 
other hand, the crop systems, the use of fungicides 
and the genotype of the same crop itself, are decisive 
factors that favor the presence and survival of the 
organisms associated with the fungal complex 
(Guigón-López et al., 2001; Lozano et al., 2015). 
The crop’s phenological stage at which samples are 
collected could influence the presence of the fungal 
complex, as has been observed in the case of C. 
annuum seedling stage (Vásquez et al., 2009). 

Morphological description of the associated 
microorganisms identified. Fusarium oxysporum 

Cuadro 1. Organismos aislados en cultivo de C. pubescens en localidades de tres muni-
cipios del sur del Estado de México.

Table 1. Isolated organisms from C. pubescens crops at three municipalities in the 
southern zone of the State of Mexico.

Localidad Microorganismo fitopatógeno Muestras 
procesadasyZona ICz F.oxysporum P. capsici R. solani

Ahuacatitlan Baja X 75
El Zarco Media X X 75
Santa Ana Baja X 45
Tepoxtepec Baja X 60
Matlazinca Media X X 45
San Miguel Media X X 60
El Potrero Alta X X X 75
Ixtlahuaca Alta X X 75
San Nicolás Baja X 45
Las Cabañas Media X 60
Total 656

zIntensidad de cultivo; ysegmentos de tallo y raíz  /  zCropping intensity; ystem and root seg-
ments.
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El Potrero, comunidad en la que se encontraron 
los tres organismos asociados, a diferencia de las 
otras comunidades presenta un clima más cálido y 
lluvioso lo que favorece el desarrollo de los orga-
nismos asociados. Por otra parte, los sistemas de 
producción,  la utilización de fungicidas y el geno-
tipo mismo del cultivo son determinantes para la 
presencia y sobrevivencia de los organismos aso-
ciados al complejo fúngico (Guigón-López et al., 
2001; Lozano et al., 2015). Es posible que la etapa 
fenológica del cultivo al momento de la colecta in-
fluya  en la presencia del complejo fúngico, como 
se ha marcado para la etapa de plántula en C. an-
nuum (Vásquez et al., 2009).

Descripción morfológica de microorganismos 
asociados identificados. Fusarium oxysporum 
presentó micelio aéreo y abundante con un hábi-
to de crecimiento radial y pigmentación naranja. 
Micelio hialino y septado, microconidios de forma 
ovalada, de tamaño promedio 8.6 x 4.3 µm con 0 
ó 1 septo, abundantes en falsas cabezas y en mo-
nofialides; macroconidios en menor cantidad, con 
la célula apical atenuada y la célula basal en forma 
de pie de tres a cuatro septos, de tamaño promedio 
23.8 x 4.2 µm. También se observaron clamidospo-
ras abundantes, terminales o intercalares en la hifa 
(Figura 1).

Rhizoctonia solani presentó micelio con co-
loración blanca los primeros cuatro días, a partir 
del quinto día el micelio se tornó café y mostró la 
presencia de esclerocios. Microscópicamente se lo-
gró observar ramificación próxima al septo distal 
en células vegetativas jóvenes, ángulo de 90°, es-
trechamiento de hifa y formación de septos en una 
distancia corta del punto de origen a la ramificación 
hifal, hifas de 5-8 μm de ancho y esclerocios de 
1-3 mm de diámetro (Figura 1). 

Phytophthora capsici presentó micelio color 
blanco, crecimiento arrocetado en medio de cultivo 

developed abundant aerial, hyaline and septate 
mycelium, with radial growth habit and orange 
pigmentation, oval microconidia of 8.6 x 4.3 µm 
average size with 0 or 1 septum, abundant in fake 
heads and in monophialides, a lower number of 
macroconidia with attenuated apical cell and foot-
like basal cell with 3-4 septa of 23.8 x 4.2 µm 
average size, as well as abundant intercalary and 
terminal chlamydospores on hyphae (Figure 1).

The first four days, Rhizoctonia solani 
developed mycelium white in color, which turned 
brown at day five, and sclerotia. Microscopical 
observations showed young vegetative cells with a 
ramification next to the distal septum, a 90° angle, 
narrow hyphae and formation of septa at a short 
distance from the point of origin to the hyphal 
ramification, 5-8 μm wide hyphae and sclerotia 1-3 
mm in diameter (Figure 1). 

Phytophthora capsici developed mycelium 
white in color, rosette-like growth in PDA culture 
medium, and coenocytic, hyaline and torulose 
mycelium; ovoid, lemon-like and not fully 
papillated sporangia of 11 a 54 µm long and 9 a 
36 µm wide, and intercalary chlamydospores of 9.5 
µm in diameter (Figure 1).

Different authors (Lozano et al., 2015) have 
reported the associated organisms as the causal 
agents of wilt in C. annum. These organisms have 
been found in northern and central Mexico (Anaya-
López, 2011). However, in the case of C. pubescens, 
even when the three associated organisms have 
been found, the presence of P. capsici is associated 
with intermediate and high cropping intensity in the 
production zone of the State of Mexico (Table 1).

Molecular identification of the associated 
organisms. The PCR-amplified DNA fragments 
of the three associated organisms confirmed the 
identity of the pathogen, which had been previously 
morphologically established. The amplified 
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PDA, micelio cenocítico, hialino y toruloso; espo-
rangios ovoides de forma alimonada y poco papila-
dos de 11 a 54 µm de largo y 9 a 36 µm de ancho, 
clamidosporas intercalares de 9.5 µm de diámetro 
(Figura 1).

Dichos organismos asociados han sido reporta-
dos en C. annum como responsables de la marchi-
tez  por diferentes autores (Lozano et al., 2015). 
Éstos se han encontrado en el Norte y Centro de 
México (Anaya-López, 2011). Sin embargo para el 
caso de C. pubescens, aun cuando se encuentran los 
tres organismos asociados, la presencia de P. capsi-
ci se ve relacionada a la media y alta intensidad del 
cultivo en la zona productora del Estado de México 
(Cuadro 1).

Identificación molecular de los organismos 
asociados. La amplificación por PCR de los frag-
mentos de ADN de los tres organismos asociados 
confirmó la identidad, previamente establecida 
morfológicamente. El fragmento amplificado de F. 
oxysporum mostró peso molecular de 900 pares de 
bases (pb), mientras que P. capsici y R. solani mos-
traron un peso aproximado de 650 pb (Figura 2).

Los  fragmentos secuenciados de la cepa de 
F. oxysporum se alinearon con la secuencia de F. 

Figura 1. Organismos asociados causales de la marchitez de C. pubescens. 1. F. oxysporum a) Microconidios, b) Micelio hia-
lino, c) Micelio septado. 2. R. solani a) Septo cercano al punto de origen a la ramificación hifal, b) Micelio grueso 
y septado, c) Angulo de 90°. 3. P. capsici a) Esporangios, b) Micelio hialino y toruloso.

Figure 1. Associated organisms that caused wilt in C. pubescens. 1. F. oxysporum a) microconidia, b) hyaline mycelium, c) 
septate mycelium. 2. R. solani a) septa close to the point of origin to the hyphal ramification, b) thick and septate 
mycelium, c) 90° angle. 3. P. capsici a) sporangia, b) hyaline and torulose mycelium.

fragment of F. oxysporum had a molecular weight 
of 900 base pairs (bp), and P. capsici and R. solani 
had an approximate weight of 650 bp (Figure 2).

The sequenced fragments of the F. oxysporum 
strain were aligned with the F. oxysporum f.sp. 
lycopersici sequence (accession CM000593.1), and 
the consensus showed 88% identity with fragments 
from the region 248-270. The sequenced fragments 
of the P. capsici strain were aligned with the P. 
capsici_ LT1534 sequence version 11 accession 
PcapLT1534_SC064, and the consensus showed 
83% identity with fragments from the region 146–
259. Similarly, the DNA sequenced fragments of 
the R. solani strain were aligned with sequences 
from the NCBI’s gene bank, and its highest level 
of identity (90%) coincided with that of R. solani, 
accession number JATN01000256.1 (Version 
JATN01000256.1 GI: 576995022) with fragments 
from the region 144-292.

Pathogenicity in vitro. The symptoms observed 
were necrotic root apex, hypocotyl and/or 
cotyledons. The F. oxysporum, P. capsici and R. 
solani isolates were pathogenic to manzano pepper 
seedlings but symptoms appeared at different time. 
The expression of symptoms when F. oxysporum 

 1 2 3 
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oxysporum f.sp. lycopersici accesión CM000593.1, 
y en el consenso tuvo un 88 % de identidad en frag-
mentos de la región 248 a 270. Los fragmentos 
secuenciados de la cepa de P. capsici  se alinea-
ron con la secuencia de P. capsici_ LT1534, ver-
sión 11, accesión PcapLT1534_SC064, con un 83 
% de identidad en conceso con fragmentos de la 
región 146 – 259. Similarmente los  fragmentos 
secuenciado de ADN de la cepa de R. solani se ali-
nearon con secuencias del banco de genes NCBI 
y su mayor identidad (90 %) se consensó con R. 
solani accesión número JATN01000256.1 (Versión 
JATN01000256.1 GI: 576995022), con fragmentos 
de la región 144 – 292.

Patogenicidad in vitro. Los síntomas observados 
fueron necrosis en ápice de raíz, hipocótilo y/o 
cotiledones. Los aislamientos de F. oxysporum, P. 
capsici y R. solani resultaron patogénicos en las 
plántulas de chile manzano con variación temporal 
en la manifestación de los síntomas. La expresión 
de los síntomas con inóculo de F. oxysporum varió 
de 8 a 12 días después de la siembra de acuerdo a 
la cepa. En el caso de las plántulas inoculadas con 
P. capsici y R. solani los síntomas se presentaron a 
los 10 días después de la inoculación.

En incidencia y severidad se observaron dife-
rencias estadísticas entre colonias de F. oxysporum 
(P≤ 0.01; con valores respectivos máximo y míni-
mo entre tratamientos de 34.4 y 92.8 % en inci-
dencia y de 48.8 y 81.6 % en severidad) y entre 
colonias de P. capsici (P≤ 0.05; con valores res-
pectivos máximo y mínimo entre tratamientos de 
49.2 y 63.6 % en incidencia y de 69.3 y 90.9 % en 
severidad) asociadas al lugar de colecta, lo que po-
siblemente indique heterogeneidad intraespecífica,  
asociada entre otros factores a la dispersión natural 
de los patógenos, como la reportada para cenicilla 
(Leveillula taurica) en  el cultivo de tomate (Sola-
num lycopersicum) (Guzmán-Plazola et al., 2011) 
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Figura 2. Electroforesis en gel de 1.2 % de agarosa en TBE 
para fragmentos amplificados de ADN ITS de F. 
oxysporum (F), P. capsici (P) y R. solani (R); ca-
rriles M corresponden al marcador molecular de 
100 pb.

Figure 2. Electrophoresis in 1.2% agarose gel in TBE 
for ITS DNA amplification of fragments of F. 
oxysporum (F), P. capsici (P) and R. solani (R); 
M lanes correspond to the 100 bp molecular 
marker.

was inoculated varied 8-12 days after being 
cultivated depending on the strain. In the case of 
seedlings inoculated with P. capsici and R. solani, 
symptoms appeared 10 days after inoculation.

Statistical differences in incidence and severity 
were observed on F. oxysporum (P≤ 0.01 colonies, 
with maximum and minimum values between 34.4 
and 92.8% incidence, and 48.8 and 81.6% severity, 
respectively, and on P. capsici colonies (P≤ 0.05, 
with maximum and minimum values between 
49.2 and 63.6% incidence, and 69.3 and 90.9% 
severity, respectively, that were associated with the 
collection site, a fact that may indicate intraspecific 
heterogeneity associated, among other factors, with 
pathogens natural spread, such as that reported for 
powdery mildew (Leveillula taurica) in tomato 
crops (Solanum lycopersicum) (Guzmán-Plazola 
et al., 2011), and resistance development by the 
pathogens due to the selection pressure caused by 
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y desarrollo de resistencia de los patógenos por la 
presión de selección ejercida con fungicidas (Silva-
Rojas et al., 2009). La incidencia de los patógenos 
fue de 65 % en F. oxysporum, 56. 4 % en P. capsici 
y del 76 % para R. solani. Por otra parte, los valores 
de severidad fueron de 81.4 % para P. capsici, 64.6 
% F. oxyspoum y 65. 5 % para R. solani lo que de-
nota un efecto más devastador del oomiceto, el cual 
procede de una zona altamente productora de chile 
manzano, donde el control de enfermedades es por 
medio de productos químicos, lo cual de acuerdo a 
Silva-Rojas et al. (2009), trae como consecuencia 
la resistencia de P. capsici.

Los valores mayores a uno del cociente seve-
ridad/ incidencia (Figura 3), indican mayor pato-
genicidad, ya que aun cuando los patógenos mos-
traron incidencia relativamente similar, el proce-
so infeccioso en términos de superficie del tejido 
(severidad) fue más acelerado. En F. oxysporum 

Figura 3. Cociente de severidad/incidencia de F. oxysporum, P. capsici y R. solani en plántulas de chile manzano en 10 loca-
lidades productoras del sur del Estado de México.

Figure 3. Severity/incidence quotient of F. oxysporum, P. capsici and R. solani in manzano pepper seedlings in 10 production 
sites of the southern zone of the State of Mexico.
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fungicides (Silva-Rojas et al., 2009). The pathogens 
incidence was 65% in F. oxysporum, 56. 4% in P. 
capsici, and 76% in R. solani. On the other hand, 
the severity values were 81.4% in P. capsici, 64.6% 
in F. oxyspoum, and 65. 5% in R. solani. These 
values indicate a more devastating effect caused 
by oomycetes, which come from a major manzano 
pepper production zone, where chemical products 
are used to control diseases, a fact that, according 
to Silva-Rojas et al. (2009), causes P. capsici to 
become resistant.

Values higher than 1 in the severity/incidence 
quotient (Figure 3) indicate a higher level of 
pathogenicity given that although the pathogens 
showed a relatively similar incidence, the infection 
process was faster (severity) on the tissue area. 
The severity/incidence quotient of F. oxysporum 
was lower than 1.0 in five out of nine sites 
where F. oxysporum was found (Figure 3), which 
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El cociente severidad/ incidencia  fue menor a 1.0 
en cinco de nueve localidades donde se presentó 
(Figura 3), lo que representó mayores valores de 
incidencia que de severidad; sin embargo, el valor 
promedio  del cociente de las nueve colonias de 
este patógeno fue muy cercano a uno, lo que su-
giere una relación proporcional entre la incidencia 
y la severidad para este patógeno. Por el contra-
rio, el cociente severidad/ incidencia de P. capsici 
muestra valores mayores a 1.0 en todas las colonias 
evaluadas (Figura 3), indicativo de que el grado de 
daño es más acelerado aun con menores valores de 
incidencia. En el caso de R. solani el valor del co-
ciente fue similar al descrito para F. oxysporum. 

 Interacción en infecciones múltiples. El proce-
so infeccioso después de la inoculación se aceleró 
tanto en  infecciones simples como combinadas, al 
manifestarse los síntomas tres días después de la 
inoculación (ddi) (Figura 4). Cinco ddi todas las 
plantas infectadas con P. capsici murieron (Figura 
5). Resultados similares en Capsicum spp., ubican 
al patógeno como el más catastrófico a nivel mun-
dial (Lamour et al., 2012). Adicionalmente, infor-
mación de Sanzón et al. (2012),  describe necrosis 
de raíz a 24 h de la inoculación y muerte poste-
rior a los cinco días, con evidencias de invasión de 
micelio y esporangios en la planta. Sin embargo, 
una vez que P. capsici se combina con otro u otros 
patógenos, aun sin diferencia significativa en al-
gunos tratamientos (Figura 5), el daño disminuye, 
lo cual puede deberse a la competencia por nutri-
mentos por parte de los patógenos (Abdullah et al., 
2017). Los valores de severidad promedio de tres 
días de medición (Figura 5), denotaron variación 
significativa (p≤0.05) en la aceleración del proceso 
infeccioso entre tratamientos, marcando también al 
inóculo individual de P. capsici como el más severo 
al acumular más rápido el daño.

En el caso de F. oxysporum, cinco ddi el hipocó-
tilo de las plántulas mostraron manchas color ma-

represented higher levels of incidence than those 
of severity, but the average value of the quotient of 
the nine pathogen colonies was very close to one, 
which suggests a proportional relation between the 
pathogen’s incidence and severity. In contrast, the 
severity/incidence quotient of P. capsici had values 
higher than 1.0 in all the evaluated colonies (Figure 
3), which indicates that the rate of damage was 
faster even though the incidence was lower. In the 
case of R. solani, the quotient value was similar to 
that of F. oxysporum. 

Interaction in multiple infections. The infectious 
process after inoculations, alone and combined, 
was faster and symptoms appeared three days after 
inoculation (dai) (Figure 4). At five dai, plants 
infected with P. capsici died (Figure 5). Similar 
results of Capsicum spp. indicate that this is the 
most lethal pathogen around the world (Lamour 
et al., 2012). Additionally, reports by Sanzón et al. 
(2012) describe root necrosis 24 h after inoculation 
and plant death at day five, as well as evidence of 
plants being invaded by mycelium and sporangia. 
However, when P. capsici was combined with other 
pathogen(s), although no significant differences 
were found in some treatments (Figure 5), the 
level of damage was low, which could be due to 
pathogens competition for nutrients (Abdullah et 
al., 2017). The average severity values from three-
day measurements (Figure 5) showed a significant 
variation (p≤0.05) in the infection process rate 
between treatments, which also indicated that the 
P. capsici inoculum alone was the most severe 
because of the faster damages accumulation.

In the case of F. oxysporum, seedlings developed 
brown spots on the hypocotyl five ddi, which, 
according to Sanzón et al. (2012), are caused by 
a higher accumulation of polyphenols in the stem 
tissue that causes the cells in contact to die. Cell 
wall degradation could be due to activity of lytic 
enzymes that are produced by the pathogens (Feng 
et al., 2010).
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Figura 5. Severidad acumulada y promedio de organismos asociados con acción individual o combinada en plantas de C. 
pubescens 5 días después de la inoculación. P= P. capsici, P+R= P. capsici + R. solani, F+P= F. oxysporum + P. cap-
sici, F+P+R= F. oxysporum + P. capsici + R. solani, F= F. oxysporum y R= R. solani. Barras de error corresponden 
al error estándar. Columnas con la misma letra no difieren estadísticamente (p≤0.05).

Figure 5. Accumulated and average severity of associated organisms alone and combined in C. pubescens plants, 5 days after 
inoculation. P= P. capsici, P+R= P. capsici + R. solani, F+P= F. oxysporum + P. capsici, F+P+R= F. oxysporum + P. 
capsici + R. solani, F= F. oxysporum and R= R. solani. The error bars correspond to the standard error. Columns 
with the same letter are not statistically different (p≤0.05).

Figura 4. Daños ocasionados en C. pubescens cinco ddi por: A) F. oxysporum, B) P. capsici, C) R. solani, D) P. capsici + R. 
solani, E) F. oxysporum + R. solani, F) P. capsici + F. oxysporum y G) F. oxysporum + P. capsici + R. solani.

Figure 4. Damage caused in C. pubescens five dai by: A) F. oxysporum, B) P. capsici, C) R. solani, D) P. capsici + R. solani, E) 
F. oxysporum + R. solani, F) P. capsici + F. oxysporum and G) F. oxysporum+ P. capsici + R. solani.
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rrón, las cuales de acuerdo a Sanzón et al. (2012), 
se deben a la mayor acumulación de polifenoles en 
tejido del tallo, que ocasionan que las células en 
contacto mueran. La degradación de las paredes 
celulares posiblemente se debe a la actividad de 
enzimas líticas producidas por los patógenos (Feng 
et al., 2010).

En la combinación F. oxysporum + P. capsici 
+ R. solani se observó una interacción de coinfec-
ción, donde la patogenicidad se redujo con respecto 
a P. capsici individual (Figura 5). En este complejo 
de interacción la respuesta provocada por un pató-
geno modificó la presencia del otro. Esta interac-
ción compleja, tiende a alterar el curso de la enfer-
medad, ya que los patógenos coexistentes entran en 
competencia por crecimiento y por los nutrimentos 
en el mismo huésped, y la nutrición subóptima con-
duce a la competencia por la cual algunas especies 
pueden dominar (Abdullah et al., 2017). No obs-
tante, la gravedad y el tipo de competencia se de-
terminan por el consumo de nutrimentos a lo largo 
del tiempo (Chesson, 2000). 

En la interacción F. oxyporum + R. solani, la 
patogenicidad fue similar a la correspondiente del 
inóculo individual F. oxysporum y ligeramente ma-
yor a la de R. solani (Figura 5), lo que sugiere que 
entre estos dos patógenos la presencia de uno en 
términos generales no altera la presencia del otro. 
A este respecto Alizon et al. (2013), señalan que 
existen una amplia variedad de respuestas  en las 
combinaciones de patógenos en un huésped deter-
minado,  las cuales tiene que ver con aspectos evo-
lutivos y ecológicos entre ambas partes.

Interacción patógenos-genotipo. Los síntomas en 
las plantas inoculadas con patógenos individuales 
y combinados se observaron 15 ddi. Plantas con 
daños de P. capsici mostraron flacidez en la par-
te aérea y lesiones necróticas en la parte interna 
y externa de la corona del tallo, así como radícu-

When F. oxysporum + P. capsici + R. solani 
were combined, a co-infection interaction occurred 
where the pathogenicity was lower compared to that 
of the infection produced by P. capsici alone (Figure 
5). In this interaction complex, the response elicited 
by one pathogen may be modified in the presence 
of another pathogen. This complex interaction 
tends to alter the course of the disease because 
the co-existing pathogens compete for growth and 
nutrients in the same host, and suboptimal nutrition 
leads to a competition whereby some species may 
dominate (Abdullah et al., 2017). However, the 
severity and type of competition are determined by 
nutrient consumption over time (Chesson, 2000). 

In the interaction F. oxyporum + R. solani, the 
pathogenicity was similar to that of F. oxysporum 
alone, and slightly higher to that of R. solani 
(Figure 5), which in general terms suggests that 
when both pathogens are combined, the presence 
of one of them does not alter the presence of the 
other. To this regard, Alizon et al. (2013), pointed 
out that, when the pathogens are combined, there 
is a wide range of responses from a determined 
host that have to do with evolutive and ecological 
aspects from both parts. 

Pathogens-genotype interaction. The symptoms 
in plants inoculated with pathogens, alone and 
combined, appeared 15 dai. Plants infected with 
P. capsici showed looseness on the aerial part, 
necrotic lesions on the internal and external part 
of the stem crown, and necrotic radicle. Seedlings 
infected with R. solani showed chlorosis on the 
aerial part and necrotic roots; when the damage 
was severe, there was radicle strangulation; 
González (2008) mentioned non-compact rot with 
epidermis detachment. Seedlings inoculated with 
F. oxysporum showed chlorosis and, sometimes, 
curly foliage and necrotic radicle. Seedlings 
inoculated with F. oxysporum + P.capsici showed 
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la necrótica. Plántulas con daño por R. solani 
presentaron clorosis en la parte aérea y necrosis 
en raíz; en daño más avanzado la radícula presentó 
estrangulamiento, González (2008), menciona una 
pudrición no compacta con desprendimiento de 
epidermis. Las plántulas inoculadas con F. oxyspo-
rum presentaron clorosis y en ocasiones rizados en 
el follaje y necrosis de la radícula. Las plántulas 
inocualadas con F. oxysporum + P.capsici mostra-
ron clorosis foliar y marchitez, así como necrosis 
en corona del tallo y radícula.

En plántulas inoculadas con F. oxysporum + 
P.capsici + R. solani se observó clorosis en hojas, 
corona del tallo y radícula necróticas. De acuerdo a 
Velásquez-Valle et al. (2001) el síntoma inicial más 
evidente es una ligera flacidez foliar, que es más 
notable al avanzar el día, así como un ligero ama-
rillamiento del follaje. Estos síntomas se asociaron 
con la podredumbre de la raíz y ablandamiento de 
las puntas de las raíces, lesiones de la raíz que va-
rían en tamaño y color, de rojizo a marrón y negro, 
recorte de la raíz y pudrición (Hamon et al., 2011). 
En daño por F. oxysporum se observaron diferen-
cias altamente significativas (P≤ 0.01) entre geno-
tipos, con variación del 0 a 70 % entre el menor y 
el mayor valor respectivamente, donde el genotipo 
M8  mostró resistencia y el genotipo M9 tolerancia 
a dicho patógeno (Cuadro 2). En plántulas inocu-
ladas con R. solani se observaron diferencias alta-
mente significativas (P≤0.01), con valores mínimo 
de 0 % en M8 y máximo de 76 % en M15. En ino-
culación con P. capsici hubo diferencias significa-
tivas (P≤0.05), con variación en la susceptibilidad 
del 81 al 95 % entre M8  y M7 respectivamente. 
En las combinaciones de patógenos, los intervalos 
entre valores máximo y mínimo disminuyeron. En 
la combinación F. oxysporum + P.capsici con dife-
rencias significativas (P≤0.05), los valores máximo 
y mínimo fueron de 67 %  en M8 y 93 % en M2; 
y en la combinación F. oxysporum + P.capsici + R. 

foliar chlorosis and wilt, as well as necrotic stem 
and radicle. 

Seedlings inoculated with F. oxysporum + 
P.capsici + R. solani showed chlorotic leaves and 
stem crown, and necrotic radicle. According to 
Velásquez-Valle et al. (2001), the earliest evident 
symptom was a slight foliar looseness that was 
more visible as the day went on, as well as a 
slight yellowing of foliage. These symptoms were 
associated with root rot, softening of roots tip, root 
lesions that varied in size and color (from reddish to 
brown and black) and short and rotten root (Hamon 
et al., 2011). 

In infections caused by F. oxysporum, there 
were highly significant differences (P≤0.01) 
between genotypes with 0-70% variation between 
the lowest and the highest value, respectively, 
where the M8 genotype showed resistance, and 
the M9 genotype showed tolerance to the pathogen 
(Table 2). In seedlings inoculated with R. solani 
there were highly significant differences (P≤0.01), 
with minimum values of 0 % for M8 and maximum 
values of 76 % for M15. When inoculated with 
P. capsica, significant differences (P≤0.05) were 
observed, with 81-95 % variation in susceptibility 
between M8 and M7, respectively. In pathogen 
combinations, the intervals between maximum and 
minimum values were lower. In combinations of F. 
oxysporum + P.capsici with significant differences 
(P≤0.05), the maximum and minimum values were 
67 % for M8 and 93% for M2; and the combination 
F. oxysporum + P.capsici + R. solani with highly 
significant differences (P≤0.01), the minimum and 
maximum values were 41% for M8 and 95% for 
nine genotypes (Table 2). The M8 genotype had the 
lowest level of wilt susceptibility and also showed 
other distinctive phenotypic differences compared 
to the rest of the genotypes analyzed (non-reported 
data), such as dense ramification and small fruits 
that are characteristic of rustic materials.
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solani, con diferencias altamente significativas (P≤ 
0.01), los valores mínimo y máximo fueron de 41 
% en  M8 y 95 % en nueve genotipos (Cuadro 2). 
El genotipo M8 que fue el que mostró menor sus-
ceptibilidad al daño por marchitez, también mues-
tra otras diferencias fenotípicas distintivas  de los 
demás genotipos analizados (datos no reportados), 
como ramificación densa y frutos pequeños, carac-
terísticos de materiales rústicos.

El genotipo M8 y potencialmente el M9, am-
bos como los menos susceptibles a los daños por 
marchitez representan una potencial alternativa 
para introducir la resistencia observada en esta in-
vestigación  a genotipos comerciales como el M3, 
el cual es el más cultivado en la región. Además, la 
respuesta diferencial de algunos de los genotipos de 

Cuadro 2. Susceptibilidad de 16 genotipos de chile manzano a daño por marchitez.
Table 2. Susceptibility to wilt damage in 16 manzano pepper genotypes. 

Genotipos
Susceptibilidadx

F P R F*P F*P*R

M8 0    a 81   a 0    a 67   a 41 a
M9 29   b 91    b 38   b 90     b 81 bc
M16 48    c 95   b 48   bc 90     b 95 c
M15 48    c 95   b 76         e 90     b 95 c
M11 48    c 93    b 48   bc 91     b 95 c
M12 48    c 95    b 67     cde 85     b 83 bc
M10 48    c 95    b 48   bc 90     b 95 c
M3 48    c 93    b 48   bc 90     b 95 c
M4 48    c 95   b 48   bc 90     b 75 b
M5 48    c 95    b 48  bcde 90     b 93 c
M6 48    c 95    b 73        e 85     b 90 bc
M7 48    c 95    b 52   bcd 90     b 95 c
M13 57    c 95    b 61     cde 90     b 95 c
M2 57    c 95    b 69       de 93     b 95 c
M14 70     d 95    b 70      de 90     b 95 c
M1 70     d 93    b 66     cde 90     b 95 c

p-valorz 0.0001 0.0329 0.0001 0.0300 0.001

xF= Fusarium oxysporum; P= Phytophthora capsici; R= Rhizoctonia solani; F*P= Fusarium 
oxysporum+ Phytophthora capsici;  F*P*R= Fusarium oxysporum+ Phytophthora capsici+ 
Rhizoctonia solani. Medias con letras distintas son significativamente diferentes, de acuer-
do a la prueba de Duncan (P≤0.05). zProbabilidad estadística  /  xF= Fusarium oxysporum; 
P= Phytophthora capsici; R= Rhizoctonia solani; F*P= Fusarium oxysporum+ Phytophthora 
capsici; F*P*R= Fusarium oxysporum+ Phytophthora capsici+ Rhizoctonia solani. Medians 
with different letters are significantly different, according to Duncan’s test P≤0.05). zStatistical 
probability.

The M8 genotype, and likely, the M9 genotype, 
were both the least susceptible to wilt damage and 
can be a potential alternative for introducing the 
observed resistance in this study to commercial 
genotypes, such as M3, the most cultivated in 
the region. Moreover, the differential response of 
F. oxysporum, P. capscici and R. solani to some 
of the C. pubescens genotypes analyzed suggests 
the existence of different resistance mechanisms 
(Anaya-López, 2011). 

CONCLUSIONS

Three organisms were detected that cause 
manzano pepper wilt in the southern zone of the 
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C. pubescens analizados a F. oxysporum, P. capsci-
ci y R. solani y sus combinaciones, sugieren varia-
ción en los mecanismos de defensa (Anaya-López, 
2011). 

CONCLUSIONES

Se detectaron tres organismos causales de la 
marchitez de chile manzano del sur de México; de 
ellos Fusarium oxysporum fue el más frecuente, 
seguido por Phytophthora capsici y Rhizoctonia 
solani. 

La identificación molecular permitió identidad 
de 88 % de los fragmentos amplificados de  F. oxys-
porum con F. oxysporum f.sp. lycopersici raza 2.  
P. capsici tuvo identidad de 83 % con  P. capsici_ 
LT1534, versión 11, y R. solani alcanzó identidad 
de 90% con el   grupo anastómico 3 (AG-3). 

De los tres patógenos encontrados, Phytophtho-
ra capsici es el que causa la mayor severidad en 
daño por  marchitez en la región sur del Estado de 
México, aunque Fusarium oxysporum y Rhizocto-
nia solani también causan daños en la planta. 

El genotipo M8 fue resistente a F. oxysporum 
y R. solani, y el genotipo M9 podría ser  tolerante 
a F. oxysporum. El genotipo M8 fue tolerante a P. 
capsici y a la inoculación individual y en mezcla de 
los tres patógenos, por lo que podría representar un 
genotipo potencial para estudios sobre  fuentes de 
genes de tolerancia útiles en programas de mejora-
miento genético. 
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State of Mexico, from which Fusarium oxysporum 
was the most frequently present, followed by 
Phytophthora capsici and Rhizoctonia solani. 

The molecular identification showed 88% 
identity of the amplified fragments of F. oxysporum 
using F. oxysporum f.sp. lycopersici race 2. P. 
capsici showed 83% identity with P. capsici_ 
LT1534, version 11, and R. solani had 90% identity 
with the anastomic group 3 (AG-3). 

From the three pathogens identified, 
Phytophthora capsici causes the highest level of 
wilt severity in the southern region of the State 
of Mexico, although Fusarium oxysporum and 
Rhizoctonia solani also cause plant damage. 

The M8 genotype was resistant to F. oxysporum 
and R. solani, and the M9 genotype could be 
tolerant to F. oxysporum. The M8 genotype was 
tolerant to P. capsici and to inoculation with the 
three pathogens, alone and combined, so it could 
be a potential genotype for studies about tolerance 
genes that could be used in genetic improvement 
programs. 
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Resumen. Cercospora agavicola, agente causal 
de la mancha gris del agave azul (Agave tequila-
na), es un hongo reglamentado bajo control oficial 
en estados bajo Denominación de Origen del Te-
quila (DOT). Este trabajo se desarrolló en Jalisco, 
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Abstract. Cercospora agavicola, causal agent of 
the gray spot of blue agave (Agave tequilana), is 
a regulated fungus under official control in states 
under the Denomination of  Origin  of Tequila 
(DOT). This work was carried out in Jalisco, 
Mexico, the main DOT region, to determine the 
spatial-temporal epidemic inductivity of the fungus 
and to develop stochastic models to forecast the 
gray spot in order to support regional preventive 
programs. Monthly, from October 2016 to 
December 2017 the severity, incidence and number 
of diseased plants were evaluated in 41 plots 
established in commercial agave plantations of 3-4 
years of age selected with weighted risk criteria in 
Los Altos (20), Valleys (11) and South (10). The 
regional epidemic inductivity of C. agavicola was 
heterogeneous with a greater risk for at least nine 
counties of Los Altos. However, low epidemic rates 
(0.0008-0.006 units week-1), strong restriction 
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México, principal región DOT, para determinar la 
inductividad epidémica espacio-temporal del hon-
go y desarrollar modelos estocásticos de pronóstico 
de la mancha gris con el fin de sustentar acciones 
preventivas regionales. De octubre 2016 a diciem-
bre 2017 se evaluó mensualmente la severidad, in-
cidencia y número de plantas enfermas en 41 par-
celas establecidas en plantaciones comerciales de 
agave de 3-4 años de edad seleccionadas con crite-
rios ponderados de riesgo en Los Altos (20), Valles 
(11) y Sur (10). La inductividad epidémica regional 
de C. agavicola fue heterogénea con mayor ries-
go para al menos nueve municipios de Los Altos. 
Sin embargo, bajas tasas epidémicas (0.0008-0.006 
unidades semana-1), fuerte restricción de contagio 
(1-4 plantas), reducido incremento anual de in-
cidencia (0-32 plantas/0.5 ha) y nula captura de 
esporas evidenciaron la baja aptitud parasítica y 
epidémica del hongo. Consecuentemente, se en-
contró limitada capacidad predictiva aun con los 
mejores modelos generados (R2

adj 0.51-0.60). Las 
horas favorables (HFav) de enero-abril, respecto a 
la infección, fue consistente entre modelos por lo 
que puede integrarse como algoritmo preventivo en 
SIVEA (www.sivea.org.mx). Las pérdidas regiona-
les establecidas se estimaron entre 237 mil dólares 
americanos y 98.01 MDD. La cercosporina, toxina 
asociada al género Cercospora, puede estar impli-
cada en el progreso temporal lineal atípico y debe 
integrarse en futuras investigaciones. 

Palabras clave: Pérdidas, dron, tóxina, Weibull, 
NCBI, ABCPE, SIVEA 

México ostenta la Denominación de Origen del 
Tequila (DOT) conformada por 181 municipios de 
los estados de Guanajuato (7), Michoacán (30), Na-
yarit (8), Tamaulipas (11) y la totalidad de Jalisco 
(125). La DOT representa el 73.4% (81,053 ha) del 

spread (1-4 plants), reduced annual increment 
of incidence (0-32 plants / 0.5 ha) and no spore 
capture evidenced the low parasitic fitness and 
reduced fungus epidemic potential. Consequently, 
limited predictive capacity was found even with 
the best goodness of fit models (R2

adj 0.51-0.60). 
The favorable hours (HFav) of January-April, with 
respect to infection, was consistent among models, 
so it can be used as preventive algorithm in SIVEA 
(www.sivea.org.mx). The regional losses were 
estimated between 237 thousand US dollars and 
98.01 MDD. Cercosporin, a toxin associated with 
Cercospora genus, may be involved in atypical 
linear temporal progress and should be integrated 
in future research.

Key words: Losses, drone, toxin,Weibull, NCBI, 
AUDPC, SIVEA

Mexico holds the Denomination of Origin of 
Tequila (DOT) composed by 181 municipalities 
of the states of Guanajuato (7), Michoacán 
(30), Nayarit (8), Tamaulipas (11) and Jalisco 
in its entirety (125). The DOT represents 73.4% 
(81,053 ha) of the nationally grown blue agave 
(Agave tequilana Weber var. Azul), Jalisco being 
the most representative with 64,499 ha (SIAP 
2018). Throughout the tequila industry, the DOT 
directly favors the regional economy by generating 
estimably 1,600 million of Mexican pesos per 
year and represents the economic support of 
70,000 families (SIAP 2015). The implications 
of maintaining the DOT agave region, legally 
defined in time and space, is multidimensional but 
it is substantiated on the challenge of guaranteeing 
productive sustainability and profitability with a 
long-termed resilient model.

From the decade of the ‘90s, the productive 
inventories of agave in Jalisco have been strongly 
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agave azul (Agave tequilana Weber var. Azul) cul-
tivado a nivel nacional, siendo Jalisco el más re-
presentativo con 64,499 ha (SIAP 2018). La DOT, 
a través de la industria tequilera, genera de forma 
directa una derrama económica regional estimada 
en 1,600 millones de pesos anuales y representa 
el sustento de 70,000 familias (SIAP 2015). Las 
implicaciones de mantener la región DOT agave-
ra, legalmente definida en el tiempo y espacio, es 
multidimensional pero se fundamenta en el reto de 
garantizar la sustentabilidad productiva y rentabili-
dad bajo un modelo resiliente a largo plazo.

A partir de la década de los 90´s, los inventarios 
productivos del agave en Jalisco han sido fuerte-
mente afectados por factores fitosanitarios entre los 
que destacan el picudo (Scyphophorus acupuncta-
tus), la marchitez por Fusarium spp, y la mancha 
gris causada por Cercospora agavicola. Ante los 
recurrentes desabastos de planta de siembra y la 
tendencia creciente del precio de la piña (tallo del 
agave) se ha incrementado el volumen de hijuelos 
movilizados dentro y entre estados acrecentando 
los riesgos fitosanitarios por lo que es importante 
fortalecer el monitoreo y muestreo en el marco de 
la Campaña Contra Plagas Reglamentadas del Aga-
ve (SENASICA, 2017). Así mismo, es importan-
te desarrollar algoritmos de prevención y control 
para su integración en SIVEA (Sistema Integral de 
Vigilancia Epidemiológica del Agave), un siste-
ma fitosanitario web operado por el SENASICA-
DGSV (www.sivea.org.mx). Actualmente, una de 
las preocupaciones de productores es la dificultad 
del control de C. agavicola, por lo que este traba-
jo se enfocó a estudiar la mancha gris en Jalisco, 
estado en el cual históricamente se han reportado 
daños en Los Altos (Acatic, San Juan de los Lagos, 
Tepatitlán y Yahualica), Valles (Amatitán, Ahua-
lulco, Arenal, Magdalena, San Juanito de Escobe-
do y Tequila), Sur (Autlán, El Grullo, El Limón y 
Unión de Tula) y Sierra Occidental (Atenguillo, 

affected by phytosanitary factors amongst which 
the weevil (Scyphophorus acupunctatus), the agave 
wilt caused by Fusarium spp, and the gray spot 
caused by Cercospora agavicola stand out. Given 
the recurrent shortages of sowing plants and the 
increase tendency of the pineapple’s price (agave 
stem) the number of mobilized shoots (hijuelo in 
spanish) within and between states has increased, 
rising some major phytosanitary risks. Therefore 
it is important to strengthen and improve the 
control and sampling within the framework of the 
Campaign Against Regulated Pests of the Agave 
(SENASICA, 2017). Likewise, it is important to 
develop new preventive and control management 
algorithms for their incorporation into SIVEA 
(Comprehensive Epidemiological Surveillance 
System of the Agave), a phytosanitary web system 
operated by SENASICA-DGSV (www.sivea.
org.mx). At present one of the main concerns of 
producers is the difficulty of C. agavicola control, 
therefore this project focused on studying the gray 
spot in Jalisco, a state in which plant damage has 
historically been reported in Los Altos (Acatic, 
San Juan de Los Lagos, Tepatitlán and Yahualica), 
Valleys (Amatitán, Ahualulco, Arenal, Magdalena, 
San Juanito de Escobedo and Tequila), Sur (Autlán, 
El Grullo, El Limón and Unión de Tula) and Sierra 
Occidental (Atenguillo, Mascota and Mixtlán) 
(Rubio 2007). The gray spot was first reported 
in 2003 in Pénjamo, Guanajuato and in 2005 the 
causal agent was identified as C. agavicola (Ayala 
et al., 2005). The fungus’ infection apparently 
occurs within October and March under favorable 
conditions of relative humidity ≥80% and average 
temperatures between 15 and 22 ° C (Ángeles-
Espino et al., 2016; Valencia 2011;  Rubio 2007). 
The primary infection causes black oval lesions 
of up to 1-3 cm commonly found in the middle to 
upper third of non-expanded leaves of the plant’s 
head. The disease develops rapidly producing 
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Mascota y Mixtlán) (Rubio, 2007). La mancha gris 
se reportó en 2003 en Pénjamo, Guanajuato y en 
2005 se identificó al agente causal como C. aga-
vicola (Ayala-Escobar et al., 2005). La infección 
del hongo aparentemente ocurre en los periodos 
de octubre a marzo en condiciones favorables de 
humedad relativa ≥80% y temperatura media entre 
15 y 22 °C (Ángeles-Espino et al., 2016; Valencia, 
2011; Rubio, 2007). La infección primaria causa 
lesiones negras, ovaladas de hasta 1-3 cm, gene-
ralmente en el tercio medio a superior de hojas no 
expandidas del cogollo. La enfermedad desarrolla 
rápidamente produciendo manchas coalescentes, 
deprimidas grisáceas y termina con colapso del co-
gollo y muerte de planta. 

Aunque no se ha comprobado la implicación 
de cercosporina en el síntoma, toxina no específi-
ca producida por Cercospora spp, activada por luz 
y temperatura (Daub y Ehrenshaft, 2000; Jens et 
al., 1989), este estudio se planteó bajo la premisa 
de que es posible pronosticar el proceso infeccioso 
primario, independiente del efecto de dicha toxina; 
así mismo, se propuso caracterizar atributos espa-
cio-temporales a nivel parcelario-región con el fin 
de comprender procesos de dispersión, prevalencia 
e intensidad epidémica aplicables a la generación 
de alertas tempranas para fortalecer el manejo pre-
ventivo de la mancha gris del agave.

MATERIALES Y MÉTODOS 

Red de monitoreo e inductividad epidémica re-
gional. De octubre 2016 a diciembre 2017, se esta-
bleció y evaluó una red de monitoreo de 41 parce-
las distribuidas en predios comerciales de agave de 
3-4 años en Los Altos (20), Valles (11) y Sur (10) 
del estado de Jalisco. Las parcelas se seleccionaron 
con base a un análisis de inductividad epidémica 
regional, para lo cual se emplearon datos de ocu-

coalescing, depressed grayish spots and ends with 
the collapse of the head and death of the plant.

Although the implication of cercosporin in the 
symptom has not been confirmed a non-specific 
toxin produced by Cercospora spp, activated by 
light and temperature (Daub and Ehrenshaft, 2000; 
Jens et al., 1989), this study was based upon the 
premise that it is possible to predict the primary 
infectious process independent of the effect of said 
toxin. Likewise, it was proposed to characterize 
spatio-temporal attributes at the plot-region level 
in order to understand processes of dispersion, 
prevalence and epidemic intensity applicable to the 
generation of an early warning system to strengthen 
the preventive management of the agave gray spot.

MATERIALS AND METHODS 

Network monitoring and regional 
epidemiological inductivity. From October 2016 
to December 2017 a monitoring network of 41 plots 
distributed in commercial agave plots of 3-4 years 
in Los Altos (20), Valley(11) and South (10) in 
the state of Jalisco was established and evaluated. 
The plots were selected based on an analysis of 
regional epidemic inductivity, for which data from 
the occurrence of focus points of infestation were 
used. These were generated during 2012-2015 by 
the Regulated Pests Campaign of the Agave (www.
sivea.org.mx) cultivated surface (SIAP, 2015), 
weather (CONAGUA 2015) and edaphic factors. 
The Reg-N methodology was applied to the 
incorporated data matrix to generate a multivariate 
inductive epidemic indicator and to select plots 
that maximize the regional epidemic variability 
of the disease (Table 1) (Acevedo-Sánchez et al., 
2017; Aguilera and Acevedo-Sánchez 2016). The 
epidemic indicator was used to generate a regional 
inductivity map using ArcMap from ArcGis v10.3. 
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rrencia de focos de infestación generados durante 
2012-2015 por la Campaña de Plagas Reglamen-
tadas del Agave (www.sivea.org.mx), superficie 
cultivada (SIAP, 2015), clima (CONAGUA 2015) 
y factores edáficos. Se empleó la metodología Reg-
N a la matriz integrada de datos para generar un 
indicador epidémico multivariado de inductividad 
y para seleccionar parcelas que maximicen la va-
riabilidad epidémica regional de la enfermedad 
(Cuadro 1) (Acevedo-Sánchez et al., 2017; Mora-
Aguilera y Acevedo-Sánchez, 2016). El indicador 
epidémico se usó para generar un mapa de inducti-
vidad regional mediante ArcMap de ArcGis v10.3. 
Por predio comercial se seleccionó una parcela con 
una población de plantas de aproximadamente 0.5 
ha; 25 parcelas tuvieron un foco central de 1-94 
plantas enfermas con una severidad de macha gris 
entre 6-65%. Este foco constituyó el Yo o intensi-
dad inicial de epidemia. En 16 parcelas se tuvieron 
únicamente poblaciones de plantas aparentemente 
sanas. Al centro de la parcela se colocó una tram-
pa TIDE modificada con un dispositivo pasivo de 
impacto y deposición (Mora-Aguilera et al., 2014). 
En cada trampa se colocaron tres portaobjetos con 
cinta adhesiva doble cara, dos el dispositivo de de-
posición y uno en la de impacto. En el mismo so-
porte de la trampa se instaló un datalogger Hobo® 
Pro V2 configurado a intervalos de 30 minutos con 
el propósito de relacionar cambios de intensidad 
de enfermedad con variables de temperatura y hu-
medad relativa ambiental. Quincenalmente se co-
lectaron los portaobjetos de trampas y se realizó la 
extracción in situ de datos climáticos. 

Diagnóstico molecular de C. agavicola. Con el 
objetivo de confirmar la asociación del agente cau-
sal con la mancha gris se colectó en 13 parcelas de 
monitoreo muestras vegetales con lesiones típicas 
de la enfermedad. En laboratorio, el tejido se desin-
festó con hipoclorito de sodio al 1.5% durante dos 

A plot with a plant population of approximately 
0.5 ha was selected per commercial property 
amongst which 25 plots had a focal point of 1-94 
infected plants with gray spot severity between 
6-65%. This focal point constituted the Yo or initial 
epidemic intensity. In 16 plots there were only 
apparent healthy plant populations. At the center of 
each plot, a modified TIDE trap was placed with 
a device of passive impact and deposition (Mora-
Aguilera et al., 2014). In each trap, three slides 
were placed with double-sided adhesive tape, two 
in the disposition device and one on the impact 
device. A Hobo® Pro V2 data logger configured at 
30-minute intervals was installed in the trap support 
in order to relate changes in disease intensity with 
temperature and relative humidity variables. The 
trap slides were collected on a 15-days interval and 
in situ extraction of climatic data was conducted.

Molecular diagnosis of C. Agavicola. In order to 
confirm the relation between the gray spot and the 
disease-causing agent, plant samples with common 
disease lesions were collected in 13 monitoring 
plots. In the laboratory, the tissue was disinfested 
with 1.5% sodium hypochlorite for two minutes, 
rinsed 3 times with sterile water and incubated in 
a humid chamber at 24-28 °C alternating 12:12 h 
light:dark for 3 days. From the mycelial growth, 
the fungus was isolated and cultured in agave-agar 
medium (Ayala et al., 2005). DNA extraction was 
performed by the modified AP method (Sambrook 
and Russel, 2001) and the ITS region 1-4 was 
amplified through PCR (White et al., 1990). The 
PCR product was sent to Macrogen (Seoul Korea) 
for sequencing and the sequences identification 
was made through the web program Blast® blastn 
suite at NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.
cgi). 

Variables evaluation. The infected plants 
incidence and severity were evaluated monthly in 
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Cuadro 1. Localización de 41 parcelas de monitoreo en plantaciones comerciales de agave azul de 3-4 años de edad seleccio-
nadas por criterio de inductividad epidémica para el estudio regional de la mancha gris, y condición inicial (Y0) 
de ocurrencia de la enfermedad representado por número de plantas sintomáticas (P.enf) y severidad promedio 
de planta enferma (SProm) por parcela. Jalisco, México. 2016-2017.

Table 1. Location of 41 monitoring plots in commercial blue agave plantations of 3-4 years of age selected by criteria of epi-
demic inducibility for the regional study of gray spot, and initial condition (Y0) of disease occurrence represented by 
the number of symptomatic plants (P.enf) and average severity of diseased plant (SProm) per plot. Jalisco, Mexico. 
2016-2017.

Región Municipio Latitud Longitud ID Plantación P.enf (Y0)
x SProm(Y0)

y

Altos

Arandas

20.6973 -102.2572 A-ARA-CP01 94 32.8
20.8508 -102.1592 A-ARA-CP04 1 100
20.7618 -102.2936 A-ARA-CP05 3 63.6
20.7624 -102.3470 A-ARA-CP06 7 31.4
20.6954 -102.3241 A-ARA-CP20 22 22.5

Jesús María
20.6161 -102.1381 A-JM-CP02 12 58.5
20.6698 -102.0802 A-JM-CP03 0 0.0
20.5931 -102.1582 A-JM-CP19 4 57.2

Tepatitlán M.
20.7891 -102.5530 A-TEP-CP08 0 0.0
20.8581 -102.6558 A-TEP-CP09 1 6.0
20.6605 -102.6456 A-TEP-CP14 0 0.0

Zapotlanejo 20.5797 -102.8915 A-ZAP-CP10 1 85.0

Cerro Gordo 20.6842 -102.5042 A-SICG-CP15 10 43.5
20.7505 -102.4838 A-SICG-CP07 18 61.1

Ocotlán 20.4247 -102.7568 A-OCO-CP11 0 0.0
Atotonilco A. 20.5151 -102.6127 A-ATO-CP12 2 85.0
Mextican 21.2626 -102.7186 A-MEX-CP16 1 22.0

Yahualica G. G. 21.1117 -102.8675 A-YAH-CP17 0 0.0
21.1674 -102.8727 A-YAH-CP18 2 2.0

Ayotlán 20.5357 -102.3696 A-AYO-CP13 1 65.0

Valles

Hostotipaquillo 21.0404 -104.1994 V-HOS-CP01 3 42.6

Magdalena
20.9298 -104.1078 V-MAG-CP02 0 0.0
20.8982 -103.9450 V-MAG-CP03 1 85
20.9674 -104.0410 V-AMA-CP11 0 0.0

Tequila 20.9362 -103.8726 V-TEQ-CP04 0 0.0

Amatitán 20.8589 -103.7688 V-AMA-CP05 0 0.0
20.8344 -103.6795 V-AMA-CP06 1 6.0

San Juanito E. 20.7724 -103.9958 V-SJE-CP07 0 0.0
Ahualulco M. 20.7388 -103.9321 V-AHU-CP08 0 0.0
Ameca 20.5029 -103.9862 V-AME-CP09 1 2.0
Cocula 20.3672 -103.8636 V-COC-CP10 0 0.0

Sur

Tecolotlán 20.1896 -104.0236 S-TEC-CP01 0 0.0
Juchitlán 20.0756 -104.1008 S-JUC-CP02 0 0.0
Autlán de N. 19.8322 -104.3041 S-AUT-CP03 0 0.0
Tuscacuesco 19.7397 -103.8802 S-TUS-CP04 0 0.0
San Gabriel 19.6659 -103.8135 S-SGA-CP05 4 56.0
San Andrés I. 19.8257 -103.5072 S-GF-CP06 3 64

Teocuitatlán C. 20.0920 -103.4223 S-TEO-CP07 5 39
20.1270 -103.3524 S-TEO-CP08 1 6

Zacoalco de T. 20.2014 -103.5321 S-ZAC-CP09 14 35.2
Acatlán de J. 20.4808 -103.6357 S-ACA-CP10 1 85

x Penf=Número de plantas enfermas con mancha gris al seleccionar el sitio localizadas al centroide de parcela.  /  Penf = Number of 
diseased plants with gray spot when selecting the site located at the plot centroid.
y SPromY0= Severidad promedio en planta enferma al seleccionar el sitio  /  SPromY0 = Average severity of diseased plant when 
selecting the site.
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minutos, se enjuagó 3 veces con agua estéril y se 
incubó en cámara húmeda a 24-28 °C alternando 
12:12 h luz:oscuridad durante 3 días. A partir del 
crecimiento micelial se aisló y cultivó al hongo en 
medio Agave-agar (Ayala-Escobar et al., 2005). La 
extracción de DNA se realizó por el método AP mo-
dificado (Sambrook y Russel, 2001) y se amplificó 
por PCR la región ITS 1-4 (White et al., 1990). El 
producto de PCR fue enviado a Macrogen (Seoul 
Corea) para su secuenciación. La identidad de las 
secuencias se realizó por medio del programa web 
Blast® blastn suite en NCBI (https://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Variables de evaluación. En cada parcela se evaluó 
mensualmente la incidencia de plantas enfermas y 
la severidad en planta mediante una escala diagra-
mática de 7 clases (0=sana, 1=2%, 2=6%, 3=22%, 
4=65%, 5=85% y 6=100%) (Jiménez-González et 
al., 2017). La evaluación se realizó siempre en las 
mismas en plantas para lo cual se seleccionaron y 
marcaron en un patrón sistemático discontinuo de 
1x2 surcos y 1x3 plantas/surco, totalizando 273 
plantas. El registro de las evaluaciones y su loca-
lización espacial se realizó directamente en App-
SIVEA v1.1, una aplicación Android para telefonía 
móvil generada por COLPOS-LANREF (Guzmán-
Hernández et al., 2017). Los datos se enviaron por 
vía satelital a la plataforma SIVEA (www.sivea.
org.mx) para la integración automática de la matriz 
de datos regional. Para el monitoreo aerobiológico 
se contabilizó el número de esporas en 7 cm2 de 
cada portaobjeto por trampa.

Caracterización de epidemias, análisis espacial 
y temporal. Se caracterizó temporal y espacial-
mente un total de 41 epidemias inducidas por C. 
agavicola. Con base en un análisis gráfico explo-
ratorio de parámetros epidémicos (Mora-Aguilera 
et al.,1993) se seleccionaron 14 epidemias, ocho en 

each plot throughout a diagrammatic scale of 7 
classes (0 = healthy, 1 = 2%, 2 = 6%, 3 = 22%, 4 = 
65%, 5 = 85% and 6 = 100%) (Jiménez-González 
et al., 2017). The evaluation was solely conducted 
in the same plants, for which they were selected 
and marked in a discontinuous systematic pattern 
of 1x2 rows and 1x3 plants per row, with a total of 
273 plants.

The evaluations record was made directly in 
App-SIVEA v1.1, an Android application for 
mobile phones developed by COLPOS-LANREF 
(Guzmán-Hernández et al., 2017). The data was 
sent via satellite to the SIVEA platform (www.
sivea.org.mx) for automatic incorporation of the 
regional data matrix. The number of spores in 7 
cm2 of each slide of the trap was counted in the 
aerobiological monitoring.

Characterization of epidemics, spatial and 
temporal analysis. A total of 41 epidemics induced 
by C. agavicola were temporally and spatially 
characterized. Based on an exploratory graphic 
analysis of epidemic parameters (Mora-Aguilera et 
al., 1993), 14 epidemics were selected, eight in Los 
Altos, three in Valleys and three in the South for the 
estimation of regionally representative epidemic 
rates. For this purposes, the Weibull flexible model 
was used, which describes and adjusts epidemic 
curves of diverse form (Mora-Aguilera et al., 1996). 
For the model fit, data of plant severity and number 
of infected plants accumulated proportionally, 
divided by their respective maximum value 
accumulated per region was transformed in order 
to standardize different epidemics. The Weibull 
model, with two parameters was adjusted with 
the NLIN procedure of SAS® v9.4 through the 
equation y = 1 – exp (t/b)c where: y = severity or the 
number of infected plants in proportion, t = time, b 
= rate estimator parameter and c = shape parameter 
of the curve. Additionally, the area under the disease 
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Los Altos, tres en Valles y tres en Sur para la esti-
mación de tasas epidémicas representativas regio-
nalmente. Para este fin se empleó el modelo flexible 
Weibull, el cual describe y ajusta curvas epidémi-
cas de forma diversa (Mora-Aguilera et al., 1996). 
Para el ajuste del modelo se realizó la transforma-
ción de los datos de severidad en planta y número 
de plantas enfermas acumuladas a proporción divi-
dido entre su respectivo valor máximo acumulado 
por cada región con el propósito de estandarizar 
las diferentes epidemias. El modelo Weibull, con 
dos parámetros fue ajustado con el procedimiento 
NLIN de SAS® v9.4 mediante la ecuación y = 1 – 
exp (t/b)c donde: y = severidad o número de plantas 
enfermas en proporción, t = tiempo, b = parámetro 
estimador de tasa y c = parámetro de forma de la 
curva. Adicionalmente, se estimó el Área Bajo la 
Curva de Progreso de Enfermedad (ABCPE) con 
datos de severidad de planta enferma y con el nú-
mero de plantas enfermas. La combinación aditiva 
se empleó como un estimador de índice de daño 
(ID). Para el análisis espacial se seleccionó la epi-
demia con mayor intensidad por cada región para 
analizar el comportamiento de contagio intraparce-
lario. Con las evaluaciones en Yo (Nov-2016) y Ymax 
(pico de incremento absoluto máximo) (Dic-2017) 
se generaron mapas interpolados y se analizaron 
los semivariogramas geostadísticos con el progra-
ma Surfer® v10.6 (Golden software, EUA). Adicio-
nalmente, a través del programa MorLloyd versión 
1.0 desarrollado en MS Excel (Rivas-Valencia y 
Mora-Aguilera 2010. No publicado) se calculó el 
índice de Morisita y Loyd para estimar el patrón 
de dispersión espacial parcelario de la enfermedad 
(Campbell y Madden, 1990). 

Detección de focos con dron. Para analizar la ca-
pacidad de detección temprana de focos asistido 
con vehículos no tripulados, se empleó el drone 
Phantom4 de DJI® con cámara RGB 14mpx. Se 

progress curve (AUDPC) was estimated with data 
on plant severity and the number of infected plants. 
The additive combination was used as a damage 
index estimator (DI). For the spatial analysis, the 
epidemic with the highest intensity was selected per 
region to analyze the spreading behavior amongst 
plots. With the evaluations on Yo (Nov-2016) and 
Ymax (Dec-2017), interpolated maps were generated 
and geostatistical semivariograms were analyzed 
with the Surfer® v10.6 program (Golden software, 
USA). Additionally, through the MorLloyd version 
1.0 program developed in MS Excel (Rivas-
Valencia and Mora-Aguilera 2010. Not published) 
the index of Morisita and Loyd was calculated to 
estimate the plot spatial dispersion pattern of the 
disease (Campbell and Madden, 1990). 

Detection of foci with drone. To analyze the 
capacity of early detection of foci assisted with 
not tripulated vehicle, the DJI® Phantom4 drone 
with RMP 14mpx camera was used. Orchards of 
3-5 years with variable incidence-severity of gray 
spot were chosen. To optimize the time, energy 
resources, digital and analytical storage, needed 
in regional approaches, flights were conducted 
on vertical trajectory from the centroid/orchard 
to capture of images between 10-200 m height. 
Imagens were collected between 8:00 a.m. and 
6:00 p.m. to evaluate the effect of reflected light. 
The analysis of images by the classification method 
of the maximum probability and improvement of 
the resolution was made with ArcMap® v10.1 and 
QGIS® v2.18.2.

Development of forecast models. The generation 
of stochastic forecast models to estimate changes 
in disease intensity was developed in two stages: 
1) Selection of representative epidemics per region 
and 2) Generation of multiple linear regression 
models between five dependent variables Yi with 
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eligieron predios de 3-5 años con incidencia-seve-
ridad variable de mancha gris. Para optimizar tiem-
po, recursos energéticos, almacenamiento digital y 
analíticos, necesarios en enfoques regionales, los 
vuelos se realizaron en trayectoria vertical partien-
do del centroide/predio para captura de imágenes a 
alturas entre 10-200m. Las capturas se realizaron 
entre 8:00 y 18:00h para evaluar efecto de luz refle-
jada. El análisis de imágenes mediante método de 
clasificación por máxima probabilidad y mejora de 
resolución se realizó con ArcMap® v10.1 y QGIS® 
v2.18.2. 

Desarrollo de modelos de pronóstico. La gene-
ración de modelos estocásticos de pronóstico para 
estimar cambios en la intensidad de enfermedad se 
desarrolló en dos etapas: 1) Selección de epidemias 
representativas para cada región, y 2) Generación 
de modelos de regresión lineal múltiple entre cin-
co variables dependientes Yi con respecto a ocho 
variables independientes Xi con desfases (LAG) 
de 2-20 semanas para incluir el efecto del periodo 
de incubación. Los modelos se generaron para dos 
ventanas de inductividad epidémica (VIi) corres-
pondientes a los periodos enero-abril 2017 (VI1) y 
junio-octubre 2017 (VI2), los cuales se definieron 
por exploración gráfica entre horas favorables y Yi. 
La bondad de ajuste de los modelos se evaluó con 
CP-Mallow, factor de inflación de la varianza (VIF 
en inglés) y el coeficiente de regresión ajustado 
R2

Adj (Mora-Aguilera et al., 1993). La generación 
de modelos se realizó en los procedimientos REG 
y GLM del programa estadístico SAS v9.4. 

Selección de variables independientes. Debido 
a las características parasíticas de C. agavicola se 
eligieron variables climáticas para correlacionar 
con variables dependientes. Se usó el promedio, 
máximo y mínimo acumulado semanal de tempera-
tura y humedad relativa. Una infección exitosa del 

respect to eight independent variables Xi with lags 
(LAG) of 2-20 weeks to include the effect of the 
incubation period. Models were generated for two 
epidemic inductivity period (VIi) corresponding 
to january-april 2017 (VI1) y june-octuber 2017 
(VI2), wich was obtained by graphical exploration 
between favorable hours and Yi. The goodness of 
fit of the models was evaluated with CP-Mallow, 
variance inflation factor (VIF) and the adjusted 
regression coefficient R2

adj (Mora-Aguilera et al., 
1993). Model generation was performed with 
the REG and GLM procedures of the statistical 
program SAS v9.4.

Independent variables selection. Due to the 
parasitic characteristics of C. agavicola, climatic 
variables were chosen to correlate with dependent 
variables. The maximum and minimum average 
of temperature and relative humidity accumulated 
weekly were used. Successful infection of the 
fungus requires relative humidity greater than 80% 
and between 15-22ºC for optimal development 
(Ángeles-Espino et al., 2016). Based on this, the 
number of weekly accumulated optimal hours 
for the germination of C. agavicola conidia that 
met the two requirements was calculated. The 
calculation was made with the MS CalculaHF 
program (Santana-Peñaloza et al., 2015). In 
total, eight independent Xi variables were used to 
generate forecast models (Table 2).

Dependent variables selection. The dependent 
variables analyzed were the number of infected 
plants (Y1), the total number of infected plants (Y2), 
plant severity (Y3), plan severity in proportion (Y4), 
and the number of infected plants in proportion (Y5). 
All the variables represented absolute increments 
for each time interval ti-ti-l per plot (Y1, Y3- Y5) or for 
the n-plots of each region (Y2) (Table 2).
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hongo requiere humedad relativa mayor a 80% y 
entre 15-22 °C (Ángeles-Espino et al., 2016). Con 
esta base, se calculó el número acumulado sema-
nalmente de horas favorables que cumplieran los 
dos requerimientos para la germinación de coni-
dios de C. agavicola. El cálculo se realizó con el 
programa MS CalculaHF (Santana-Peñaloza et al., 
2015). En total, ocho variables independientes Xi 

se emplearon para generar modelos de pronóstico 
(Cuadro 2).

Selección de variables dependientes. Las varia-
bles dependientes analizadas incluyeron el núme-
ro de plantas enfermas (Y1), sumatoria del número 
de plantas enfermas (Y2), severidad de planta (Y3), 
severidad de planta en proporción (Y4) y número 
de plantas enfermas en proporción (Y5). Todas las 
variables representaron incrementos absolutos por 
cada intervalo de tiempo ti-ti-1, por parcela (Y1, Y3-
Y5) o por las n-parcelas de cada región (Y2) (Cuadro 
2).
Cuadro 2. Variables dependientes e independientes para generar modelos estocásticos de pronóstico de cambios de intensi-

dad de la enfermedad mancha gris del agave azul en Jalisco, México.
Table 2. Dependent and independent variables to generate stochastic models to forecast disease intensity change of blue-

agave gray spot in Jalisco, Mexico.

Variables Símbolo 

Independientes (Xi)
x

Temperatura promedio semanal Tprom(2-20 semanas)
Temperatura mínima semanal Tmin(2-20 semanas)
Temperatura máxima semanal Tmax(2-20 semanas)
Humedad relativa promedio semanal HRprom(2-20 semanas)
Humedad relativa mínima semanal HRmin(2-20 semanas)
Humedad relativa promedio semanal HRmax(2-20 semanas)
Número de horas favorables con desfase (lag) de n semanas HFav(2-20 semanas)
Número de horas supresivas con desfase (lag) de n semanas HSup(2-20 semanas)

Dependientes en incrementos absolutos (Yi)
y

Número de plantas enfermas Y1
Sumatoria de plantas enfermasz Y2
Severidad en planta enferma (%) Y3
Proporción de severidad en planta Y4
Proporción del número de plantas enfermas Y5

xEl cálculo de variables se realizó por parcela de monitoreo  /  The calculation of variables was done per each monitoring plot.
yIncremento absoluto: Yit -Yit-1  /  Absolut increment: Yit -Yit-1
zLa sumatoria se realizó para las n-parcelas de monitoreo de cada región (Los Altos, Valles y Sur) por cada tiempo-i de evaluación.  
/  The summatory was made for the n-monitoring plots per each region (Los Altos, Valleys and South) for evaluation time-i.

RESULTS

Characterization of the fungus. The cultural, 
morphological and molecular characteristics of 
13 fungal isolates corresponded to C. agavicola. 
The DNA sequences of the isolates were analyzed 
with the Blast® blastn suit program, resulting in 
99% homology with respect to the sequence with 
accession number AY647237 corresponding to 
C. agavicola (Ayala et al., 2005). The sequenced 
samples were registered in GenBank with accession 
numbers MH458575-MH458587.

Regional epidemic inductivity. The map of 
epidemic inductivity at the level of Jalisco 
showed the potential of C. agavicola to induce 
epidemics with spatially heterogeneous intensity. 
The highest potential was estimated for Los Altos 
with moderate to very high levels, highlighting the 
municipalities of Jesus Maria, Atotonilco, Ayotlán, 
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RESULTADOS 

Caracterización del hongo. Las características 
culturales, morfológicas y moleculares de 13 aisla-
dos fungosos correspondieron a C. agavicola. Las 
secuencias de ADN de los aislados se analizaron 
con el programa Blast® blastn suit resultando 99% 
de homología con respecto a la secuencia con nú-
mero de accesión AY647237 correspondiente a C. 
agavicola (Ayala-Escobar et al., 2005). Las mues-
tras secuenciadas fueron registradas en el GenBank 
con números de accesión MH458575- MH458587.

Inductividad epidémica regional. El mapa de in-
ductividad epidémica a nivel del estado de Jalisco 
mostró el potencial de C. agavicola para inducir 
epidemias con intensidad espacialmente heterogé-
nea. El mayor potencial se estimó para Los Altos 
con niveles de moderado a muy alto resaltando mu-
nicipios de Jesús María, Atotonilco, Ayotlán, De-
gollado, San Ignacio, Cerro Gordo, Arandas, Tepa-
titlán y Cuquio (Figura 1). En Valles, el potencial 
se categorizó de bajo a moderado sobresaliendo 
Ahualulco, San Juan y Magdalena. La región Sur 
exhibió condiciones homogéneas de baja inducti-
vidad (Figura 1).  

Caracterización de epidemias. En un total de 12 
evaluaciones mensuales de incidencia y severidad, 
la mancha gris del agave se presentó con baja in-
tensidad en 33 de las 41 parcelas de monitoreo. En 
los ocho restantes la ocurrencia de la enfermedad 
fue nula. En Yo, la incidencia regional promedio en 
Los Altos fue 3.6%, Valles 0.33% y Sur 0.51%. En 
la fase final del estudio epidémico (Yf) se observó 
poca variación con 2.0, 0.9 y 0.1% con incrementos 
absolutos máximos en el periodo de marzo a mayo 
2017 de 4.4, 1.3 y 0.2%, respectivamente. En ge-
neral, la severidad de plantas enfermas estuvo en 
el rango de 2-100%, con severidad promedio entre 

Degollado, San Ignacio, Cerro Gordo, Arandas, 
Tepatitlán and Cuquio (Figure 1). In Valleys, the 
epidemic induction potential was low to moderate, 
highlighting Ahualulco, San Juan and Magdalena. 
The South region showed homogeneous conditions 
of low inductivity (Figure 1).

Characterization of epidemics. In a total of 12 
monthly assessments of plant disease incidence 
severity, the gray spot of the agave was shown with 
low intensity in 33 of the 41 monitoring plots. In 
the remaining eight, the disease occurrence was 
null. In Yo, the average regional incidence in Los 
Altos was 3.6%, Valleys 0.33%, and South 0.51%. 
In the final phase of the epidemic study (Yf) little 
variation on disease incidence was observed 
with 2.0, 0.9 and 0.1% with maximum absolute 
increments in the period from March to May 2017 
of 4.4, 1.3 and 0.2%, respectively. In general, the 
severity of infected plants was within the range 
of 2-100%, with average severity somewhat 
between 0.01-12.8%. The absolute annual, regional 
incidence was in the range of 0-25%. Per plot, the 
greatest absolute increase in the number of infected 
plants from Yo to Ymax was 94 to 125 plants in Los 
Altos, 1 to 6 in Valleys and 14 to 17 in the South. 
Of these plants, the mortality was 9, 1 and 9 in Yf, 
respectively. The absolute severity increased from 
11.3 to 28.1% in Altos, 1.8 to 5.7% in the South and 
0.02 to 0.7% in the Valleys. Amongst epidemics of 
14 plots selected for temporal modeling, the Los 
Altos region had the highest damage index (DI) 
with 74.1-329.9 %num.day-1, followed by the 
South with 108-144.5 and Valleys 0-51.2 (Table 3).

Spatial Analysis. The analysis of spatial patterns 
at the plot level showed a limited increase of 
Yo to Ymax in the number and expansion of foci 
in a period of 5-8 months. The biggest increase 
including foci coalescence was observed in the 
plots located in Los Altos, an extreme condition 
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Figura 1. Mapa de inductividad epidémica de Cercospora agavicola estimado con un indicador multivariado de ocurrencia 
de enfermedad (2012-2015), clima, tipología de suelo y superficie municipal de agave azul (Agave tequilana). Par-
celas de monitoreo epidémico (puntos blancos) en plantaciones de agave comerciales de 3-4 años de edad. Jalisco, 
México. 

Figure 1. Map of epidemic inductivity of Cercospora agavicola estimated with a multivariate index of disease occurrence 
(2012-2015), climate, soil typology and municipal hectares of blue agave (Agave tequilana). Epidemic monitoring 
plots (white dots) in commercial agave plantations 3-4 years old. Jalisco Mexico.

 

0.01-12.8%. La incidencia total absoluta anual re-
gional estuvo en el rango de 0-11%. Por parcela, el 
mayor incremento absoluto del número de plantas 
enfermas de Yo a Ymax fue de 94 a 125 plantas en Los 
Altos, 1 a 6 en Valles y 14 a 17 en Sur. De estas 
plantas, la mortalidad fue de 9, 1 y 9 en Yf, res-
pectivamente. La severidad absoluta incrementó de 
11.3-28.1% en Altos, 1.8-5.7% en Sur y 0.02-0.7% 
en Valles. A partir de epidemias de 14 parcelas se-
leccionadas para modelaje temporal, la región Los 
Altos tuvo el mayor índice de daño (ID) con 74.1-

not observed in other monitoring plots (Figure 
2). In the plot located on the South and in the 
Valleys, the increase was mainly in number and 
intensity of estimated foci with disease severity. 
The foci maintained practically their original size 
in Yo and increased from 5 to 9 and from 0 to 2 
respectively (Figure 2). The Morisita aggregation 
index was within the range of 2.4-10.9, indicating 
moderate to strong aggregation (foci). However, 
the autocorrelation variograms showed a limited 
spatial dependence of 2 and 4 plants for the South 
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329.9 %núm.dia-1 seguido de Sur con 108-144.5 y 
Valles 0-51.2 (Cuadro 3).

Análisis Espacial. El análisis de patrones espacia-
les a nivel parcela demostró un limitado incremen-
to de Yo a Ymax en el número y expansión de focos 
en un periodo de 5-8 meses. El mayor incremento, 
incluyendo coalescencia de focos, se observó en 
una parcela de Los Altos, una condición extrema 
no observada en otros predios estudiados (Figura 
2). En parcelas de Sur y Valles, el incremento fue 
principalmente en número e intensidad de foco es-
timado con la severidad de enfermedad. Los focos 
mantuvieron prácticamente su tamaño original en 
Yo y se incrementaron de 5 a 9 y de 0 a 2, respec-
tivamente (Figura 2). El índice de agregación de 
Morisita estuvo en el rango de 2.4-10.9, indicando 
agregación moderada a fuerte (focos). Sin embar-
go, los variogramas de autocorrelación mostraron 
una dependencia espacial limitada de 2 y 4 plantas 
para Sur y Los Altos, respectivamente. En la región 

Cuadro 3. Parámetros de ajuste del modelo Weibull e Índice de Daño (ID) de curvas de proporción estandarizada de se-
veridad (Y4) de 14 epidemias seleccionadas regionalmente para estimar la tasa de epidémica (1/b) e intensidad 
epidémica (ID) inducida por C. agavicola en Jalisco, México. 2016-2017. 

Table 3. Weibull model fit parameters and Damage Index (DI) of standardized severity proportion (Y4) curves of 14 regionally 
selected epidemics to estimate the epidemic rate (1/b) and epidemic intensity (DI) induced by C. agavicola in Jalisco, 
Mexico. 2016-2017.

Región Parcela Latitud Longitud Modelo 1/b IDX R2 Pr > F

Altos

A1 20.69727   -  102.25716 Y4 =1- EXP (t/112.7)1.24 0.003 329.9 0.98 <.0001
A4 20.85077   -  102.15921 Y4 =1- EXP (t/65149.7)0.74 0.005 168.0 0.71 0.001
A7 20.75053   -  102.48384 Y4 =1- EXP (t/1197.1)0.86 0.003 161.4 0.96 <.0001
A10 20.57965   -  102.89150 Y4 =1- EXP (t/28742.1)0.85 0.004 149.9 0.62 0.004
A13 20.53568   -  102.36955 Y4 =1- EXP (t/1716.4)2.76 0.0008 74.1 0.77 0.0003
A15 20.68421   -  102.50424 Y4 =1- EXP (t/116.3)1.14 0.003 120.0 0.96 <.0001
A17 21.11167   -  102.86754 Y4 =1- EXP (t/3311)1.90 0.003 93.0 0.75 0.0005
A20 20.69541   -  102.32411 Y4 =1- EXP (t/472)1.60 0.003 130.4 0.99 <.0001

Sur
S5 19.66587   -  103.81346 Y4 =1- EXP (t/113353)0.58 0.004 131.1 0.86 <.0001
S7 20.09198   -  103.42234 Y4 =1- EXP (t/25831.5)0.83 0.003 102.8 0.85 <.0001
S9 20.20140   -  103.53209 Y4 =1- EXP (t/3629.6)0.86 0.004 144.5 0.99 <.0001

Valles
V9 20.50290   -  103.98623 Y4 =1- EXP (t/5740.9)5.15 0.0002 0.0 0 -
V10 20.36717   -  103.86355 Y4 =1- EXP (t/6490.9)1.26 0.004 30.6 0.87 <.0001
V11 20.96739   -  104.04096 Y4 =1- EXP (t/28742.1)0.85 0.006 51.2 0.63 0.004

XÍndice de daño=ABCPE del número de plantas enfermas + ABCPE de la severidad de plantas enfermas  /  Damage index = AUDPC 
of the number of diseased plants + AUDPC of the severity of diseased plants.

and Los Altos, respectively. In the Valley region, 
the lowest spatial dependence with a value of 1 was 
observed, indicating a strong contagion restriction. 
Early foci detection of the gray spot was posible 
in vertical flights set to 50-100 m. The detection-
delimitation of foci efficiency was >85%. The most 
accurate damage characterization was the variable 
of incidence with a percentage error of ±7%. 
Accuracy was related to the disease development, 
age, weeds, height and time/flight (Figure 3).

Temporary Analysis. The estimated epidemic 
behavior for the standardized and cumulative plant 
severity ratio (Y4) was the most adequate to forecast 
epidemic rates in the 14 selected epidemics. The 
Weibull model with two parameters had moderate 
goodness of fit in 8/13 epidemics with a range of 
R2 of 0.62-0.87 (p ≤ 0.001). On 4/13 the regression 
coefficient (R2) was within the range of 0.96-0.99 (p 
<0.0001). A plot of the Valley region had only one 
infected plant in the 12-month period, therefore the 
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Figura 2. Patrón espacial en las fases epidémicas Y0 y Ymax en tres parcelas comerciales seleccionadas por el mayor número de 
plantas enfermas en tres regiones agaveras de Jalisco, México. Y0 para Altos y Sur fue octubre 2016; Y0 en Valles 
noviembre 2016. Ymax en Altos y Sur Junio y Julio 2017, respectivamente; Valles septiembre 2017.

Figure 2. Spatial pattern in the epidemic stages Y0 and Ymax in three commercial plots selected by the largest number of 
diseased plants in three agave regions of Jalisco, Mexico. Y0 for Altos and South was October 2016; Y0 in Valleys 
November 2016. Ymax in Altos and South June and July 2017, respectively; Valleys September 2017.
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Valles se observó la menor dependencia espacial 
con valor de uno, indicativo de una fuerte restric-
ción de contagio. La detección de focos tempranos 
de mancha gris fue posible en vuelos verticales a 
alturas 50-100m. La eficiencia detección-delimita-
ción focos fue >85%. La caracterización de daño 
más preciso fue la variable de incidencia con error 
±7%. La precisión estuvo en función al desarrollo 
de enfermedad, edad, maleza, altura y hora/vuelo 
(Figura 3).

Análisis Temporal. El comportamiento epidé-
mico estimado con la proporción de severidad de 
planta estandarizada y acumulada (Y4) fue la más 
adecuada para estimar tasas epidémicas en las 14 
epidemias seleccionadas. El modelo Weibull con 
dos parámetros tuvo una moderada bondad de ajus-
te en 8/13 epidemias con un rango de R2 de 0.62-
0.87 (p≤0.001). En 4/13 el coeficiente de regresión 
(R2) estuvo en el rango de 0.96-0.99 (p < 0.0001). 
Una parcela de Valles tuvo una sola planta enferma 
en el periodo de 12 meses, por lo que no se requi-
rió el ajuste del modelo (Figura 4, Cuadro 3). Las 
tasas epidémicas estimadas (b-1) estuvieron en el 
rango de 0.0008-0.006 unidades semana-1, corres-
pondiendo con epidemias de muy baja intensidad. 
Las tasas epidémicas relativamente superiores se 
observaron en Los Altos seguido de Sur. La forma 
de las curvas epidémicas (c) estuvieron en el rango 
de 0.58-5.15 y representaron un progreso de tipo 
lineal, atípico para un proceso infeccioso multipli-
cativo (Campbell y Madden, 1990).

Modelos de Pronóstico. Se seleccionaron 14 epide-
mias por tipología de forma e intensidad contrastante 
en el tiempo para el desarrollo de modelos regio-
nales de pronóstico. Se generaron y analizaron un 
total de 82 modelos a partir del número de epide-
mias mencionadas y las variables dependientes Yi, 
los cuales resultaron con R2

adj de 0.15-0.60. Aun-
que con baja capacidad de pronóstico, los mejores 

adjustment of the model was not required (Figure 
3, Table 3). The estimated epidemic rates (b-1) were 
within the range of 0.0008-0.006, corresponding 
to very low-intensity epidemics. Relatively 
higher epidemic rates were observed in Los Altos 
followed by the South region. The shape of the 
epidemic curves (c) was within the range of 0.58-
5.15 and represented atypical linear progress for 
a multiplicative infectious process (Campbell and 
Madden, 1990).

Forecast models.14 epidemics were selected 
according to their form typology and time intensity 
contrast for the development of regional forecast 
models. A total of 82 models were generated 
and analyzed based on the number of epidemics 
previously mentioned and dependents variables Yi 
which was R2

adj of 0.15-0.60. Through with a low 
forecast capacity, the best models were obtained 
with Y2, the total sum of infected plants per unit of 
time and per region, and with the variables HFav 
and HRprom, with a LAG of 2 and 12 weeks as 
independent variables. These models obtained R2

adj 
within the range of 0.29-0.60, C(p) of 0.03-8.84, 
VIF of 1.00-5.93 and p <0.003. The best forecast 
models were for VIi (January-April 2017) for Los 
Altos and the South (Table 4, Figure 5).

DISCUSSION

The causal agent of the gray spot of blue agave 
caused by C. agavicola, has a heterogeneous 
regional epidemic potential with a higher risk for 
the region of Los Altos (Figure 1). This insight 
was verified with 12 months worth of thorough 
data obtained from a monitoring network of 41 
plots under commercial production conditions in 
Jalisco. However, all parameters, indicators and 
estimated variables consistently demonstrated the 
low epidemic capacity of C. agavicola. Due to the 
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 Figura 3. A. Imagen RGB capturada las 13 horas a 220 m de altura en vuelo centroide-vertical sobre una hectárea de agave 
azul de 3 años con incidencia de mancha gris en Arandas, Jalisco. B. Imagen procesada en ArcGis para estimación 
del número de plantas e incidencia de plantas enfermas. Censo terrestre: 3600 plantas vs Censo estimado por 
análisis de imagen: 3717. Incidencia censada vs estimada: 40.5 y 38.3%, respectivamente. Notar la discontinuidad 
dentro de surcos (ausencia de color verde o pérdida del bandeado) representando focos simples o coalescentes de 
enfermedad. 

Figure 3. A. RGB image captured at 13 hr at 220 m height in centroid-vertical flight over a hectare of 3-year-old blue agave 
with incidence of gray spot in Arandas, Jalisco. B. Image processed in ArcGis to estimate plants number and 
disease incidence. Scout census: 3600 plants vs estimated census by image analysis: 3717. Census incidence vs 
estimated: 40.5 and 38.3%, respectively. Note the discontinuity within rows (absence of green color or loss of 
banding) representing simple or coalescent disease foci.
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Figura 4. Progreso epidémico en 14 parcelas comerciales de agave en Jalisco, México. Proporción estandarizada acumulada 
de severidad en planta para A) Altos, B) Sur y C) Valles. Proporción estandarizada acumulada del número de 
plantas enfermas para D) Altos, E) Sur y F) Valles.

Figure 4. Epidemic progress in 14 commercial agave plots in Jalisco, Mexico. Cumulative standardized proportion of plant 
severity for A) Los Altos, B) South and C) Valleys. Accumulated standardized proportion of the number of disea-
sed plants for D) Los Altos, E) South and F) Valleys.
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modelos se obtuvieron con Y2, la sumatoria del nú-
mero de plantas enfermas por unidad de tiempo y 
por región, y con las variables HFav y HRprom, 
con un LAG de 2 y 12 semanas como variables in-
dependientes. Estos modelos tuvieron R2

adj en ran-
go de 0.29-0.60, C(p) de 0.03-8.8, VIF de 1-5.9 y 
p<0.003. Los mejores modelos de pronóstico fue-
ron para la VI1

 (enero-abril 2017) para Los Altos y 
Sur (Cuadro 4, Figura 5).

DISCUSIÓN

El agente causal de la mancha gris del agave 
azul, causado por C. agavicola, tiene un potencial 
epidémico regional heterogéneo con mayor riesgo 
para Los Altos (Figura 1). Este resultado se con-

Cuadro 4. Modelos estocásticos seleccionados para el pronóstico en dos ventanas de inductividad, VI1 (enero-abril) y VI2 
(junio-octubre), del incremento absoluto de la sumatoria de plantas enfermas (Y2) de mancha gris del agave azul 
en tres regiones agaveras de Jalisco. 2016-2017.

Table 4. Stochastic models selected to forecast in two inductance windows, VI1 (January-April) and VI2 (June-October), the 
absolute increase of the summatory diseased plants (Y2) of gray spot of blue agave in three agave regions of Jalisco 
2016-2017.

Región Modelos X F C(p)Y VIF R2
adj

Z

Altos /VI1 Y2= 1.31(HFav12) <.0001 8.84 2.04 0.47
Altos / VI1 Y2= 0.8(HFav2) <.0001 0.03 1.00 0.51
Altos / VI1 Y2 = 0.95(HFav12) + 0.25 (HRprom12) <.0001 2.00 2.04 0.50
Altos /VI2 Y2 = 0.0.005(HFav12) + 0.17 (HRprom12) <.0001 2.00 2.54 0.23
Sur / VI1 Y2 = -0.04(HFav12) + 0.25(HRprom12) <.0001 2.00 4.75 0.60
Sur / VI1 Y2 = 0.04(HRprom2) <.0001 6.46 4.00 0.57
Sur / VI2 Y2 = 0.002(HFav12) + 0.02(HRprom12) <.0001 2.00 3.67 0.31
Sur / VI2 Y2 = 0.004(HFav2) <.0001 1.04 1.00 0.32
Valles/ VI1 Y2 = -0.006(HFav12) + 0.01(HRprom12) 0.0003 2.00 3.67 0.32
Valles/ VI1 Y2 = -0.003(HFav2) + 0.008(HRprom2) <.0001 2.00 3.25 0.31
Valles/ VI2 Y2 = -0.001(HFav12) + 0.02(Hprom12) <.0001 2.00 4.15 0.32
Valles/VI2 Y2 = -0.001(HFav2) + 0.014(Hprom2) <.0001 2.00 5.93 0.29

xHRprom2,12=porcentaje de humedad relativa promedio semanal, HFav2,12= horas favorables acumuladas por una semana y desfa-
sadas 2 o 12 semanas a partir de la evaluación de Y2  /  HRprom2,12 = percentage of weekly relative humidity, HFav2,12 = favorable 
hours week accumulated and lag-2 or lag-12 weeks from the evaluation of Y2.
YEstadísticos de bondad de ajuste: Cp-Mallow. VIF=Factor de inflación de la varianza. R2

adj=Coeficiente de regresión ajustado  /  
Statistics of goodness of fit: Cp-Mallow. VIF = Variance inflation factor. R2

adj = Adjusted regression coefficient.

regional approach applied, which allows optimizing 
the epidemiological system and capturing regional 
epidemic variability, these results are inherently 
strong. Thus, very low epidemic rates (0.0008- 
0.006, units weeks-1), strongly restricted contagion 
parameters(1-4 plants), an annual increase of 
diseased plants (0-32 plants) and no captures of 
spores amongst 41 traps show the low parasitic 
aptitude of the fungus (Table 2-3, Figure 2).

Stochastic forecast models are recurrent in 
epidemiology because of the analytical ease 
of including a set of variables in an automatic 
statistical process of selection of variables and 
models (Mora-Aguilera et al., 1993; Chuang y 
Jeger, 1987; Coakley et al., 1985). However, the 
practical application of these models is limited 
by regional level due to the restricted uptake of 
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Figura 5. Curvas epidémicas de la sumatoria del número de plantas enfermas de agave azul con mancha gris en 8, 3 y 3 
parcelas de monitoreo para Los Altos, Sur y Valles, respectivamente (líneas). Número acumulado por semana de 
horas favorables para la infección de C. agavicola obtenidas de marzo 2016 a dic 2017 (barras). A) Ventana de 
inductividad epidémica correspondiente al periodo enero-abril 2017 (VI1). B) Ventana de inductividad epidémica 
correspondiente al periodo jun-oct 2017 (VI2).

Figure 5. Epidemic curves of the sum of the number of diseased blue-agave plants with gray spot in 8, 3 and 3 monitoring 
plots for Los Altos, South and Valleys, respectively (lines). Accumulated number per week of favorable hours 
for C. agavicola infection obtained from March 2016 to December 2017 (bars). A) Epidemic inductivity window 
corresponding to January-April 2017 period (VI1). B) Epidemic inductivity window corresponding to Jun-Oct 
2017 period (VI2).
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firmó con datos exhaustivos de 12 meses obteni-
dos a partir de una red de monitoreo de 41 parcelas 
en condición productiva comercial de Jalisco. Sin 
embargo, todos los parámetros, indicadores y va-
riables estimados demostraron consistentemente la 
baja capacidad epidémica de C. agavicola. Debido 
al enfoque regional aplicado, el cual permite op-
timizar el sistema epidemiológico, para captar la 
variabilidad epidémica regional, estos resultados 
son inherentemente robustos. Así, tasas epidémi-
cas muy bajas (0.0008-0.006 unidades semana-1), 
contagio fuertemente restringido (1-4 plantas), re-
ducido incremento anual de plantas enfermas (0-32 
plantas) y nula captura de esporas en 41 trampas 
muestran la baja aptitud parasítica del hongo (Cua-
dro 2-3, Figura 2). 

Los modelos estocásticos de pronóstico son 
recurrentes en la epidemiología por la facilidad 
analítica de incluir un conjunto de variables en 
un proceso estadístico automática de selección de 
variables y modelos (Mora-Aguilera et al., 1993; 
Chuang y Jeger, 1987; Coakley et al., 1985). Sin 
embargo, la aplicación práctica de estos modelos 
puede ser limitada por la captación restringida de 
la variabilidad implícita en estudios parcelarios 
en contraposición con enfoques regionales (Mora-
aguilera et al., 2015; Carmona et al., 2010). Por 
otra parte, una condición obligada para la viabili-
dad del pronóstico es la ocurrencia de epidemias 
con picos de variable intensidad para garantizar la 
identificación de variables independientes con una 
significativa capacidad descriptiva (Mora-Aguilera 
et al., 1993). En este trabajo, aunque exhaustivo en 
la caracterización de la varianza epidémica regional 
con el estudio de 41 epidemias, la baja intensidad 
de la enfermedad no permitió la generación de mo-
delos con aceptable capacidad predictiva (i.e. R2 
> 0.70). Esta restricción, más que temporal puede 
ser inherente a la limitada aptitud parasítica del 
C. agavícola y al rol de la toxina en la intensidad 

implicit variability in plot studies different with 
regional approaches (Mora-aguilera et al., 2015; 
Carmona et al., 2010). On the other hand, an 
obligatory condition for the viability of the forecast 
is the occurrence of epidemics with peaks of 
variable intensity to guarantee the identification of 
independent variables with a significant exploratory 
capacity (Mora-Aguilera et al., 1993). In this work, 
exhaustive in the characterization of the regional 
epidemic variance with the study of 41 epidemics, 
the low intensity of the disease did not allow the 
development of models with acceptable productive 
capacity (i.e. R2 > 0.70). This restriction, more 
than temporal, may be associated with the limited 
parasitic fitness of C. agavicola and to the role of 
the toxin in damage intensity (Apoga et al., 2002; 
Franco-Navarro y Zavaleta-Mejía, 2001; Daub y 
Ehrenshaft, 2000; Jens et al., 1989; Kurppa, 1985), 
which may be important due to the absence of a 
typical curve of infectious processes with linear 
temporal trends (Figure 4). Consequently, the 
premise of this research to predict the primary 
infectious process successfully, independent of 
the effect of the toxin could be ruled out and in 
future mixed models which include the infectious 
and toxic process would be necessary. More over 
considering the adaptation of agave to dry weather 
and high solar radiation, conditions which are 
possibly optimal for the activation of cercosporin 
(Daub and Ehrenshaft, 2000). The implications of 
fungal toxins and other abiotic factors in atypical 
epidemic processes have been recognized by 
Vanderplank (1984) and others (Apoga et al., 2002; 
Liljeroth, 1994, Kurppa, 1985; Ludwig, 1957). 
However, despite the limited predictive capacity, 
even of the best models generated, corresponding 
to Los Altos region and the South (R2

adj 0.51-0.60), 
some consistent analytical trends were observed: 
1). Identification of two disease induction periods, 
the most important one being on January-April, 
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del daño (Apoga et al., 2002; Franco-Navarro y 
Zavaleta-Mejía, 2001; Daub y Ehrenshaft, 2000; 
Jens et al., 1989; Kurppa, 1985), el cual puede ser 
importante debido a la ausencia de una curva típica 
de procesos infecciosos con tendencias temporales 
lineales (Figura 4). En consecuencia, la premisa de 
esta investigación de pronosticar el proceso infec-
cioso primario con éxito, independiente del efecto 
de la toxina, podría descartarse y en el futuro serían 
necesarios modelos mixtos que incluyan el proceso 
infeccioso y el tóxico. Sobre todo, considerando la 
adaptación del agave a climas secos con alta radia-
ción solar posiblemente óptimos para la activación 
de la cercosporina (Daub y Ehrenshaft, 2000). Las 
implicaciones de toxinas fungosas y otros factores 
abióticos en procesos epidémicos y de patogéne-
sis atípicos han sido reconocidos por Vanderplank 
(1984) y otros (Apoga et al., 2002; Liljeroth, 1994, 
Kurppa, 1985; Ludwig, 1957). Sin embargo, a pe-
sar de la limitada capacidad predictiva, aun de los 
mejores modelos generados, correspondientes a 
Los Altos y Sur (R2

adj 0.51-0.60), se observaron ten-
dencias analíticas consistentes: 1). Identificación de 
dos ventanas de inductividad de enfermedad siendo 
más importante la de enero-abril, posiblemente por 
las condiciones más ideales para el desarrollo de 
la infección primaria con limitado efecto de toxina 
(Ángeles-Espino et al., 2016). 2). Selección de un 
periodo LAG de 2 y 12 semanas que podrían esti-
mar el periodo de incubación y latencia del hongo, 
respectivamente. En Pseudocercospora opuntiae, 
un hongo con similar comportamiento epidémico 
(Hernández-Sánchez et al., 2014), se reporta un pe-
riodo de latencia de 14 semanas (Quezada-Salinas 
et al., 2013). 3). La inclusión de horas favorables 
acumuladas (HFav) respecto a la infección del 
hongo, lo cual sugiere que este indicador puede 
integrarse a SIVEA (www.sivea.org.mx) mediante 
un algoritmo que automatice su cálculo para repre-
sentar un indicador de riesgo o inductividad. Este 

possibly due to the most ideal conditions for the 
development of the primary infection with limited 
toxin effect (Ángeles-Espino et al., 2016). 2). 
Selection of a LAG period of 2 and 12 weeks that 
could estimate the incubation period and latency 
of the fungus, respectively. In Pseudocercospora 
opuntiae, a fungus with similar epidemic behavior 
(Hernández-Sánchez et al., 2014), a latency period 
of 14 weeks is reported (Quezada-Salinas et al., 
2013). 3). The inclusion of cumulative favorable 
hours (HFav) regarding the infection of the fungus 
suggests that this indicator can be integrated into 
SIVEA (www.sivea.org.mx) through an algorithm 
that automates its calculation to represent an 
indicator of risk or inductance. This indicator could 
activate the monitoring of diseased plants at parcel 
and regional level for their early elimination, a 
practice that agave producers already undertake 
on an observational basis. The elimination of 
damaged plants, assisted by HFav with emphasis 
on inductive periods (VIi), can be successful 
considering that the disease has a strong contagion 
restriction, an idea reinforced by the absence of 
spore capture in the impact and deposition devices, 
limited to a maximum of 1-4 plants in initial to 
advanced foci. In this context, the use of drones 
can be a promising strategy for the surveillance of 
early foci at parcel level (Figure 3), for both leading 
producers and companies, as well as for personnel 
from the Campaign against Regulated Pests of the 
Agave (www. sivea.org.mx).

Finally, in spite of the low parasitic fitness and 
epidemic potential of C. agavicola, the estimation 
of the productive impact at commercial level (6 
years) can be significant at regional level under 
the scenario of the epidemic rates found in this 
investigation, 84 % of affected plots after 3 years 
and the absence of sanitary jimas that reduce the 
inoculum load. Thus, at the average price/kilo 2018 
of 24 pesos MXN and pineapples / 50 kg, regional 
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indicador, podría activar el monitoreo de plantas 
enfermas a nivel de predio y región para su tempra-
na eliminación. Una práctica que los productores 
de agave ya realizan sobre la base observacional. 
La eliminación de plantas dañadas, asistida por 
HFav con énfasis en ventanas de inductividad (VIi), 
puede ser exitosa considerando que la enfermedad 
tiene una fuerte restricción de contagio, idea refor-
zada por la ausencia de captura de esporas en los 
dispositivos de impacto y deposición, limitándose a 
un máximo de 1-4 plantas en focos iniciales a avan-
zados. En este contexto el empleo de drones pue-
den ser una estrategia promisoria para la vigilancia 
de focos tempranos a nivel de predio (Figura 3), 
tanto por productores líderes y empresas, como por 
personal de la Campaña contra Plagas Reglamenta-
das del Agave (www.sivea.org.mx).

Finalmente, a pesar de la baja aptitud parasíti-
ca y epidémica del C. agavicola, la estimación en 
el impacto productivo, a jima comercial (6 años), 
puede ser significativo a nivel regional bajo un es-
cenario de las tasas epidémica encontradas en este 
trabajo, 84% de predios afectados a partir de los 3 
años y ausencia de jimas sanitarias que reduzcan 
la carga de inóculo. Así, a precio/kilo promedio 
2018 de 24 pesos MXN y piñas/50 kg, las pérdi-
das regionales pueden ser de 2,058,187,075 MXN 
(98.01 MDD) a 4,985,330 MXN (237 mil USD). A 
nivel de una hectárea, bajo los mismos supuestos, 
las pérdidas pueden oscilar entre 915,448 MXN a 
124,500 MXN, respectivamente. Para una indus-
tria que depende de inventarios productivos pla-
neados a mediano plazo; una creciente exportación 
de tequila, ubicándose en 2018 en cuarto lugar en 
captación de dividas agrícolas; competencia con la 
industria de inulina de agave, y la reconversión de 
predios al cultivo de berries, hace imperativo la efi-
ciencia sanitaria y productiva.   

losses go from 2,058,187,075 MXN (98.01 MDD) 
to 4,985,330 MXN (237 thousand USD). At the 
level of one hectare under the same assumptions, 
the losses can range from 915,448 MXN to 124,500 
MXN, respectively. For an industry that depends 
on medium-term productive inventories; growing 
exports of tequila, ranking in 2018 in fourth place 
on capturing agricultural divisions parasitic fitness 
and epidemic potential; competition with the agave 
insulin industry and the conversion of properties 
to the cultivation of berries make sanitary and 
productive efficiency imperative. 

CONCLUSIONS

This work constitutes the first regional 
epidemiological study in Jalisco of Cercospora 
agavicola, the causal agent of the gray spot in blue 
agave (Agave tequilana). The regional epidemic 
inductivity of C. agavicola was heterogeneous 
with a greater risk for at least nine municipalities of 
Los Altos. However, all parameters, indicators and 
estimated variables consistently demonstrated the 
low epidemic potential of C. agavicola. Therefore 
a limited predictive capacity was found even with 
the best models generated (R2

adj 0.51-0.60). The 
cumulative favorable hours variable (HFav) with 
respect to the infection of the fungus was consistent 
among the best models, which suggests that this 
indicator could be integrated into SIVEA (www.
sivea.org.mx) for preventive and control purposes. 
It is necessary to strengthen the understanding of 
the biology of the fungus with an emphasis on 
pathogenesis, dispersion, inoculum charge, and the 
effect of cercosporin. In spite of the low parasitic 
fitness of C. agavicola, the regional losses can 
range between 98.01 MDD and 237 thousand US 
dollars.
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CONCLUSIONES

Este trabajo constituye el primer estudio epide-
miológico regional en Jalisco de Cercospora aga-
vicola, agente causal de la mancha gris del agave 
azul (Agave tequilana). La inductividad epidémi-
ca regional de C. agavicola fue heterogénea con 
mayor riesgo para al menos nueve municipios de 
Los Altos. Sin embargo, todos los parámetros, in-
dicadores y variables estimadas demostraron con-
sistentemente la baja capacidad epidémica de C. 
agavicola. Por lo anterior, se encontró una limitada 
capacidad predictiva aun con los mejores modelos 
generados (R2

adj 0.51-0.60). La variable horas fa-
vorables acumuladas (HFav) respecto a la infec-
ción del hongo fue consistente entre los mejores 
modelos, lo cual sugiere que este indicador puede 
integrarse a SIVEA (www.sivea.org.mx) con fines 
preventivos y de control. Es necesario fortalecer la 
comprensión de la biología del hongo con énfasis 
en la patogénesis, dispersión, carga de inóculo, y el 
efecto de la cercosporina. A pesar de la baja aptitud 
parasítica de C. agavicola, las pérdidas regionales 
pueden oscilar entre 98.01 MDD y 237 mil dólares 
americanos. 
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Resumen. Los efectores, se han convertido en el 
eje fundamental de las investigaciones relacionadas 
a la interacción de los parásitos y sus hospederos, la 
manera en como regulan a nivel molecular los pro-
cesos de infección, y la forma en cómo estas molé-
culas han evolucionado, parecen ser las cuestiones 
más importantes que se tendrán que abordar en los 
siguientes años. Estas nuevas líneas de investiga-
ción, quedarán supeditadas al enorme progreso que 
tendrán la siguiente generación de tecnologías de 
secuenciación, y con ellas un cambio de paradig-
ma en nuestra visión de los sistemas complejos. 
Sin embargo, aún quedan muchas cuestiones por 
dilucidar acerca de los efectores, por ejemplo, 
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parasite-host interaction

 Un nuevo enfoque molecular en el estudio de la 
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Abstract. Effectors have become the cornerstone 
of all investigations related to the interaction 
of parasites and their hosts, how they regulate 
the processes of infection at a molecular level, 
and how these molecules have evolved seem 
to be the most important issues that will have to 
be addressed in the following years. These new 
lines of research will be subject to the enormous 
progress that the next generation of sequencing 
technologies will have, and with them a paradigm 
shift in our vision of complex systems. However, 
there remain many questions to be elucidated about 
effectors, for example, how these proteins interact 
spatially and temporally in their hosts, possible 
co-operation between effectors, and the existence 
of protein complexes within host cells. This leads 
to the following questions: Do the effectors have 
the capacity for phenotypic expression beyond the 
genes that encode them? And above all, why are 
these proteins so widespread on a huge range of 
evolutionarily distant pathogens?

Key words: coevolution, virulence, parasitism. 
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la manera en como estas proteínas interactúan de 
forma espacial y temporal en sus anfitriones, la 
posible cooperación entre los efectores, y la exis-
tencia de complejos proteicos dentro de las células 
huésped. De ello surgen las siguientes preguntas: 
¿Los efectores tienen la capacidad de expresión fe-
notípica más allá de los genes que los codifican?, y 
sobre todo ¿Por qué estas proteínas se encuentran 
tan extendidas sobre una enorme gama de patóge-
nos evolutivamente distantes? 

Palabras clave: coevolución, virulencia, parasitis-
mo  

Los parásitos interaccionan con sus huéspedes 
por medio de proteínas especiales, las cuales tie-
nen efectos tanto en las células donde inciden como 
en los fenotipos de sus huéspedes. Los estudios de 
la interacción entre estas proteínas y el proceso de 
patogénesis se encuentran en rápido crecimiento 
dentro de la fitopatología en general, esto nos obli-
ga a mantener actualizado el conocimiento de este 
enfoque emergente.

Relación parásito- hospedero. Cuando hablamos 
de la relación hospedero-parásito estamos tratan-
do un tipo de asociación de dos protagonistas que 
desempeñan funciones activas y fundamentales. 
Sabemos que el parásito depende metabólica y 
evolutivamente del hospedero; entre ellos se esta-
blece contacto biológico e intercambio molecular, 
donde se crea una relación mutua entre la defensa 
del hospedero y el ataque del parásito. Entre esta 
lucha armamentista, un éxito de los parásitos es la 
modulación que producen sus “efectores” sobre las 
defensas del hospedero; mediante el que, de forma 
potencial, ocasiona acciones patógenas o modifica-
ciones del equilibrio homeostático del hospedero y 
de la respuesta adaptativa de su sistema inmune. 

Parasites interact with their hosts through 
special proteins that have effects both on the cells 
they invade and on the host’s phenotype. Studies 
of the interaction between these proteins and the 
pathogenetic process are rapidly increasing within 
phytopathology in general and, therefore, we must 
keep our knowledge of this emerging approach up 
to date.

Parasite-host relationship. When referring to 
a host-parasite relationship, we mean a type of 
association between two players that perform 
active and essential roles. We know that a parasite 
depends metabolically and evolutionarily on its 
host, because they establish biological contact and 
molecular exchange to create a mutual relationship 
between the host’s defense and the parasite’s 
attack. In this arms race, parasites succeed because 
of the modulation produced by their “effectors” on 
the host’s defenses, potentially causing pathogenic 
actions or changes to the host’s homeostatic balance 
and adaptive response of its immune system.

Plant parasites and pathogens reprogram the 
host’s development and morphology (Le Fevre 
et al., 2015), and in this way the effector proteins 
of certain bacteria, such as phytoplasmas, modify 
the ecosystem architecture (Tomkins et al., 2018). 
Phytoplasmas cause phyllody in the host plants, 
supposedly to attract the insect vectors on which 
these bacteria’s transmission depends. Phytoplasma 
effectors in insects such as SAP54 improve their 
capacity to infect plants, and pathogens have a 
competitive advantage because their life cycle is 
extended (Sugio et al., 2011). Certain effectors, 
identified as PexRD54 for the first time in 
Phytophthora infestans, cause cell death in plant 
tissue of Nicotiana benthamiana (Białas et al., 
2017) when the effectors are overexpressed as 
mature proteins. These are only some examples 
of the multiple studies that have revealed the 
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Los parásitos y patógenos de las plantas reprogra-
man el desarrollo y morfología del hospedero (Le 
Fevre et al., 2015), y con esto las proteínas efecto-
ras de ciertas bacterias como los fitoplasmas modi-
fican la arquitectura del ecosistema (Tomkins et al., 
2018). Los fitoplasmas inducen filodia en sus plan-
tas hospederas, presumiblemente para atraer insec-
tos vectores de los que dependen estas bacterias 
para su transmisión. Los efectores de fitoplasmas 
en insectos como (SAP54), mejoran la aptitud de 
éstos para que tengan mayor capacidad de infectar 
plantas, teniendo los patógenos una ventaja com-
petitiva al extender su tiempo de vida (Sugio et al., 
2011). Ciertos efectores identificados por primera 
vez en Phytophthora infestans como PexRD54, ac-
tivan la muerte celular del tejido vegetal de Nico-
tiana benthamiana (Białas et al., 2017) cuando se 
sobreexpresan como proteínas maduras. Estos son 
solo algunos ejemplos de múltiples estudios que 
han podido revelar el funcionamiento molecular de 
los efectores como moduladores del metabolismo 
y de la expresión génica del hospedero. Otro siste-
ma molecular que se ha vuelto un objetivo común 
de los parásitos, es el sistema de ubiquitinación, un 
sistema de regulación génica postraduccional, que 
en este caso es utilizado por éstos para degradar la 
inmunidad del hospedero, y así alterar la fisiología 
celular en beneficio del parásito invasor. La ubiqui-
tina es una proteína pequeña que se une covalente-
mente a los residuos de lisina de otra proteína con 
la cual queda esta “marcada” para ser degradada 
por vía del proteosoma 26S. Ciertos patógenos han 
evolucionado para identificar y explotar las debili-
dades en este sistema, proporcionando una mayor 
capacidad patogénica al afectar las vías de ubiqui-
tina en las plantas (Banfield, 2015).

La resistencia de los hospederos a las enferme-
dades dependerá de la interacción específica de los 
genes de resistencia (R) con los correspondientes 
genes de avirulencia (Avr). Se ha sugerido que los 

molecular function of effectors as modulators 
of the host’s metabolism and gene expression. 
Another molecular system that has become a 
common target of parasites is the ubiquitination 
system, a post-translational gene regulation system 
which, in this case, is used by parasites to degrade 
the host’s immunity and alter its cell physiology, 
which benefits the invading parasite. Ubiquitin is 
a small protein that covalently binds to the lysine 
residues of other proteins, thereby “marking” them 
for degradation via the 26S proteasome. Certain 
pathogens have evolved to identify and exploit 
the weaknesses of this system and this has led to 
a greater pathogenic capacity to affect ubiquitin 
pathways in plants (Banfield, 2015).

Host resistance to diseases depends on the 
specific interaction between the resistance genes 
(R) and the corresponding avirulence genes 
(Avr). It has been suggested that the R genes 
encode for receptors that interact with ligands 
for the corresponding avirulence genes (De 
la Concepcion et al., 2018). Some host genes 
encode for effector protein recognition, such 
as the Solanum pimpinellifolium and Nicotiana 
paniculata MEcp2 gene that identifies the Ecp2 
effector of parasitic fungi of the Capnodilaes class 
(Cladosporium fulvum) (Dagdas et al., 2016). It 
also seems that the phyllody (leaf-shaped flowers) 
produced by effector proteins (effector SAP54) 
on phytoplasmas is genetically related to a strong 
preference for insect-egg laying on plants infected 
by these bacteria. These facts lead us to believe 
that the changes in morphology are adaptive and 
that the parasite and host genomes will be jointly 
selected by evolution (Amselem et al., 2015). 
Other avirulence genes (such as AvrK1 and Avra10) 
encode for effector proteins in the fungus Blumeria 
graminis f.sp. hordei (Bgh), which increase their 
pathogenicity in barley plants (Di et al., 2017). 
Studies of rust fungi that affect many economically 
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genes R codifican para receptores que interactúan 
con ligandos para los correspondientes genes de 
avirulencia (De la Concepcion et al., 2018). Algu-
nos genes en los hospederos codifican para el re-
conocimiento de proteínas efectoras como el gen 
MEcp2 de Solanum pimpinellifolium y Nicotiana 
paniculata que identifica al efector Ecp2 de hon-
gos parásitos de la clase Capnodilaes (Cladospo-
rium fulvum) (Dagdas et al., 2016). También parece 
que la filodia (flor en forma de hoja) producida por 
proteínas efectoras (efector SAP54) en fitoplasmas, 
esta genéticamente relacionada con una mayor pre-
ferencia de puesta de huevos de insectos en las 
plantas infectadas por estas bacterias. Estos hechos 
nos hace suponer que los cambios en la morfolo-
gía son adaptativos, así  los genomas de parásitos y 
hospederos serán seleccionados en conjunto por la 
evolución (Amselem et al., 2015). Otros genes de 
avirulencia como AvrK1 y Avra10 codifican proteí-
nas efectoras en el hongo Blumeria graminis f.sp. 
hordei (Bgh) que aumentan su patogenicidad en 
plantas de cebada (Di et al., 2017). Estudios en los 
hongos de la roya que afectan muchas plantas de 
importancia económica como el café y la soja, han 
servido como excelentes modelos para comprender 
los mecanismos que sustentan la patogénesis, como 
en el caso del agente patógeno de la roya Melamp-
sora lini, cuyos estudios demuestran como las se-
cuencias que codifican los efectores, están conser-
vados en todos los genomas de estas especies para 
promover la infección (Nemri et al., 2014), lo que 
nos habla del papel tan importante de los efectores 
en la interacción parasito-hospedero.  
 
El fenotipo extendido. El concepto de fenotipo ex-
tendido (genes cuyos efectos llegan más allá de las 
células en las que residen) presentado por Richard 
Dawkins en su libro clásico “El fenotipo extendi-
do” (Dawkins, 2016) resume perfectamente la vi-
sión de que los efectores actúan fuera de los pará-
sitos. Los efectores son los productos de los genes 

important plants such as coffee and soybean have 
served as excellent models for understanding the 
mechanisms that support pathogenesis, such as 
Melampsora lini, a rust pathogen, whose studies 
have shown how the sequences that encode for 
effectors are conserved in the genome of all these 
species and promote infection (Nemri et al., 2014), 
a fact that highlights the important role effectors 
play in the parasite-host interaction.
 
The extended phenotype. The concept of the 
extended phenotype (genes whose effects go 
beyond the cells in which they reside), introduced 
by Richard Dawkins in his classic book The 
Extended Phenotype (Dawkins, 2016), perfectly 
summarizes the idea that effectors act outside of 
parasites. Effectors are produced by genes residing 
in the pathogen’s genome, but they actually act in 
the interface with the host plant, or even inside 
the plant cells, providing an example of Dawkin’s 
extended genotype (Kamoun, 2007). Parasites 
can infect their hosts and cause severe changes 
in their appearance and performance, which are 
usually interpreted as being extended phenotypes 
that promote the parasite’s survival and ability (Le 
Fevre et al., 2015). 

Some phytoplasmas that infect plants, such as 
Candidatus Phytoplasma trifolii, produce phyllody, 
supposedly to attract the insect vectors on which 
these bacteria depend for transmission (MacLean 
et al., 2014). However, the question remains as to 
whether plant morphological phenotypes, such as 
phyllody, directly benefit the vectors or whether 
they are secondary products of phytoparasitic 
infections (Hughes et al., 2012) (Figure 1).

MacLean et al. (2014) found that the SAP54 
effector of phytoplasma induces phyllody in host 
cells, creating ecological niches to promote the 
vector’s colonization, and that these modifications 
in the host can be considered as being an extended 
phenotype caused by these proteins.
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que residen en los genomas de patógenos, pero que 
en realidad funcionan en la interfaz con la planta 
huésped o incluso dentro de las células vegetales, 
proporcionando un ejemplo del fenotipo extendido 
de Dawkins (Kamoun, 2007). Los parásitos pueden 
infectar a sus hospederos y desencadenar cambios 
severos en su apariencia y en el comportamiento 
que normalmente se interpretan como fenotipos ex-
tendidos para promover la supervivencia y la apti-
tud del parásito (Le Fevre et al., 2015). 

Algunos fitoplasmas como Candidatus Phyto-
plasma trifolii que infectan plantas, inducen filo-
dia,  presumiblemente para atraer insectos vectores 
de los que dependen estas bacterias para su trans-
misión (MacLean et al., 2014). Sin embargo, sigue 
siendo discutible si los fenotipos  morfológicos de 
los vegetales como la filodia, son directamente be-
neficiosos para los vectores, o son productos secun-
darios de la infección por fitoparásitos (Hughes et 
al., 2012) (Figura 1). 

Incidence in the host cell. Many pathogen effectors 
are extraordinary examples of biological innovation 
and include some of the most important proteins 
known to function within plant cells, as shown 
in the diagram (Figure 2). Some of these effector 
proteins can even be specifically directed towards 
defense mechanisms that provide immunity against 
pathogen virulence genes, such as the Fusarium 
oxysporum Avr2 effector (Mccann, 2016). Plant 
bacteria, fungi, oomycetes and nematodes have 
developed the ability to manage effector proteins 
within host cells using different mechanisms 
(Hogenhout et al., 2009).

Biotrophic fungi and oomycetes have developed 
haustoria to manage effector proteins within the 
host cell (Whisson et al., 2007). Phytoparasitic 
nematodes use a specialized feeding organ known 
as a stylet to inject their effector proteins into a 
parasitized vascular cell (Davis et al., 2008).

Figura 1. Estructuras florales sanas de Catharanthus roseus (A), con filodia y virescencia causada por Candidatus Phytoplas-
ma trifolii (B).

Figure 1. (A) Healthy structures of Catharanthus roseus flowers, and (B) with phyllody and virescence caused by Candida-
tus Phytoplasma trifolii.
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MacLean et al. (2014) encontraron que el efec-
tor SAP54 de fitoplasma, induce filodia en las célu-
las huéspedes creando nichos ecológicos para pro-
mover la colonización por el vector, entendiendo 
estas modificaciones en el huésped como un fenoti-
po extendido producido por estas proteínas.    

Incidencia en la célula huésped. Muchos efecto-
res de patógenos son ejemplos extraordinarios de 
innovación biológica e incluyen algunas de las pro-
teínas más notables conocidas que funcionan den-
tro de las células vegetales, tal como se muestra en 
el diagrama (Figura 2). Algunas de estas proteínas 
efectoras pueden incluso dirigirse de forma espe-
cífica a mecanismos de defensa conservados para 
la inmunidad contra genes de virulencia de patóge-
nos, como el efector Avr2 de Fusarium oxysporum 
(Mccann, 2016).  Las bacterias, hongos, oomicetos, 
y nematodos patógenos de las plantas han desarro-
llado la capacidad de administrar proteínas efecto-
ras dentro de las células huésped a través de una di-
versidad de mecanismos (Hogenhout et al., 2009).  

Los hongos biotróficos y los oomicetos han 
desarrollado haustorios para administrar proteínas 
efectoras dentro de la célula huésped (Whisson et 
al., 2007). En el caso de los nematodos fitoparási-
tos utilizan un órgano especializado de alimenta-
ción conocido como el estilete, para inyectar sus 
proteínas efectoras dentro de una célula vascular 
parasitada (Davis et al., 2008).

Algunas proteínas fúngicas, en particular la 
toxina selectiva ToxA del hospedero de Pyrenopho-
ra tritici-repentis, no requiere del patógeno para 
traslocarse dentro de las células vegetales (Sarma 
et al., 2005). ToxA viaja dentro de las células hués-
ped presumiblemente mediante la designación de 
un receptor de superficie vegetal que se une a un 
motivo proteínico conformado por los aminoácidos 
Arginina-Glicina-Aspartato. Otros efectores pueden 
suprimir la capacidad de autofagia selectiva en el 

Some fungi proteins, particularly the selective 
toxin ToxA from the Pyrenophora tritici-repentis 
host, do not need the pathogen to move within plant 
cells (Sarma et al., 2005). ToxA moves within the 
host cells supposedly by designating a plant area 
receptor that binds to a protein motif formed by 
arginine-glycine-aspartate amino acids. Other 
effectors can suppress the host’s selective autophagy 
–plants use autophagy to protect themselves against 
pathogens– but how parasites are involved in these 
cell processes is still not known (Dagdas et al., 
2016). One example of autophagy suppression is 
the PexRD54 effector produced by Phytophthora 
infestans, the causal agent of potato late blight 
(Washington et al., 2016).

Other effectors act in the apoplast. Some 
effectors act in the extracellular space of the plant-
microbe interface, where they interfere with the 
plant’s apoplastic defenses and facilitate infection 
(Misas-Villamil and Van der Hoorn, 2008). These 
examples include the protein effectors secreted 
by Cladosporium fulvum (Cooke), which is an 
extracellular parasitic fungus found on tomato 
leaves that only grows in the apoplast and does not 
form haustorial structures (Thomma et al., 2005). 
All the known Cladosporium fulvum effectors 
(Avr2, Avr9, Avr4 and ECP2) are proteins rich 
in cysteine amino acid, which are believed to 
act exclusively in the apoplast (Thomma et al., 
2005). Oomycetes such as Phytophthora infestans 
secrete apoplastic effectors as well as displacement 
effectors (cytoplasmic) in their hosts (Damasceno 
et al., 2008).

A common activity attributed to many 
Cladosporium fulvum apoplastic effects, as well 
as to other fungal pathogens and oomycetes, is 
the ability to protect themselves against plant 
hydrolytic enzymes such as proteases, glucanases 
and chitinases (Misas-Villamil and Van der 
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hospedero, las plantas usan la autofagia para prote-
gerse contra los patógenos, no obstante aún se des-
conoce cómo los parásitos interfieren en estos pro-
cesos celulares (Dagdas et al., 2016). Un ejemplo 
de supresión de autofagia es el efector PexRD54 
producido por Phytophthora infestans que produce 
la enfermedad de “Tizón tardío de la papa” (Was-
hington et al., 2016). 

Hoorn, 2008), which are the host plant’s defense 
mechanisms against exogenous agents such as 
parasites. 

The C. fulvum Avr2 effector counteracts defense 
mechanisms because it is a cysteine-protease 
inhibitor directed at the Rcr3 and PIP1 tomato 
apoplastic enzymes, cysteines and proteases 
(van Esse et al., 2008). Phytophthora infestans 

Figura 2. Vías de los efectores secretados por patógenos en el interior de células vegetales de la planta hospedera. Los pa-
tógenos pueden inyectar sus efectores a través del Sistema de Secreción tipo III hacia el citoplasma de la célula 
vegetal. Según el tipo de efector, este puede bloquear la activación del sistema inmune de la célula vegetal, el cual 
es mediado por los receptores de patrones moleculares asociados a patógenos. Otro tipo de efectores pueden alte-
rar cloroplastos, mitocondrias o al citoesqueleto de la célula hospedera en favor de la colonización del patógeno. 
Asimismo, los efectores pueden modificar la expresión genómica para la producción de proteínas que beneficien 
la patogenicidad.

Figure 2. Pathways of effectors secreted by pathogens inside the cells of the host plant. Pathogens can inject their effectors 
into the plant cell cytoplasm through the type III secretion system. Depending on the type of effector, they can 
block the immune system of the plant cell, which is mediated by the receivers of molecular patterns associated 
with pathogens. Other types of effectors can alter the chloroplasts, mitochondria and cytoskeleton of the host cell 
to facilitate pathogen colonization. Effectors are also able to modify genomic expression to produce proteins that 
benefit pathogenicity.
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Otros efectores actúan en el apoplasto. Algu-
nos efectores actúan en el espacio extracelular en 
la interface planta-microbio, donde interfieren con 
las defensas apoplásticas de la planta para infec-
tarla (Misas-Villamil y Van der Hoorn, 2008). Los 
ejemplos incluyen los efectores proteicos secreta-
dos por Cladosporium fulvum (Cooke); este hon-
go es un parasito extracelular de hojas de tomate 
que crece exclusivamente en el apoplasto y no for-
ma estructuras haustorias  (Thomma et al., 2005). 
Todos los efectores conocidos de Cladosporium. 
fulvum, tales como Avr2, Avr9, Avr4 y ECP2, son 
proteínas ricas en el aminoácido cisteína, que se 
cree que funcionan exclusivamente en el apoplasto 
(Thomma et al., 2005). Los oomicetos, tales como 
Phytophthora infestans segregan efectores apo-
plásticos además de efectores de desplazamiento 
(citoplásmicos) en sus hospedadores (Damasceno 
et al., 2008).  

Una actividad común atribuida a muchos efec-
tores apoplásticos de Cladosporium  fulvum y otros 
patógenos fúngicos y de oomicetos es su capacidad 
para protegerse contra enzimas hidrolíticas de plan-
tas, tales como proteasas, glucanasas y quitinasas 
(Misas-Villamil y Van der Hoorn, 2008), las cuales 
son mecanismos de defensa de la planta hospedera 
contra agentes exógenos tales como los parásitos. 

El efector Avr2 de C. fulvum contrarresta los 
mecanismos de defensa, ya que es un inhibidor de 
cisteína-proteasa dirigido a las enzimas cisteínas 
proteasas apoplásicas Rcr3 y PIP1 de tomate (van 
Esse et al., 2008). Phytophthora  infestans también 
secreta inhibidores de cisteína proteasa, tales como 
EPIC2B, que inhibe a la enzima PIP1 y otras pro-
teasas apoplásicas de tomate (Tian et al., 2007). 
Además, produce los efectores EPI1 y EPI10, que 
son inhibidores de la enzima serina-proteasa que 
se une e inhibe la proteína P69B relacionada con 
la patogénesis de Phytophthora infestans. Esta se-
rina-proteasa es similar a la subtilisina del tomate 
que se cree funciona en mecanismos de defensa 

also secretes protease-cysteine inhibitors, such 
as EPIC2B, which inhibits the PIP1 enzyme and 
other tomato apoplastic proteases (Tian et al., 
2007). It also produces EPI1 and EPI10 effectors, 
which are serine-protease enzyme inhibitors 
that bind to and inhibit the P69B protein that is 
related to Phytophthora infestans pathogenesis. 
This serine-protease is similar to tomato subtilisin 
which is believed to act in defense mechanisms 
against pathogens (Tian et al., 2005). The genus 
Phytophthora spp. is also known to secrete 
glucanase inhibitors that inhibit the host’s apoplastic 
enzyme endo-β- 1,3 glucanase (Damasceno et al., 
2008).

Multiple targets in the cells of the host. Van der 
Hoorn and Kamoun defined operational targets as 
those host targets which, when manipulated by 
effectors, result in an altered defense or susceptible 
state. Therefore, it is important to distinguish 
operational targets from other types of host targets. 
These principles led to the idea that some decoy 
proteins of the host are not operational targets but 
that when disrupted by the effectors, they result in 
the host being recognized by the effector’s similar 
R proteins (van der Hoorn and Kamoun, 2008). 
The Pseudomonas syringae (Hall) AvrRpt2 protein 
is an effector of the T3SS type, which is a system 
that forms multiproteic complexes that prevent 
the presence of the effector in the extracellular 
medium; as a result, substrates are secreted by the 
plant cytoplasm into the extracellular medium with 
proteolytic activity against at least five Arabidopsis 
proteins, including the negative defense regulator 
RIN4 (Chisholm et al., 2006). AvrPto, another 
Pseudomonas syringae T3SS effector, is a kinase 
inhibitor that disables tomato Pto kinase (Xing 
et al., 2007). Other examples of multiple targets 
include Avr2 and EPIC2B protease inhibitors, 
which inhibit several tomato apoplastic proteases 
(van Esse et al., 2008).
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contra patógenos (Tian et al., 2005). El género 
Phytophthora spp es también conocido por secre-
tar inhibidores de glucanasa que inhiben la enzima 
apoplásica del hospedero  endo-β- 1,3 glucanasa 
(Damasceno et al., 2008). 

Objetivos múltiples en las células del hospedero. 
Van der Hoorn y Kamoun definieron los objetivos 
operativos como aquellos objetivos del hospedero 
que, cuando son manipulados por los efectores, re-
sultan en un estado alterado de defensa o suscep-
tibilidad. Por lo tanto, es importante distinguir los 
objetivos operativos de otros tipos de objetivos del 
hospedero. Estos principios condujeron al concepto 
de que algunas proteínas señuelo del hospedero, no 
son objetivos operativos, pero que, cuando son per-
turbadas por los efectores, desencadenan el recono-
cimiento del hospedero por las proteínas R afines 
del efector (van der Hoorn y Kamoun, 2008). La 
proteína AvrRpt2 de Pseudomonas syringae (Hall) 
es un efector del tipo T3SS, el cual es un sistema 
que forma complejos multiproteicos que evitan la 
presencia del efector en el medio extracelular, por 
lo que los sustratos son secretados desde el cito-
plasma vegetal hasta el medio extracelular, con ac-
tividad proteolítica contra al menos cinco proteínas 
de Arabidopsis, incluyendo el regulador de defen-
sa negativo RIN4 (Chisholm et al., 2006). AvrPto, 
otro efector de T3SS de Pseudomonas syringae, es 
un inhibidor de quinasa que inhabilita la quinasa 
Pto de tomate (Xing et al., 2007). Otros ejemplos 
de objetivos múltiples incluyen los inhibidores de 
proteasa Avr2 y EPIC2B, los cuales inhiben varias 
proteasas apoplásicas de tomate (van Esse et al., 
2008). 

Cada interacción de un efector y una proteína 
del hospedero pueden ser benéficas para el patóge-
no, tener consecuencias negativas o tener efectos 
neutrales en la interacción entre el patógeno y la 
planta (Cuadro 1). 

Each interaction between an effector and a host 
protein can benefit the pathogen and have negative 
consequences or neutral effects on the pathogen-
plant interaction (Table 1).

Molecular mimicry. Effectors produce analogous 
and imitators of plant hormones (Hogenhout 
et al., 2009). An example of this is coronatine, 
a toxin secreted by several repetitive genes of 
the Pseudomonas syringae genome, which is a 
structural and functional imitator of the jasmonoil-
isoleucine (JA-ile) vegetal hormone (Bender et 
al., 1999). Coronatine has effects that improve 
plant bacterial colonization. Its effects include 
phytohormone saturation, which stops inducing the 
salicylic acid-mediated resistance response, and 
causes the plants’ stomata to open more, which in 
turn increases host infection. Other classic cases 
of hormone mimicry in plant pathogens include 
auxins and cytokinesins produced by different 
bacteria, such as Agrobacterium (Costacurta and 
Vanderleyden, 1995). There are also modified 
cytokinins produced by Rhodococcus fascians 
(Tilford) and Streptomyces turgidiscabies 
(Miyajima) fas operons (Hogenhout and Loria, 
2008), and altered gibberellins produced by 
several fungi (Kawaide, 2006), such as Gibberella 
fujikuroi, a pathogen that affects rice seedlings 
(Tudzynski, 1999).

Besides hormone mimicry, effectors also include 
several surprising examples of molecular mimicry. 
The C-terminal region of the AvrPtoB effector of 
Pseudomonas syringae was found to be a structural 
and functional imitator of E3 ubiquitin-ligases in 
eukaryotes (Janjusevic et al., 2006). Degradation 
mediated by AvrPtoB of Fen kinase of the target 
host depends on the activity of the E3 ubiquitin 
ligase of AvrPto (Rosebrock et al., 2007).

Another example of molecular mimicry is the 
Xanthomonas vesicatoria Type III AvrBs3 effector 
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Cuadro 1. Proteínas efectoras que se reportan en estudios de interacción entre patógenos y plantas hospederas.
Table 1. Effector proteins reported in previous studies of pathogen-host plant interaction.

Organismo Efector 
(proteína) Función en el hospedero (Objetivos operativos) Referencia

Cladosporium fulvum (hongo) Ecp2  Reconocimiento de secuencias especificas (Dagdas et al., 2016)
Candidatus Phytoplasma trifolii
(Bacteria) SAP54 Cambios en la morfología de la planta, inducen 

fenotipos adaptativos para los vectores (filodia). (Amselem et al., 2015)

Blumeria graminis f.sp (hongo) AvrK1 y Avra10 Codifican proteínas que aumentan su 
patogenicidad en plantas de cebada. (Di et al., 2017)

Fusarium oxysporum Avr2
Interfieren de forma específica a mecanismos de 
defensa conservado para la inmunidad contra 
genes de virulencia de patógenos.

(Mccann, 2016)

Phytophthora infestans PexRD54
Suprime la capacidad de autofagia selectiva en 
el huésped, las plantas usan la autofagia para 
protegerse contra los patógenos.

(Washington et al., 2016)

Cladosporium fulvum (hongo) Avr2, Avr9, 
Avr4 y ECP2

Actúan en el espacio extracelular en la interface 
planta-microbio, donde interfieren con las defensas 
apoplásticas de la planta para infectarla.

(Thomma et al., 2005)

Pseudomonas syringae AvrRpt2
Actividad proteolítica contra al menos cinco 
proteínas de Arabidopsis, incluyendo el regulador 
de defensa negativo RIN4.

(Chisholm et al., 2006)

Xanthomonas vesicatoria AvrBs3 Actúa como un activador transcripcional, 
uniéndose a una secuencia promotora. (Römer et al., 2007)

Pseudomonas syringae HopAF1

Suprime la inmunidad de la planta, este efector se 
encuentra en los genomas de muchas bacterias de 
este tipo y posiblemente esté relacionado con la 
proteína deamidasa.

(Hughes y Banfield, 
2014)

Orden Tylenchida (nematodos) Reprograman el desarrollo y la inmunidad en la 
planta. (Lilley et al., 2018)

Phytophthora sojae Avr1b  Suprime la muerte celular programada. (Dou et al., 2008)

Xanthomonas vesicatoria AvrBs3
Hipertrofia celular. Se cree que estas lesiones 
cancerosas facilitan la liberación bacteriana del 
tejido infectado y aumentan su diseminación.

(Kay et al., 2007)

Mimetismo molecular. Los efectores producen 
análogos e imitadores de hormonas vegetales (Ho-
genhout et al., 2009). Un ejemplo es la coronatina, 
una toxina secretada por varios genes repetitivos 
del genoma de Pseudomonas syringae,  esta toxina 
es un imitador estructural y funcional de la hormo-
na vegetal jasmonoil-isoleucina (JA-ile) (Bender et 
al., 1999). La coronatina tiene efectos que mejoran 
la colonización bacteriana de las plantas. Estos in-
cluyen la saturación de fitohormonas, conduce al 
cese de la inducción en la respuesta de resistencia 
mediada por ácido salicílico, lo que provoca el au-

which travels to the cell nucleus, where it acts as a 
transcriptional activator and binds to a conserved 
sequence promoter of the Xanthomonas vesicatoria 
genome, called upa box (Römer et al., 2007). 
Given that this box is also conserved in different 
genes of the pepper genome (Piper nigrum), it is 
believed that AvrBs3 imitates one of the host’s 
transcription factors (not yet discovered), which 
also points to this promotor sequence. Results of 
several studies have revealed that phytoparasitic 
nematodes secrete a series of proteins that imitate 
plant effectors, which allows the expression of 
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mento de la apertura de los estomas de las plantas, 
lo que provoca un incremento de la infección del 
hospedero. Otros casos clásicos de mimetismo de 
fitohormonas en patógenos de plantas, incluyen 
auxinas y citoquinesinas producidas por diversas 
bacterias, incluyendo a Agrobacterium (Costacurta 
y Vanderleyden, 1995). Igualmente existen citoqui-
ninas modificadas producidas por los operones fas 
de Rhodococcus fascians (Tilford) y Streptomyces 
turgidiscabies (Miyajima) (Hogenhout y Loria, 
2008), y giberelinas alteradas producidas por va-
rios hongos (Kawaide, 2006) tales como Gibbere-
lla fujikuroi, patógeno de plántulas del arroz (Tu-
dzynski, 1999).                           

Además del mimetismo hormonal, los efectores 
representan también varios ejemplos sorprendentes 
de mimetismo molecular. La región C-terminal del 
efector AvrPtoB de Pseudomonas syringae, resul-
tó ser un imitador estructural y funcional de ubi-
quitina-ligasas E3 en eucariotas (Janjusevic et al., 
2006). La degradación mediada por AvrPtoB de la 
quinasa Fen del hospedero objetivo depende de la 
actividad de la ligasa de ubiquitina E3 de AvrPto 
(Rosebrock et al., 2007). 

Otro demostración de mimetismo molecular es 
el efector AvrBs3 de tipo III de Xanthomonas vesi-
catoria el cual viaja al núcleo de la célula, donde 
actúa como un activador transcripcional, uniéndose 
a una secuencia promotora conservada del genoma 
de Xanthomonas vesicatoria llamada la caja upa 
(Römer et al., 2007). Debido a que esta caja se con-
serva en varios genes también del genoma de la pi-
mienta (Piper nigrum), se cree que el AvrBs3 imita 
un factor de transcripción del hospedero aún no 
descubierto, que también apunta a esta secuencia 
promotora. Los trabajos de varias investigaciones 
han revelado que los nematodos fitoparásitos secre-
tan una batería de proteínas que imitan a efectores 
vegetales, lo que permite expresar genes vegetales 
que ayudan a la colonización del patógeno (Cai et 
al., 2008). 

plant genes that favor colonization by the pathogen 
(Cai et al., 2008).

Suppressing plant immunity. Suppression of a 
plant’s innate immunity has emerged as the primary 
function of effectors, particularly of T3SS effectors 
of plant pathogenic bacteria (Zhou and Chai, 2008). 
Some effectors, such as Pseudomonas syringae 
HopAF1, suppress a plant’s immunity; this effector 
is found in the genomes of many bacteria of this 
type and may be related to the deamidase protein, 
since deamidation is the irreversible substitution of 
an amide group by a carboxylate group (Hughes 
and Banfield, 2014). The Hyaloperonospora 
arabidopsidis (Hpa) pathogen translocates 
effector proteins to suppress host plant immunity 
(Wirthmueller et al., 2018). The way in which these 
effectors act to produce virulence is by suppressing 
the basal defense of the host plant’s immune system 
by not recognizing the molecular pattern associated 
with pathogens (known as PAMPs), which is one 
of the defense systems of plant cells (Kim et al., 
2005). Some species of plant parasitic nematodes 
of the Tylenchida order secrete effector proteins 
into their hosts during the infection process in 
order to reprogram the plant’s development and 
immunity (Lilley et al., 2018).

Other T3SS effectors of phytopathogenic 
bacteria suppress hypersensitive cell death caused 
by several Avr proteins, a fact that in some cases 
explains previous observations of epistatic 
interactions among Avr genes (Abramovitch et al., 
2006). The T3SS effectors are directed towards 
three plant processes that are essential for innate 
immunity, i.e., protein rotation, RNA homeostasis 
and phosphorylation pathways (Block et al., 2008).

Some fungi and oomycetes produce effectors 
that suppress cell death (Panstruga, 2003). This is 
based on histological observations of susceptible 
interactions and the prevalence of cell death 
suppressors among the T3SS bacterial effectors 
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Supresión de la inmunidad en las plantas. La 
supresión de la inmunidad innata de la planta ha 
surgido como la función primaria de los efectores, 
particularmente de los efectores T3SS de las bacte-
rias patógenas de las plantas (Zhou y Chai, 2008). 
Algunos efectores como HopAF1 de Pseudomonas 
syringae suprime la inmunidad de la planta, este 
efector se encuentra en los genomas de muchas 
bacterias de este tipo y posiblemente esté relacio-
nado con la proteína deamidasa, la desamidación 
es la sustitución irreversible de un grupo amida con 
un grupo carboxilo (Hughes y Banfield, 2014). El 
patógeno Hyaloperonospora arabidopsidis (Hpa) 
trasloca proteínas efectoras para suprimir la in-
munidad de la planta huésped (Wirthmueller et 
al., 2018).  La forma de acción de estos efectores 
para provocar la virulencia, es suprimiendo la de-
fensa basal del sistema inmunitario del hospedero 
vegetal, a través del no reconocimiento del patrón 
molecular asociado a patógenos (llamado PAMPs), 
que las células vegetales tienen como uno de los 
sistemas de defensa (Kim et al., 2005). Algunas es-
pecies de nematodos parásitos de plantas dentro del 
orden Tylenchida secretan proteínas efectoras en 
sus hospederos en el proceso de infección para re-
programar el desarrollo y la inmunidad de la planta 
(Lilley et al., 2018). 

Otros efectores T3SS de las bacterias fitopa-
tógenas suprimen la muerte celular hipersensible 
provocada por varias proteínas Avr, explicando en 
algunos casos, observaciones anteriores de las in-
teracciones epistáticas entre los genes Avr (Abra-
movitch et al., 2006). Los efectores T3SS se diri-
gen a tres procesos vegetales que son claves para 
la inmunidad innata a saber, la rotación proteica, 
homeostasis de ARN y vías de fosforilación (Block 
et al., 2008). 

Algunos hongos y oomicetos producen efectores 
que suprimen la muerte celular (Panstruga, 2003). 
Lo anterior se encuentra basado en observaciones 

(Janjusevic et al., 2006). The Phytophthora 
infestans Avr3a effector suppresses hypersensitive 
cell death caused by another Phytophthora infestans 
protein (INF1 elicitin), which suggests a possible 
virulence function (Bos et al., 2006).

Another type of effectors is the RXLR type, 
which are characterized by having a domain with 
RXLR amino acids (Arginine-Leucine-Arginine) 
within their protein structure at the C-terminal end. 
The Phytophthora sojae effector of the RXLR type 
also suppresses programmed cell death caused 
by the BAX mouse protein in yeast and plants 
(Dou et al., 2008). Sohn (2007) demonstrated that 
administering Hyaloperonospora parasítica (Pers) 
ATR1 and ATR13 effectors increases Pseudomonas 
syringae virulence. ATR13 also suppresses the 
deposition of unchained calose by Pseudomonas 
syringae, which suggests that its action affects 
the basal defenses against pathogens (Sohn et al., 
2007). These findings indicate that, like the bacterial 
T3SS effectors, the oomycetes RXLR effectors 
often act as plant immunity suppressors. However, 
the mechanisms through which the RXLR effectors 
interfere with immunity have not yet been correctly 
dilucidated (Hogenhout et al., 2009).

Effectors’ influence on plant development and 
performance. Some effectors affect the host 
plant’s performance and morphology (Hogenhout 
et al., 2009). Effectors of the AvrBs3 family, which 
are Xanthomonas transcriptional activators, cause 
cell division and colonization of susceptible hosts 
(Kay et al., 2007). Effectors can also activate a 
plant’s immune receptors, especially the nucleotide 
binding domain and proteins that contain repetitive 
regions rich in leucine (NLR), which enables 
plants to fight against invasive organisms; this 
interaction among effectors, their host targets 
and simultaneous immunity receptors is caused 
by complicated molecular mechanisms and an 
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histológicas de las interacciones susceptibles, y la 
prevalencia de supresores de muerte celular entre 
los efectores bacterianos T3SS (Janjusevic et al., 
2006). El efector Avr3a de Phytophthora infestans, 
suprime la muerte celular hipersensible inducida 
por otra proteína de Phytophthora infestans,  la 
INF1 elicitina, que apunta a una posible función de 
virulencia (Bos et al., 2006).  

Otra clase de efectores, son los del tipo RXLR, 
los cuales se caracterizan por tener dentro de su 
estructura proteica un dominio con aminoácidos 
RXLR (Arginina-Leucina-Arginina) en su extre-
mo C-terminal.  El efector Avr1b de tipo RXLR 
de Phytophthora sojae, también suprime la muerte 
celular programada inducida por la proteína de ra-
tón BAX en levaduras y plantas (Dou et al., 2008). 
Sohn (2007) demostró que la administración de los 
efectores ATR1 y ATR13 de Hyaloperonospora 
parasítica (Pers) aumenta la virulencia de Pseu-
domonas syringae. El ATR13 también suprime la 
deposición de calosa desencadenada por Pseudo-
monas syringae, lo que sugiere que su acción afec-
ta defensas basales contra patógenos (Sohn et al., 
2007). Estos hallazgos indican que, similar a los 
efectores T3SS bacterianos, los efectores RXLR de 
oomicetos a menudo funcionan en la supresión de 
la inmunidad de las plantas. Sin embargo, los me-
canismos a través de los cuales los efectores RXLR 
que interfieren con esta inmunidad, aún no se han 
dilucidado correctamente (Hogenhout et al., 2009). 

Influencia de efectores en el desarrollo y com-
portamiento de la planta. Algunos efectores al-
teran el comportamiento y morfología de la planta 
huésped (Hogenhout et al., 2009). Los efectores de 
la familia AvrBs3, los cuales son activadores trans-
cripcionales de Xanthomonas, inducen la división 
celular y la colonización en hospederos suscepti-
bles (Kay et al., 2007). Los efectores también pue-
den activar los receptores inmunes de las plantas, 
especialmente el dominio de unión a nucleótidos 

exceptionally dynamic coevolution (Białas et al., 
2017). The presence of Xanthomonas citri in citrus 
cells is enough to cause macroscopic hyperplastic 
lesions similar to canker symptoms caused by 
the pathogen (Duan et al., 1999). Cankerous 
lesions cause bacteria to be released from infected 
tissue and favor their spread. The Xanthomonas 
vesicatoria AvrBs3 effector is also known to 
cause cell hypertrophy, although the impact of 
this symptom on bacterial ability is not very clear 
(Kay et al., 2007). Other organisms associated 
with plants alter their host’s morphology, which 
causes malformations that create a protective 
ecological niche or improve their spread. Classic 
examples include rhizobial nodules (Oldroyd and 
Downie, 2008), galls caused by Agrobacterium 
spp. (Chalupowicz et al., 2006) and witch’s broom 
caused by phytoplasmas (Hogenhout et al., 2009) 
(Figure 3).

Natural selection will favor effectors that have 
effects on the hosts’ phenotypes and will improve 
the pathogen’s ability (Hogenhout et al., 2009).

Effector genes evolve more rapidly than the 
nuclear genome. The rapid evolution of the gene 
is a hallmark of the pathogen’s adaptation (De 
la Concepcion et al., 2018). The biochemical 
adaptation of the effectors after they colonize the 
host is essential for the pathogen’s diversification 
and speciation (Dong et al., 2014). Genes that 
encode for effector proteins are direct targets of 
evolutionary forces that drive host and pathogen 
co-evolution (McCann and Guttman, 2008). 
Alleles of effectors that successfully increase the 
pathogen’s reproduction will be immediately 
favored by natural selection. Directional selection 
or positive selection is a type of natural selection 
that favors only one allele, and for this reason, the 
allelic frequency of a population continuously goes 
in one direction, given that this mechanism can also 
lead to adaptations (Futuyma, 2013).
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y las proteínas que contienen regiones repetitivas 
ricas en leucina (NLR), permitiendo a las plantas 
luchar contra los organismos invasores, está inte-
racción entre los efectores, sus objetivos huéspe-
des y los receptores inmunitarios coincidentes está 
conformada por intrincados mecanismos molecula-
res y una coevolución excepcionalmente dinámica 
(Białas et al., 2017). La presencia de Xanthomonas 
citri, en las células de cítricos, es suficiente para 
causar lesiones hiperplásicas macroscópicas, aná-
logas a los síntomas de chancro causados   por el pa-
tógeno (Duan et al., 1999). Las lesiones cancerosas 
facilitan la liberación bacteriana del tejido infecta-
do y aumentan su diseminación. El efector AvrBs3 
de Xanthomonas vesicatoria también es conocido 
por causar hipertrofia celular, aunque el impacto de 
tal síntoma en la aptitud bacteriana es menos claro 
(Kay et al., 2007). Otros organismos asociados a 
plantas alteran la morfología de su planta hospe-
dera, dando como resultado malformaciones que 
crean un nicho ecológico protector o mejoran la 
dispersión. Los ejemplos clásicos incluyen nódulos 
rizobianos (Oldroyd y Downie, 2008), las agallas 
inducidas por Agrobacterium spp (Chalupowicz et 
al., 2006) y la escoba de bruja causada por fitoplas-
mas  (Hogenhout et al., 2009) (Figura 3). 

La selección natural favorecerá a los efectores 
que tengan efectos en los fenotipos de los hospede-
ros generando una mejora en la aptitud del patóge-
no (Hogenhout et al., 2009). 

Los genes de efectores evolucionan a velocidades 
mayores en relación con el genoma nuclear. La 
evolución acelerada del gen es un sello distintivo 
de la adaptación del patógeno (De la Concepcion et 
al., 2018). En los efectores la adaptación bioquími-
ca después de la colonización en el hospedero, es 
de vital importancia para la diversificación y espe-
ciación del patógeno (Dong et al., 2014). Los genes 
que codifican las proteínas efectoras son objetivos 

Many effector genes have evolved more quickly 
than the pathogen’s genome and often show extreme 
levels of positive selection with significantly 
higher rates of substitution of non-synonymous 
nucleotides for synonymous nucleotides (Ma and 
Guttman, 2008). In modular effector proteins, 
such as the bacterial T3SS effectors and oomycete 
RXLR effectors, their structural domains are under 
different selective pressure, depending on whether 
they function by secretion or conduct effector 
activity per se (Win, 2007). Therefore, terminal-N 
domains, such as the signal peptide, the RXLR 
domain and the T3SS directing sequence, typically 
show low levels of polymorphisms compared to 
those of the terminal-C effector region (Win et al., 
2007).

Besides acting on nucleotide polymorphisms, 
natural selection acts on the polymorphisms of the 
number of copies of the effector genes (presence 
and lack of polymorphisms, and a varying 
number of gene copies). The effector genes of 
phytopathogenic fungi are located in loci with a 
high level of genomic plasticity, including regions 
rich in transposons and telomerase (Gout et al., 
2006), which reduces the genetic recombination 
capacity and make the host more susceptible to 
phytopathogenic fungi. Recently, Yoshida et al. 
(2009) demonstrated that two loci of Magnaporthe 
oryzae (Herbert) effectors have a low diversity 
of nucleotides but a strong presence or lack of 
polymorphisms. This accelerated evolution of 
the parasites’ genomes will allow pathogens to 
successfully colonize their hosts and be better 
adapted to possible changes that in the future may 
occur in the genome (Jiang et al., 2006).
The association of effector genes with plastic 
genome loci could provide an adaptation 
mechanism to host resistance, thus increasing the 
genetic and epigenetic variation and enabling a 
rapid evolution (Hogenhout et al., 2009).
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directos de las fuerzas evolutivas que impulsan la 
coevolución entre el hospedero y el patógeno (Mc-
Cann y Guttman, 2008). Los alelos de los efectores 
que aumentan el éxito reproductivo del patógeno, 
serán inmediatamente favorecidos por la selección 
natural. La selección direccional o selección posi-
tiva, es un tipo de selección natural que favorece 
a un solo alelo y por esto la frecuencia alélica de 
una población continuamente va en una dirección, 
dado que este mecanismo también puede conducir 
a adaptaciones (Futuyma, 2013). 

Muchos genes efectores han evolucionado a 
mayores velocidades en comparación con el geno-
ma del patógeno, y con frecuencia muestran nive-
les extremos de selección positiva con tasas signi-
ficativamente más altas de sustitución de nucleó-
tidos no sinónimos, a nucleótidos sinónimos (Ma 
y Guttman, 2008). En las proteínas efectoras mo-
dulares, tales como los efectores T3SS bacterianos 
y los efectores RXLR de oomicetos, sus dominios 
estructurales están bajo diferentes presiones selec-
tivas, dependiendo de si funcionan en secreción 
o llevan la actividad efectora per se (Win, 2007). 
Por lo tanto, los dominios terminal-N, tales como 

Figura 3. Morfología de plantas causada por patógenos como A) vainas modificadas en plantas de Sisymbrium irio B) agallas 
inducidas por Agrobacterium spp y C) escoba de bruja causada por fitoplasmas en plantas de Capsicum annuum.

Figure 3. Plant morphology caused by pathogens, such as: A) modified sheaths in Sisymbrium irio plants; B) galls caused by 
Agrobacterium spp.; and C) witch’s broom caused by phytoplasmas in Capsicum annuum plants.

Evolution of effectors. Given that it is obvious that 
effectors increase the susceptibility to parasites, 
the host’s target alleles will evolve to avoid them. 
Recessive mutations in the xa13 rice gene make 
the promotor of this gene become insensitive to 
the effectors that activate Xanthomonas oryzae 
pv. oryzae transcription, which results in disease 
resistance (Sugio et al., 2007).

Another recessive gene of rice blight 
resistance (xa5) is caused by mutations in the IIIA 
transcription factor, which supposedly prevents 
actions performed by the related effector (Iyer-
Pascuzzi and McCouch, 2007). Also, mutations 
in the elF4E elongation factor evade interactions 
with the VPg effector of potyvirus (Charron et al., 
2008). An allele (Rcr3) of tomato cysteine-protease 
has also been identified as carrying a mutation that 
makes the protein insensitive to inhibition by the 
Cladosporium fulvum Avr2 effector (Shabab et al., 
2008).

Many more examples are expected to be 
available in the future, since next-generation 
sequencing technologies are currently being 
explored which could systematically probe the 
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la péptido señal, el dominio RXLR y la secuencia 
de direccionamiento T3SS, muestran típicamente 
niveles reducidos de polimorfismo en compara-
ción con la región efectora terminal-C (Win et al., 
2007). 

Además de actuar sobre los polimorfismos de 
nucleótidos, la selección natural actúa sobre los 
polimorfismos del número de copias de los genes 
efectores (presencia y ausencia de polimorfismos y 
variación en el número de copias de genes). Los ge-
nes efectores de hongos fitopatógenos se localizan 
en loci con alta plasticidad genómica incluyendo 
regiones ricas en transposones y telomerasa (Gout 
et al., 2006), reduciendo la capacidad de recombi-
nación genética y con ello hacer más susceptible al 
hospedero al ataque de hongos fitopatógenos. Yos-
hida et al. (2009) demostraron recientemente que 
dos loci efectores de Magnaporthe oryzae (Her-
bert), muestran baja diversidad de nucleótidos, pero 
un alto grado de presencia o ausencia de polimor-
fismos. Esta evolución acelerada de los genomas 
de los parásitos, les permitirá seguir colonizando 
de forma exitosa a sus hospederos, haciendo que 
los parásitos estén mejor adaptados a los posibles 
cambios que en el futuro presenten los genomas de 
éstos (Jiang et al., 2006).  

La asociación de genes de efectores con loci 
genómicos plásticos, podría conferir un mecanis-
mo de adaptación a la resistencia del hospedero, 
aumentando la variación genética y epigenética y 
permitiendo una evolución acelerada (Hogenhout 
et al., 2009). 

Evolución de efectores. Dado que se hace evidente 
que los efectores aumentan la susceptibilidad a los 
parásitos, los alelos objetivos del hospedero evolu-
cionarán para eludirlos. Las mutaciones recesivas 
en arroz en el gen xa13, hacen que el promotor de 
este gen sea insensible a los efectores activadores 
de la transcripción de Xanthomonas oryzae pv. ory-

variation in effector sequences as a mechanism to 
understand the selection evidence (Hogenhout et 
al., 2009). It is important to completely understand 
how the tripartite interaction among effectors, 
target effectors and R proteins (proteins that confer 
resistance to the host through direct or indirect 
recognition of a pathogen protein) evolves, given 
the conflict among the selective forces that occur 
between plants and pathogens in natural populations 
(van der Hoorn and Kamoun, 2008).

PERSPECTIVES

The study of effectors promises to be the 
new synthesis of multidisciplinary studies of 
parasite-host interactions, and this will mark the 
beginning of a new epistemological revolution 
in phytopathology. Effectors are a source of 
biological innovation whose results are just 
beginning to be elucidated and will undoubtedly be 
a rich source of scientific findings in the years to 
come. Effectors have proved to be some of the most 
important proteins involved in the eukaryotic cells 
of plants and animals. Studies of these proteins 
will provide important knowledge of insects’ 
immune system, bacterial virulence strategies, 
plant defense mechanisms against bacteria and 
herbivore insects, and reveal new pathways that 
affect plant vegetative growth and development. 
However, the biology of effectors is still in its 
infancy, and the available knowledge is limited to 
a few phytopathogen taxa and immunosuppression 
processes. But the gap could be filled soon by 
using new DNA sequencing technologies (next-
generation sequencing) and the recently arrived 
“omics.” The sequences of pathogen and host 
genomes could provide a wider phylogenetic scope 
and thus a more comprehensive understanding of 
the pathosystem. All this information reinforces the 
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zae, dando como resultado una resistencia a la en-
fermedad (Sugio et al., 2007).         

Otro gen recesivo de resistencia al tizón del 
arroz, el xa5, es origina por mutaciones en el factor 
de transcripción IIIA, que presumiblemente impide 
acciones por el efector afín (Iyer-Pascuzzi y Mc-
Couch, 2007). Además las mutaciones en el factor 
de elongación elF4E evaden las interacciones con 
el efector VPg de potyvirus (Charron et al., 2008). 
También se ha identificado un alelo (Rcr3) de la 
cisteína-proteasa de tomate, portador de una mu-
tación que hace que la proteína sea insensible a la 
inhibición por el efector  Avr2 de Cladosporium 
fulvum (Shabab et al., 2008).  

Se espera  que muchos ejemplos adicionales 
surjan en el futuro, ya que en la actualidad se ex-
ploran tecnologías de secuenciación de próxima 
generación, estas podrán sondear sistemáticamen-
te la variación en las secuencias de los efectores, 
como un mecanismo para comprender la evidencia 
de selección (Hogenhout et al., 2009). Una cues-
tión importante es entender completamente cómo 
evoluciona la interacción tripartita entre efectores, 
objetivos efectores y proteínas R (Proteína que 
confiere resistencia al hospedero por medio del 
reconocimiento directo o indirecto de una proteí-
na del patógeno), dado el conflicto de las fuerzas 
selectivas que se producen en las poblaciones na-
turales entre plantas y patógenos (van der Hoorn y 
Kamoun, 2008).  

PERSPECTIVAS
  

El estudio de los efectores promete ser la nue-
va síntesis en los estudios multidisciplinarios de 
las interacciones parasito-hospedero y con esta 
la nueva revolución epistemológica dentro de la 
fitopatología. Los efectores representan una fuen-
te de innovación biológica cuyos alcances apenas 

importance of effectors as a fundamental cog in the 
wheel of this tripartite interaction. Also, the use of 
new tools and concepts for studying effectors will 
have important impacts on evolutionary biology 
and some of its concepts will be redefined, not 
to mention the new approaches that are emerging 
from the current study of “omics,” a new field of 
genetics that attempts to understand the molecular 
organization, evolution and architecture of the 
whole genome. This discipline has started to branch 
out into the study of proteomics (the study of all 
the proteins that are produced by an organism) 
and transcriptomics (the study of all cell RNAm), 
besides the latest computer system technology that 
can extrapolate infinite amounts of data, so the new 
effector biology is about to become the mother of 
all research about pathosystems.

End of the English version

empiezan a ser dilucidados y que serán sin duda 
en los próximos años una rica fuente de descubri-
mientos científicos. Los efectores han demostrado 
ser algunas de las proteínas más importantes que 
tienen función en las células eucariotas de plantas y 
animales. Los estudios de estas proteínas aportarán 
importantes conocimientos sobre el sistema inmune 
de los insectos, estrategias de virulencia bacteriana, 
mecanismos de defensa de las plantas contra bac-
terias e insectos herbívoros y podrán revelar nue-
vas vías que afecten el crecimiento vegetativo y el 
desarrollo de las plantas. Sin embargo, la biología 
de los efectores se encuentra aún en su infancia y 
el conocimiento sobre éstos se limita a unos pocos 
taxones de patógenos de plantas y a procesos de 
inmunosupresión. Pero la brecha podría ser pronto 
zanjada por el impulso de las nuevas tecnologías 
de secuenciación de ADN (secuenciación de próxi-
ma generación) y las recién llegadas “ómicas”. Las 
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secuencias de los genomas de los patógenos y hos-
pederos proporcionarán un panorama filogenético 
mayor y con este, un entendimiento más profundo 
del patosistema. Todos estos datos están reforzan-
do la importancia de los efectores como engranaje 
fundamental de esta interacción tripartita. Además, 
el impulso de las nuevas herramientas y conceptos 
en el estudio de los efectores, tendrá repercusiones 
importantes en la biología evolutiva y la redefini-
ción de algunos de sus conceptos, sin mencionar 
los nuevos enfoques que están surgiendo con el es-
tudio actual de las “omicas”, el nuevo campo de la 
genética que intenta comprender la organización, 
evolución y arquitectura molecular contenida en 
el genoma completo. Esta disciplina ha empeza-
do a ramificarse en el estudio de la proteómica (el 
estudio de todas las proteínas del organismo) o la 
transcriptómica (el estudio de todos los ARNm de 
la célula), sumado a la nueva tecnología de siste-
mas computacionales de última generación que 
pueden extrapolar cantidades infinitas de datos, la 
nueva biología efectora esta por consolidarse como 
la madre de toda la investigación en torno a los pa-
tosistemas.  
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Resumen. La necesidad de disminuir el uso de 
pesticidas sintéticos, bajar costos, incrementar efi-
ciencia para el control de fitopatógenos y de rea-
lizar una agricultura orgánica, son razones para 
mejorar y desarrollar nuevas alternativas de con-
trol. La desinfestación biológica (DBS), anaerobia 
(DAS) o reductiva del suelo (DRS) son sinóni-
mos; en ésta revisión, se utiliza el término DRS y 
se explica la razón. La DRS constituye un método 
aplicado al suelo para disminuir o eliminar bacte-
rias, hongos, malezas y nematodos que dañan a los 
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Abstract. The need to reduce the use of synthetic 
pesticides, lower costs, increase efficiency for the 
control of phytopathogens and to carry out organic 
agriculture, are reasons to improve and develop new 
control alternatives. The biological disinfestation 
(BSD), anaerobic (ASD) or reductive soil (RSD) 
are synonymous; in this review, the term RSD 
is used and the reason explained. The RSD is a 
method applied to the soil to reduce or eliminate 
bacteria, fungi, weeds, and nematodes that damage 
agricultural crops. This technique consists in 
adding a source of easily oxidized organic carbon 
such as crop residues, seeds, green manure, etc., 
cover with plastic and saturate or flood the soil. 
In this way, the carbon source decomposes in 
an anaerobic condition, the soil acidifies, the 
oxidation-reduction potential reaches reductive 
values    (-100 to -400 mV) and short-chain volatile 
fatty acids (VFAs) are generated. The VFAs are 
lethal for weeds and phytopathogens in the soil. In 
this essay the subject of the RSD, shows a historical 
approach, the principles that sustain it, proposals 
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cultivos agrícolas. Esta técnica consiste en agregar 
una fuente de carbono orgánico de fácil oxidación 
como residuos de cosecha, semillas, abonos, etc., 
cubrir con plástico y saturar o inundar el suelo. De 
esta manera, la fuente de carbono se descompone 
en condición anaerobia, el suelo se acidifica, el 
potencial oxido-reducción alcanza valores reducti-
vos (-100 a -400 mV) y se generan ácidos grasos 
volátiles de cadena corta (AGVs). Los AGVs son 
letales para malezas y fitopatógenos en el suelo. En 
este ensayo el tema de la DRS, muestra un enfoque 
histórico, los principios que la sustentan, se hacen 
propuestas de mejora y evaluación de sus variantes, 
y se presentan aplicaciones prácticas.

Palabras clave: ácidos grasos volátiles, inunda-
ción, potencial oxido-reducción, pH.

Antes del uso de productos químicos para el 
control de plagas y enfermedades, la rotación de 
cultivos y la incorporación de materia orgánica en 
el suelo fueron los dos métodos más utilizados en 
la agricultura para este fin (Bailey y Lazarovits, 
2003). Esta última se sigue utilizando, pero los re-
sultados para el control de enfermedades de plantas 
en el suelo tienen una amplia variación, relaciona-
da con la cantidad y tipo de materia orgánica, cul-
tivo a proteger y patógeno que se desee controlar 
(Bonanomi et al., 2007). Recientemente, el control 
de plagas y enfermedades de plantas promovió el 
uso de materia orgánica selectiva o productos deri-
vados de ésta (Meghvansi y Varma, 2015). Particu-
larmente, la degradación de materia orgánica en el 
suelo bajo condición anaerobia, indujo la aparición 
de la biofumigación y paralelamente sus variantes; 
todas ellas, con la finalidad de sustituir al bromuro 
de metilo, pesticidas y contribuir con una agricul-
tura orgánica (Meghvansi y Varma, 2015; Shennan 
et. al., 2014; Shrestha et al., 2016). 

for improvement and evaluation of its variants are 
made, and practical applications are presented.

Key words:  Volatile fatty acids, flood, oxidation-
reduction potential, pH.

Before the use of chemical products for the 
control of pests and diseases, crop rotation and the 
incorporation of organic matter in the soil were 
the two most widely used methods in agriculture 
for this purpose (Bailey and Lazarovits, 2003). 
The latter is still being used, but the results for the 
control of plant diseases in the soil have a wide 
variation related to the amount and type of organic 
matter, the crop to be protected and the pathogen 
to be controlled (Bonanomi et al., 2007). Recently, 
the control of plant pests and diseases promoted 
the use of selective organic matter or its byproducts 
(Meghvansi and Varma, 2015). In particular, 
the decomposition of organic matter in the soil 
under anaerobic conditions led to the appearance 
of biofumigation and its variants, all of which 
have the intention of substituting methyl bromide 
and pesticides, and contributing towards organic 
agriculture (Meghvansi and Varma, 2015; Shennan 
et. al., 2014; Shrestha et al., 2016).

Soil biofumigation has focused on the 
incorporation of residues, complete plants, or 
seeds of the species of the Brassicaceae family 
into the soil, some of the most important of which 
are Brassica carinata, B. juncea and B. napus, 
followed by covering the soil with plastic, where 
residues decompose, producing toxic compounds 
for organisms that are harmful to the crops (Ríos-
Cano, 2017). Variations of biofumigation are the 
biological soil disinfestation (BSD), later named 
anaerobic soil disinfestation (ASD), and finally 
reductive soil disinfestation (RSD). The purpose of 
disinfestations is to eliminate or reduce organisms 
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La biofumigación se ha centrado en la incor-
poración al suelo de residuos, plantas completas, 
o semillas de las especies de la familia Brassica-
ceae, entre las que destaca Brassica carinata, B. 
juncea y B. napus, posteriormente cubrir el suelo 
con plástico, donde al descomponerse los residuos, 
se producen compuestos tóxicos para organismos 
perjudiciales de los cultivos agrícolas (Ríos-Cano, 
2017). Variantes de la biofumigación, son la desin-
festación biológica del suelo (DBS), luego nombra-
da desinfestación anaerobia del suelo (DAS) y fi-
nalmente desinfestación reductiva del suelo (DRS). 
Las desinfestaciones tienen la finalidad de eliminar 
o reducir organismos en el suelo que dañan los cul-
tivos agrícolas, mediante la incorporación tanto de 
especies de Brassicaceae, como de otras plantas, 
compuestos orgánicos y residuos de cosecha, todo 
en un ambiente donde el suelo se satura con agua 
y se cubre con plástico (Momma et al., 2008). En 
un principio, se denominó DBS, debido a que la 
degradación del material añadido implica un pro-
ceso microbiológico; luego se acuñó la DAS, por 
ser indispensable que el suelo careciera de oxíge-
no; finalmente, el término DRS, está sustituyendo 
a los anteriores, al determinar que además de una 
condición de anaerobiosis, es indispensable que el 
potencial oxido-reducción (POR) llegue a un nivel 
reductivo con valores de -100 a -400 mv, el pH de 
suelo se acidifique y que se produzcan ácidos gra-
sos volátiles (AGVs). No obstante, los términos 
DBS y DAS continúan en uso y paulatinamente son 
sustituidos por DRS; en esta revisión se usará DRS 
como sinónimo de DBS y DAS.

La DRS es una técnica relativamente novedo-
sa, poco conocida en México y cuyas causas no se 
conocen del todo, pero se investigan en distintos 
países; consecuentemente, los objetivos de ésta re-
visión son mostrar los avances, logros y proponer 

in the soil that harm crops by incorporating species 
of Brassicaceae and of other plants, organic 
compounds and crop residues in an environment 
where the soil is saturated with water and covered 
with plastic (Momma et al., 2008). It was initially 
named BSD, since the degradation of the material 
added implies a microbiological process; next, 
the term ASD was coined due to the importance 
of the lack of oxygen; finally, the term RSD is 
replacing the previous ones because, along with 
anaerobiosis, it is also crucial for the oxidation-
reduction potential (ORP) to reach a reductive level 
with values of -100 to -400 mv, the pH of the soil 
to acidify and for volatile fatty acids (VFAs) to be 
produced. However, the terms BSD and ASD are 
still being used and are gradually being replaced 
with RSD; this revision will consider RSD as a 
synonym of BSD and ASD.

RSD is a relatively new technique, not widely 
known in Mexico, and with causes that are not 
entirely known, but they are being investigated 
in different countries. Therefore, the aims of this 
revision are to show the advances, achievements 
and to propose how to improve the efficiency and 
efficacy of this technique, used for the control of 
organisms in the soil that are harmful for crops. The 
topic of RSD has been revised before, evaluating 
different inputs for different types of pathogens, and 
even with an approach of meta-analysis (Momma 
et al., 2013; Shennan et al., 2014; Shrestha et al., 
2016), which supports the aim of this work.

In consequence, the approach of this revision 
places emphasis on: i) historical development; ii) 
principles that back them; iii) proposals to improve 
and evaluate their variants. All this, supported by 
the integration of part of the recently produced 
knowledge, as well as by the bases of additional 
modifications to improve RSD. 
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como mejorar la eficiencia y eficacia de esta téc-
nica, utilizada para el manejo de organismos en el 
suelo perjudiciales para los cultivos agrícolas. Con 
anterioridad, el tema de la DRS ha sido revisado, 
en donde se evaluaron diferentes insumos, para dis-
tintos tipos de patógenos e incluso con un enfoque 
de meta-análisis (Momma et al., 2013; Shennan et 
al., 2014; Shrestha et al., 2016), lo cual apoya al 
objetivo de este ensayo.

Consecuentemente, el enfoque de la presente 
revisión hace énfasis en: i) desarrollo histórico; 
ii) principios que la sustentan; iii) propuestas para 
mejorar y evaluar sus variantes. Todo ello, susten-
tado en integrar parte del conocimiento generado 
recientemente, así como fundamentar modificacio-
nes adicionales para mejorar la DRS. 

Análisis retrospectivo de la DRS. Recientemente, 
en México, se analizó el estatus de los pesticidas, 
incluidos los fumigantes, los criterios del análisis, 
se fundamentan en la peligrosidad detectada por 
agencias internacionales, entre las que destacan la 
Organización Mundial de la Salud, la Organización 
de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Ali-
mentación y la Red Internacional de Plaguicidas; 
el Cuadro 1, destaca los fumigantes comúnmente 
utilizados en México, algunos como el Bromuro de 
Metilo, la Cloropicrina, el 1,3-Dicloropropeno y el 
metam-sodio son considerados altamente peligro-
sos; consecuentemente, la necesidad en México y 
el mundo de buscar nuevas alternativas para una 
agricultura sostenible (Bejarano-González, 2017). 

Una alternativa para el manejo de fitopatógenos 
en el suelo es la DRS, que incluye inundación, la 
adición y descomposición de la materia orgánica, 
la anaerobiosis, los cambios de pH y POR y la pro-
ducción de AGVs. En el pasado, cada tópico fue 
investigado por separado, como métodos para el 
control de fitopatógenos en el suelo y se abordarán 
como antecedentes de la DRS. 

Retrospective analysis of RSD. Recently in 
Mexico, the status of pesticides was analyzed 
in a study including fumigants; the criteria of 
the analysis are based on the danger found by 
international agencies, the most important of which 
are the International Health Organization, the 
United Nations Food and Agriculture Organization, 
and the Pesticide Action Network. Table 1 
highlights the most commonly used fumigants in 
Mexico, some of which – such as methyl bromide, 
Chloropicrin, 1,3-Dichloropropene and metham-
sodium are considered highly dangerous. Hence the 
need throughout Mexico and the world to seek new 
alternatives for a sustainable agriculture (Bejarano-
González, 2017). 

An alternative for the management of plant 
pathogens in the soil is RSD, which includes 
flooding, adding and decomposing organic matter, 
anaerobiosis, changes in pH and ORP, and the 
production of VFAs. In the past, each topic was 
researched separately as methods for the control of 
plant pathogens in the soils and will be regarded as 
precedents of RSD. 

Flooding soils planted with banana trees 
resulted in the eradication of Fusarium oxysporum 
f. sp. cubense (Stover, 1955). It was later found that 
the sclerotia of Verticillium dahliae Kleb died or 
were unable to reproduce in flooded soils, where 
organic matter decomposed in anaerobic conditions 
(Ioannou et al., 1977; Menzies, 1962). In this 
way, the constants found were flooding and the 
decomposition of organic matter under anaerobic 
conditions, which induced the death of plant 
pathogens. At the same time, the decomposition of 
organic matter in flooded soils were related to the 
production of VFAs, which has been recorded in 
microbiology classics since the 1960s (Alexander, 
1961); the same is true for changes in pH and ORP 
(Ponnamperuma, 1972).
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La inundación de los suelos cultivados con plan-
taciones de banano, resultó en la erradicación de 
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Stover, 1955). 
Posteriormente, se encontró que los esclerocios 
de Verticillium dahliae Kleb, morían o no podían 
reproducirse en suelo inundado, donde se descom-
ponía materia orgánica en condición anaerobia (Io-
annou et al., 1977; Menzies, 1962). De tal manera 
que, se detectó como una constante la inundación 
y descomposición de la materia orgánica en condi-
ción de anaerobiosis, lo que inducían la muerte de 
fitopatógenos. Paralelamente, la descomposición 
de materia orgánica en suelo inundado se asoció 
con la generación de AGVs lo que fue consignado 
en el clásico de microbiología del suelo desde los 
años 60s (Alexander, 1961); además con cambios 
de pH y POR (Ponnamperuma, 1972).

VFAs are produced by microorganisms when 
these degrade the organic matter in the soil using a 
fermentative metabolism (Figure 1). Before RSD, 
acetic, butyric, formic, propionic acids and other 
VFAs were known to have biocide effects on fungi 
(Cochrane, 1958) and on bacteria (Goepfert and 
Hicks, 1969), and most recently, for other organisms 
(Samaniego-Gaxiola and Pedroza-Sandoval, 
2013). However, it was in Japan where Okazaki 
(1985) found that the addition of glucose and 
flooding of the soil produced volatile compounds 
that killed the Fusarium oxysporum f. sp. raphani 
chlamydospores, in a device he designed (Figure 
2); similarly, Samaniego-Gaxiola (1994) added 
glucose and flooded the soil, and observed the 
death of the Phymatotrichopsis omnivora (Duggar) 
Hennebert sclerotia. Meanwhile, Okazaki and 

Cuadro 1. Fumigantesx,y,z o pesticidas del suelo utilizados en México y su peligrosidad.
Table 1. Soil fumigantsx,y,z or pesticide used in Mexico and their danger.

Ingrediente activo Formula Usos principales Peligrosidad1 Peligrosidad2

Bromuro de metilo CH3Br Fungicida, herbicida, 
insecticida y nematicida 0/0/0/1 ¿???

Cloropicrina Cl2CNO2 idem 1/0/0/0
1,3-Dicloropropeno C3H4Cl2 idem 0/1/0/0

Dibromuro de etileno C2H4Br2 Insecticida, nematicida. NI Toxico a humanos efecto 
dañino al ambiente

Yoduro de metilo CH3I
Fungicida, herbicida, 
insecticida y nematicida. NI ídem

metam-sodio C2H4NNaS2 ídem 0/1/0/0

Dazomet C5H10N2S2 ídem NI Toxico a humanos efecto 
dañino al ambiente

Dimetil disulfuro3 CH3SSCH3 Fungicida, nematicida NI NI
Tetratiocarbonato de sodio3 CNa2S2 Nematicida NI NI

x Información obtenida de Bejarano-González (2017), el valor numérico entre las diagonales ( /  /  /  /), indican toxicidad 
aguda, efectos a largo plazo, toxicidad ambiental e infringir acuerdos internacionales de protección al ambiente, salud o 
derechos humanos por uso de pesticidas, respetivamente  /  Information obtained from Bejarano-González (2017); the 
numeric value between slashes ( /  /  /  /), indicate acute toxicity, long term effects, and the infringement of international 
environmental protection, health of human rights agreements due to the use of pesticides, respectively.
y Información obtenida de De la Cruz y Ramírez, (2018)  /  Information obtained from De la Cruz and Ramírez, (2018).
NI = Peligrosidad no incluida en las fuentes de información 1 y 2. / Harmness not included in information sources 1 and 2.
z  La peligrosidad del Dimetil disulfuro y Tetratiocarbonato de sodio, son expuestas en las ligas: http://www.kooragro.
com.mx/media/products/F.T._PALADIN_JoLxNOq.pdf   y http://www.afipa.cl/web/files/afipa/arysta2015/ENZONE.
pdf, respectivamente  /  The harmness of Dimethyl disulfide and sodium Tetrathiocarbonate are shown in the links 
http://www.kooragro.com.mx/media/products/F.T._PALADIN_JoLxNOq.pdf   and http://www.afipa.cl/web/files/afipa/
arysta2015/ENZONE.pdf, respectively.
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Los AGVs son producidos por los microorga-
nismos al degradar la materia orgánica del suelo, 
mediante un metabolismo fermentativo (Figura 1). 
Anterior a la DRS, se sabía que los ácidos acético, 
butírico, fórmico, propiónico y otros AGVs tienen 
efecto biosida en hongos (Cochrane, 1958) y en 
bacterias (Goepfert e Hicks, 1969) y más reciente-
mente para otros organismos (Samaniego-Gaxiola 
y Pedroza-Sandoval, 2013). Pero fue en Japón, 
donde Okazaki (1985) encontró que adicionando 
glucosa en suelo e inundando se generaban com-
puestos volátiles, los que mataban las clamidos-
poras de Fusarium oxysporum f. sp. raphani, en 
un dispositivo que diseñó (Figura 2); de manera 
similar, Samaniego-Gaxiola (1994), añadió gluco-
sa en suelo e inundando observó que morían los 
esclerocios de Phymatotrichopsis omnivora (Dug-
gar) Hennebert. Entretanto, Okazaki y Nose (1986) 
determinaron que los AGVs acético, propiónico y 
butírico se producían en esta condición y mataban a 
F. oxysporum; aunque éste trabajo y el de Okazaki 
(1985) aparecieron traducidos del japonés y publi-
cados en inglés cerca del año 2000. De ésta manera 
se tuvo evidencia del efecto letal de los AGVs para 
organismos durante la DRS o simplemente in vitro; 
lo cual se ha confirmado con trabajos posteriores 

Figura 2. Dispositivo de Okazaki (1985) las clamidosporas de Fusarium oxysporum murieron al añadir glucosa en suelo e 
inundar.

Figure 2. Okazaki device (1985) when chlamydospores Fusarium oxysporum died when adding glucose to the soil and 
flooding.
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Figura 1. Ácidos grasos volátiles producidos donde al fer-
mentar una fuente orgánica de carbono. Adapta-
do de Steiner et al., 1977.

Figure 1. Volatile fatty acids produced the fermenting an 
organic source of carbon. Adapted from Steiner 
et al., 1977.
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(Momma 2008; Momma et al., 2006; Samanie-
go-Gaxiola y Balagurusamy, 2013; Tenuta et al., 
2002). 

Cabe señalar, que la presencia de AGVs en resi-
duos de plantas como la col (Brassica oleracea) ya 
se conocía desde los 50s (Barnett y Ducan, 1953); 
así como los efectos fitotóxicos de los AGVs en el 
suelo con residuos de paja de trigo y las cantida-
des de ácidos producidos (Lynch, 1977; Lynch et 
al., 1980), lo cual es de importancia debido a que 
cascarilla de trigo y la col son residuos comúnmen-
te utilizados para inducir la DRS y biofumigación, 
respectivamente.

Finalmente, los dos primeros trabajos donde se 
integraron los principios de la DRS fueron Shinmu-
ra et al. (1999) en Japón y Blok et al. (2000) en Ho-
landa, ambos para el control de hongos fitopatóge-
nos en el suelo. Posteriormente, se determinó que 
los AGVs contenidos en excretas de cerdo mata-
ban a Verticillium dahliae (Tenuta et al., 2002). La 
aplicación de cascarilla de trigo para inducir DRS 
y matar bacterias y hongos fitopatógenos en suelo 
(Momma et al., 2006). También se ha utilizado eta-
nol para generar DRS (Momma et al., 2010), así 
como residuos de pastos, alfalfa, melaza, semillas, 
glucosa, entre otros (Conn et al., 2005; Hewavitha-
rana y Mazzola, 2016; Momma, et al., 2010; Shres-
tha et al., 2016).
                  
Los AGVs. Estos ácidos que se generan en la DRS, 
son tóxicos para nematodos, hongos y bacterias, 
preponderantemente cuando se encuentran en for-
ma no ionizada en la solución del suelo u otro me-
dio (Goepfert e Hicks, 1969; Katase et al., 2009; 
Tenuta et al., 2002). Por ejemplo, el ácido acético 
en su forma no ionizada o disociada (AGVsni) se 
puede representar como CH3CCOH, mientras que 
en su forma ionizada (AGVsi) como CH3CCO- + 
H+, una u otra forma predominará en función del 
pH del medio donde se encuentren; los principios y 

Nose (1986) determined that the acetic, propionic 
and butyric VFAs were produced under these 
conditions and killed F. oxysporum; although this 
work and Okazaki’s (1985) appeared translated 
from Japanese and published in English around 
the year 2000. This provided evidence of the lethal 
effect of the VFAs for organisms during RSD, 
or at least in vitro, which has been confirmed in 
later works (Momma 2008; Momma et al., 2006; 
Samaniego-Gaxiola and Balagurusamy, 2013; 
Tenuta et al., 2002). 

It is worth pointing out that the presence 
of VFAs in residues of plants such as cabbage 
(Brassica oleracea) has been known since the 
1950s (Barnett and Ducan, 1953). The same is true 
for the phytotoxic effects of the VFAs in the soil 
in wheat bran residues and the amount of acids 
produced (Lynch, 1977; Lynch et al., 1980), which 
is important, since wheat straw and kale residues are 
commonly used to induce RSD and biofumigation, 
respectively.

Finally, the first two authors that included the 
principles of RSD were Shinmura et al. (1999) in 
Japan and Blok et al. (2000) in the Netherlands, 
both for the control of pathogenic fungi in the soil. 
The VFAs found in pig slurry were later found 
to kill Verticillium dahliae (Tenuta et al., 2002). 
Wheat bran was used to induce RSD and kill 
pathogenic bacteria and fungi in the soil (Momma 
et al., 2006). Ethanol has also been used to produce 
RSD (Momma et al., 2010); as well as grass, 
alfalfa, molasses, seeds, glucose, and others (Conn 
et al., 2005; Hewavitharana and Mazzola, 2016; 
Momma, et al., 2010; Shrestha et al., 2016).
  
The VFAs. These acids, produced in the RSD, are 
toxic to nematodes, fungi and bacteria, mostly when 
in a non-ionized form in the soil solution or another 
medium (Goepfert and Hicks, 1969; Katase et al., 
2009; Tenuta et al., 2002). For example, acetic acid, 
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cálculos para determinar las formas ionizada no io-
nizada se detallan por Samaniego-Gaxiola y Pedro-
za-Sandoval (2013). La concentración de AGVsni 
en la solución del suelo desciende dramáticamente 
conforme el pH es menos ácido; la Figura 3, indi-
ca la concentración de cuatro AGVsni en función 
del pH. Este comportamiento de los AGVs es de 
suma importancia para predecir su toxicidad hacia 
los organismos; por ejemplo 100 mmol L-1 de ácido 
acético a pH 5.5 genera alrededor de 13.7 mmol L-1 
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Figura 3. Formas no ionizadas de los ácidos acético, butírico, fórmico y propiónico, cuando se encuentran a concentraciones 
de 12.5, 25.0, 50.0 y 100.0 mmol L-1, todo en función del pH de la solución. Las gráficas fueron elaboradas por los 
autores utilizando los datos del peso molecular y pK de cada ácido y la ecuación Henderson-Hasselbalch, todo 
citado por Samaniego-Gaxiola y Pedroza-Sandoval (2013).

Figure 3. Non-ionized forms of acetic, butyric, formic and propionic acids at concentrations of 12.5, 25.0, 50.0 and 100.0 
mmol L-1, all based on the pH of the solution. The graphs were created by the authors using the data of the mole-
cular weight and pH of each acid and the Henderson-Hasselbalch equation, all quoted by Samaniego-Gaxiola and 
Pedroza-Sandoval (2013).

in its non-ionized or dissociated form (VFAsni) 
can be represented as CH3CCOH, whereas in its 
ionized form, (VFAsi) as CH3CCO- + H+, and one 
or another will predominate based on the pH of the 
medium in which it is found; the principles and 
calculations to determine the ionized non-ionized 
forms are detailed by Samaniego-Gaxiola and 
Pedroza-Sandoval (2013). The concentration of 
VFAsni in the soil solution decreases dramatically 
as the pH becomes less acidic; Figure 3 indicates 
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en su forma no ionizada (tóxica), mientras que 25 
mmol L-1 de ácido butírico a pH 4.5 genera 15.4 
mmol L-1; es decir, la acidificación de una unidad 
(de 5.5 a 4.5) permitiría usar cuatro veces menos de 
ácido butírico que acético con similar generación 
de AGVsni. Cabe señalar, que cada AGVs tiene di-
ferente comportamiento en función del pH, parti-
cularmente el ácido fórmico (Figura 3); asimismo, 
la toxicidad de V. dahliae y P. omnivora murieron 
en función del tipo, concentración y el tiempo de 
su exposición a los AGVs (Samaniego-Gaxiola y 
Balagurusamy, 2013; Tenuta et al., 2002).   
 
Propuesta, AGVs modificando el pH. Desde 
1969, Goepfert e Hicks (1969) demostraron que 
al acidificar con HCl el medio que contenía AGVs 
únicamente moría la bacteria Salmonella typhi-
murium; recientemente, Samaniego-Gaxiola et al. 
(2018) registraron la muerte de los esclerocios de 
P. omnivora solo sí se acidificaba con H2SO4 una 
solución obtenida del suelo tratado para DRS y que 
contenía AGVs. Por tanto, en condiciones de cam-
po, la adición de algún ácido fuerte después de dos 
a siete días de iniciado el proceso de DRS muy pro-
bablemente incremente la toxicidad de los AGVs, 
y consecuentemente, la muerte de los organismos 
susceptibles que se desee eliminar o disminuir su 
población. En el laboratorio, se determinó la can-
tidad de H2SO4 necesario para ajustar el pH ~4 en 
suelos con DRS (Samaniego-Gaxiola et al., 2018). 
Datos adicionales se muestran en este estudio, 
adaptados de Estupiñán-Herrera et al. (2010) don-
de se indujo cambios de pH en suelo adicionado 
con fructosa e inundación, posterior a ello, dismi-
nuciones adicionales del pH ~4 añadiendo H2SO4, 
Figura 4 A-D.        
   

De la Figura 4, se demuestra que el pH puede 
bajar ~4. Una agenda a investigar que propone-
mos, sería evaluar el cambio de pH~4 después de 

the concentration of four VFAsni based on the pH. 
The behavior of the VFAs is crucial to understand 
its toxicity for organisms. For example, 100 mmol 
L-1 of acetic acid, with a pH of 5.5 generates 
approximately 13.7 mmol L-1 in its non-ionized 
form (toxic), whereas 25 mmol L-1 of butyric acid 
at a pH of 4.5 generates 15.4 mmol L-1; in other 
words, the acidification of one unit (from 5.5 to 
4.5) results in the use of four times less butyric than 
acetic acid with a similar production of VFAsni. 
It is worth pointing out that each VFAs has a 
different behavior based on the pH and particularly 
formic acid (Figure 3); likewise, the toxicity of V. 
dahliae and P. omnivora died based on the type, 
concentration and the time of exposure to the VFAs 
(Samaniego-Gaxiola and Balagurusamy, 2013; 
Tenuta et al., 2002).   
Figure 3. Non-ionized forms of acetic, butyric, 
formic and propionic acids at concentrations of 
12.5, 25.0, 50.0 and 100.0 mmol L-1, all based on 
the pH of the solution. The graphs were created by 
the authors using the data of the molecular weight 
and pH of each acid and the Henderson-Hasselbalch 
equation, all quoted by Samaniego-Gaxiola and 
Pedroza-Sandoval (2013). 
   
Proposal, VFAs modified by the pH. In 1969, 
Goepfert and Hicks (1969) proved that only when 
acidifying with HCl the medium that contained 
VFAs, Salmonella typhimurium bacteria died; 
recently, Samaniego-Gaxiola et al. (2018) 
registered the death of the P. omnivora sclerotia 
only when acidifying with H2SO4 a solution 
obtained from the soil treated for RSD that 
contained VFAs. Therefore, under field conditions, 
addition of a strong acid after 2 to 7 days of starting 
the RSD process may very likely increase the 
toxicity of VFAs, and consequently kill susceptible 
organisms that one wants to eliminate or reduce. In 
the laboratory, we determined the amount of H2SO4 
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la DRS al adicionar H2SO4; hacerlo en distintos ti-
pos de suelo en campo, utilizando varios insumos, 
y determinando la viabilidad de los fitopatógenos. 
Asumiendo que un suelo una vez que alcanzó su 
máximo descenso de pH después de la DRS, que 
puede saturarse con agua en un 25 % de su vo-
lumen, entonces se requerirían alrededor de 3.3 
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Figura 4. A-D. Cambios en el pH y cantidades de H2SO4 necesarias para ajustar el pH ~4 después de adicionar fructosa en 
suelo e inundar. A. Cambio de pH con distintas dosis de fructosa añadida al suelo inundado. B. Disminución de 
siete veces (seis ciclos) el pH ~4 añadiendo H2SO4 (flechas) a las soluciones del suelo, las soluciones provienen del 
día cuatro de la Figura 4A. C. Cantidad acumulada (uL) de H2SO4 adicionado por siete veces para ajustar el pH 
~4, lo que corresponden con las flechas de la Figura 4B. D. Tiempo de retorno del pH después de ajustarlo con el 
ácido a ~4, para las soluciones del día cuatro de la Figura 4A. Adaptado de Estupiñán-Herrera et al. (2010).

Figure 4. A-D. Changes in pH and amounts of H2SO4 needed to adjust the pH ~4 after adding fructose to the soil and flood-
ing it. A. Change in pH with different doses of fructose added to the flooded soil. B. Sevenfold reduction (six cycles) 
of the pH ~4 adding H2SO4 (arrows) to the soil solutions; solutions come from day 4 of Figure 4A. C. Accumulated 
amount (uL) of H2SO4 added sevenfold to adjust the pH ~4, which corresponds to the arrows in Figure 4B. D. Time 
of return of the pH after adjusting it with the acid to ~4, for the solutions of day 4 of Figure 4A. Adapted from 
Estupiñán-Herrera et al. (2010).
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D

required to adjust the pH ~4 in soils with RSD 
(Samaniego-Gaxiola et al., 2018). Additional data 
are shown in this study, adapted from Estupiñán-
Herrera et al. (2010), where changes in pH were 
induced in soil with added fructose and flooding, 
followed by additional reductions of the pH ~4 by 
adding H2SO4, Figure 4 A-D.
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toneladas de H2SO4 para ajustar el pH ~4; todo ello 
extrapolando a una hectárea los datos de la Figura 
4C, los complementarios de Estupiñán-Herrera et 
al. (2010) y Samaniego et al. (2018). 

Uso de otros compuestos y/o AGVs directamen-
te. Durante la DRS, además de los AGVs, distintos 
compuestos letales para fitopatógenos en el suelo 
se han detectado y otros compuestos volátiles más 
que se han destacado por inhibir a fitopatógenos 
(van Agtmaal et al., 2015). Por tanto, la DRS po-
dría incrementar su eficiencia y eficacia al combi-
narla con la adición de los compuestos letales ya 
conocidos y aquellos por determinar. Algunos de 
esos compuestos podrían adicionarse justo después 
de que el pH y POR alcancen su máximo cambio.

En la DRS además de los AGVs se pueden for-
mar compuestos biosidas como los isotiocianatos y 
nitrilos que son productos del hidrólisis (en el suelo) 
de los glucosinolatos, éstos últimos son metabolitos 
secundarios contenidos en las especies de plantas 
de la familia Brassicaceae, producidos en el suelo 
tanto en la biofumigación como en la DRS (Blok 
et al., 2000; Ríos-Castaño, 2017). Los iones Fe2+ y 
Mn2+ en agua en una condición reductiva alcanza-
da por la DRS, fueron letales para F. oxysporum, 
aunque Momma et al. (2011) sugiere confirmar e 
indagar el mecanismo por el que los iones tienen tal 
efecto. De acuerdo al pH alcalino o ácido del suelo, 
los AGVs pueden continuar descomponiéndose en 
compuestos igualmente letales para fitopatógenos 
en el suelo; a pH ácido y alcalino se formarán ácido 
nitroso y amoniaco, respectivamente (Lazarovits et 
al., 2005; Tenuta y Lazarovits, 2002).

Los AGVs pueden estar presentes en grandes 
cantidades en medios como excretas líquidas de 
cerdo, las emulsiones de pescado procesado in-
dustrialmente y otras fuentes (Abbasi et al., 2009; 
Samaniego-Gaxiola y Pedroza-Sandoval, 2013; 

Figure 4 shows that the pH can fall to ~4. An 
agenda to investigate what we propose would be 
to evaluate the change in pH~4 after RSD when 
adding H2SO4; to do it in different types of soil in 
the field, using several inputs, and to determine 
the feasibility of the plant pathogens. Assuming 
that a soil type, after having reached its greatest 
reduction in pH after RSD, can be saturated with 
water in 25% of its volume, it would require 
around 3.3 tons of H2SO4 to adjust the pH ~4; all 
this, extrapolating to the data in Figure 4C to one 
hectare, complementary to Estupiñán-Herrera et al. 
(2010) and Samaniego et al. (2018). 

Direct use of other compounds and/or VFAs. 
During the RSD, along with the VFAs, different 
compounds, lethal to the plant pathogens in the 
soil, have been found, along with other volatile 
compounds that have stood out for inhibiting 
pathogens (van Agtmaal et al., 2015). Therefore, 
the RSD may increase its efficiency and efficacy in 
combination with the addition of the known lethal 
compounds which are still to be determined. Some 
of these compounds may be added immediately 
after the pH and the ORP reach their maximum 
change.

In the RSD, along with VFAs, biocidal 
compounds may be formed, such as isothiocyanates 
and nitriles, which are products of hydrolysis (in 
the soil) of the glucosinolates, the latter of which 
are secondary metabolites contained in the plant 
species of the Brassicaceae family, produced in the 
soil, both in biofumigation and in the RSD (Blok 
et al., 2000; Ríos-Castaño, 2017). Fe2+ and Mn2+ 
ions in water in a reductive condition reached by 
the RSD were lethal to F. oxysporum, although 
Momma et al. (2011) suggest the confirmation 
and investigation of the mechanism that give these 
ions such an effect. Depending on the alkalinity or 
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Tenuta et al., 2002); por tanto, su uso potencial a 
partir de dichas fuentes. Adicionalmente, AGVs 
podrían generarse en suelo o solución acuosa utili-
zando melaza, para su uso posterior. En experimen-
tos de nuestra autoría, utilizando la metodología de 
Samaniego-Gaxiola et al. (2018) y donde se mez-
claron melaza, agua y suelo, o melaza y agua, fue-
ron medidos el pH y el POR cómo se muestran en 
la Figura 5; el pH y el POR cambiaron de manera 
esperada, si bien, no se determinaron las cantida-
des de AGVs, de cualquier manera, es de esperar 
la formación de AGVs al mezclar melaza en suelo 
y/o agua. 

Una modalidad de la DRS es el uso de etanol 
(Momma et al., 2010). También podría utilzarse los 
ácidos acético, fórmico y otros de manera directa en 
suelo previamente saturado, como para incrementar 
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Figura 5. Tratamientos donde se registraron cambios de pH y POR (mV). El suelo, agua corriente y melaza, permanecieron 
20 min en autoclave antes de mezclarlos ; suelo, agua destilada y melaza permanecieron 20 min en 
autoclave antes de mezclarlos ; suelo, agua corriente y melaza se mezclaron ; suelo, 
agua destilada y melaza se mezclaron ; mezcla de agua corriente y melaza ; mezcla de 
agua destilada y melaza . Cuando se utilizó suelo, agua y melaza fue 150 g, 90 ml y 1% v/v (agua-
melaza), respectivamente; y cuando se utilizó agua más melaza se utilizó 90 ml y 1% v/v, respectivamente. La 
autoclave estuvo a ~121 °C y 280 kPa.

Figure 5. Treatments which registered changes in pH and ORP (mV). The soil, tap water and molasses were kept in an au-
toclave for 20 min before mixing ; soil, distilled water and molasses were kept in ; soil, 
tap water and molasses were mixed ; soil, distilled water and molasses were mixed ; 
mixture of tap water and molasses ; mixture of distilled water and molasses . When us-
ing soil, water and molasses, it was 150 g, 90 ml and 1% v/v (water-molasses), respectively; and when using water 
and molasses, we used 90 ml and 1% v/v, respectively. The autoclave was kept at ~121 °C and 280 kPa.

acidity of the soil, VFAs may continue decomposing 
in compounds equally lethal for plant pathogens in 
the soil; in an acid and alkaline pH, nitrous acid and 
ammonia will be formed, respectively (Lazarovits 
et al., 2005; Tenuta and Lazarovits, 2002).

VFAs may be present in large amounts in media 
such as pig slurry, the emulsions of industrially 
processed fish and other sources (Abbasi et al., 
2009; Samaniego-Gaxiola and Pedroza-Sandoval, 
2013; Tenuta et al., 2002); therefore, its potential 
use from previously mentioned sources. In 
addition, VFAs may be generated in the soil or 
aqueous solutions using molasses for later use. 
In earlier experiments carried out by us, using the 
method by Samaniego-Gaxiola et al. (2018) and 
where molasses, water and soil, or molasses and 
water were mixed, the pH and ORP were measured 
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o complementar los efectos de la DRS, tal es el 
caso de la patente en trámite solicitada por He et 
al. (2012). La distribución de AGVs también se ha 
realizado por el sistema de riego (Rosskopf et al., 
2014). 

El pH ácido, inducido por DRS, podría utilizarse 
para incrementar la toxicidad de fungicidas o pes-
ticidas convencionales, es decir, combinar ambas 
prácticas, e incluso una práctica adicional podría 
ser la adición de un ácido fuerte posterior a la DRS 
y uso de pesticidas. Al respecto, se determinó que 
en solución amortiguador a pH 4 (base de acetato-
ácido acético) y 1000 ppm del fungicida Propico-
nazole (Tilt ®), los esclerocios de P. omnivora mu-
rieron en 20 min hasta en un 60%; bajo la misma 
condición, pero a pH 7 se necesitó de 72 horas para 
que los esclerocios murieran en similar porcenta-
je (Samaniego-Gaxiola, 2008). Asimismo, la DRS 
se ha utilizado combinándola con la solarización, 
como una alternativa para sustituir la fumigación 
con Bromuro de Metilo (Butler et al., 2014).

Inoculación de suelo y planta con otros orga-
nismos después de la DRS. Numerosos cambios 
biológicos se han reportado después de la DRS, 
como la aparición de antagonistas de los fitopa-
tógenos, aumento del ciclo de nutrimentos, ma-
yor crecimiento de los cultivos, la disminución de 
los índices de diversidad de bacterias y hongos y 
la aparición de microrganismos dominantes, todo 
con respecto a suelos sin DRS (Huang et al., 2015, 
2016; Hewavitharana y Mazzola, 2016; Liu et al., 
2016). Después de la DRS, se ha registrado el es-
tablecimiento de manera espontánea o inducida de 
especies de Trichoderma colonizando fitopatóge-
nos como P. omnivora y Sclerotium rolfsii (Sama-
niego-Gaxiola et al., 2018; Shrestha et al., 2013); 
pero también, el restablecimiento de fitopatógenos 
previamente eliminados, tal es el caso de Fusarium 
oxysporum f. sp. niveum y Monosporascus en un 

as shown in Figure 5; the pH and the ORP changed 
as expected, although the amounts of VFAs were 
not determined. Regardless of this, the formation 
of VFAs is expected when mixing molasses in soil 
and/or water.

A way to induce RSD is the use of ethanol 
(Momma et al., 2010). Acetic, formic, and other 
acids could also be used directly in previously 
saturated soil to increase or complement the effects 
of the RSD, as in the case of the patent pending 
requested by He et al. (2012). The distribution of 
VFAs has also been carried out with the system of 
irrigation (Rosskopf et al., 2014). 

The acidic pH, induced by the RSD, could 
be used to increase the toxicity of conventional 
fungicides or pesticides, i.e., combining both 
practices, and even an additional practice could be 
the addition of a strong acid after RSD and use of 
pesticides. In this regard, it was determined that in 
a buffer solution at a pH of 4 (base of acetate-acetic 
acid) and 1000 ppm of the fungicide Propiconazole 
(Tilt ®), the P. omnivora sclerotia died in 20 min by 
up to 60%; under the same condition, but at a pH of 
7, 72 hours were required for the sclerotia to die in 
a similar percentage (Samaniego-Gaxiola, 2008). 
Likewise, the RSD has been used in combination 
with solarization as an alternative to substitute 
dusting with methyl bromide (Butler et al., 2014).

Inoculation of soil and plant with other organisms 
after RSD. Several biological changes have 
been reported after RSD, such as the appearance 
of antagonists of plant pathogens, an increase in 
nutrient cycles, an increase in crop growth, the 
reduction of the diversity of bacteria and fungi, 
and the appearance of dominant microorganism, 
all of this regarding soils without RSD (Huang 
et al., 2015, 2016; Hewavitharana and Mazzola, 
2016; Liu et al., 2016). After RSD, we recorded the 
spontaneous or induced establishment of species 
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segundo ciclo del cultivo de sandía Citrullus la-
natus (Liu et al., 2018). Sin embargo, después de 
la DRS, la inoculación al suelo, semillas y plántu-
las con especies de Trichoderma u otros hongos y 
bacterias, probablemente tendría efectos benéficos 
para el control de enfermedades de plantas; particu-
larmente al evaluar bacterias obtenidas de la DRS 
que muestren antagonismo hacia fitopatógenos 
(Ueki et al., 2017, 2018), los endofíticos de Tricho-
derma, bacterias y otros hongos (Druzhinina et al., 
2011; Eljounaidi et al., 2016: Santoyo et al., 2016).
Una gran cantidad de compuestos tóxicos para los 
fitopatógenos y benéficos para las plantas son pro-
ducidos por bacterias y hongos en el suelo tanto in 
vitro como en la DRS (Hayat et al., 2010; Hewavi-
tharana et al., 2014; Siddiquee et al. 2012); tanto los 
compuestos como los microrganismos, después de 
la DRS, podrían seguir evaluándose, introducién-
dolos o favoreciendo su producción para el control 
de los fitopatógenos. Por ejemplo, de Trichoderma 
harzianum se detectaron 258 compuestos volátiles, 
con 50 % de abundancia de ácido acético cuando la 
extracción para su detección se realizó con metanol 
(Siddiquee et al. 2012), es decir, se podría investi-
gar sí el hongo es capaz de producir este ácido en 
cantidad significativa posterior a una DRS.       

Aplicaciones prácticas de la DRS. Los cultivos 
próximos a rastrear, como la alfalfa en su último 
año de cultivo; residuos de cultivo como los cerea-
les; la poda del césped; residuos de cosecha como 
los rueznos de la nuez pecanera; así como materia-
les orgánicos abundantes en cada región de Méxi-
co, son algunas de las múltiples fuentes de Carbono 
que se podrían usar y evaluar para una DRS.

Habrá que considerar para una evaluación en 
particular, la temperatura a la que la DRS es más 
efectiva, y aunque está poco estudiada, tempe-
raturas del suelo de 17 a > 30 °C ha funcionado 

of Trichoderma colonizing pathogens such as 
P. omnivora and Sclerotium rolfsii (Samaniego-
Gaxiola et al., 2018; Shrestha et al., 2013); but 
also the reestablishment of previously eliminated 
pathogens such as Fusarium oxysporum f. sp. 
niveum and Monosporascus in a second cycle of 
the watermelon crop Citrullus lanatus (Liu et al., 
2018). Moreover, after RSD, the inoculation of soil, 
seeds and seedlings with species of Trichoderma, or 
other fungi, and bacteria may have beneficial effects 
in the control of plant diseases; particularly when 
evaluating bacteria obtained from the RSD that 
show antagonism towards phytopathogens (Ueki et 
al., 2017, 2018), the endophytes of Trichoderma, 
bacteria and other fungi (Druzhinina et al., 2011; 
Eljounaidi et al., 2016: Santoyo et al., 2016).

A large amount of compounds, toxic to plant 
pathogens and beneficial to plants, are produced by 
bacteria and fungi in the soil, both in vitro and in 
the RSD (Hayat et al., 2010; Hewavitharana et al., 
2014; Siddiquee et al. 2012); both the compounds 
and the microorganisms, after the RSD, may 
continue to be evaluated, introducing them or 
promoting their production for the control of 
pathogens. For example, 258 volatile compounds 
of Trichoderma harzianum were found, with 
an abundance of 50% of acetic acid when the 
extraction for their detection was carried out using 
methanol (Siddiquee et al. 2012), i.e., it is possible 
to investigate if the fungus is capable of producing 
this acid in a significant amount after an RSD.       

Practical applications of the RSD. The next 
crops to be studied, such as alfalfa in its last year 
of planting, residues of crops such as cereals, grass 
trimmings, residues of crops such as pecan shells, 
as well as organic materials abundant in each 
region of Mexico, are some of the multiple sources 
of carbon that could be used and evaluated for an 
RSD. 
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satisfactoriamente (Shennan et al., 2014; Yossen et 
al., 2008). Los tipos de materia orgánica y sus can-
tidades son también factores que afectan la DRS, 
de manera general, se necesitan 4 mg de Carbono 
por cada gramo de suelo (4 mg g-1), lo que equi-
vale a 2 Kg m-2 de paja de arroz/suelo (salvado) 
(Serrano-Pérez et al., 2017). El carbono orgánico 
fácilmente oxidado (CFO) es una forma altamente 
apropiada para incorporarse al suelo y provocar una 
exitosa DRS. Por ejemplo, la glucosa y la cascarilla 
de trigo tienen 276 y 122 g Kg-1 de CFO, respecti-
vamente, pero la primera induce los cambios más 
grandes y efectividad de la DRS para controlar a 
Fusarium oxysporum (Liu et al., 2016). Composta 
de estiércol (11 Mg ha-1) no fue efectiva para indu-
cir los cambios típicos de la DRS y no controló a R. 
solani y Pratylenchus penetrans (Hewavitharana y 
Mazzola, 2016); entretanto, estiércol y otros tipos 
de materia orgánica descompuestos en condiciones 
aerobias han tenido efectos inconsistentes y algu-
nas veces han favorecido fitopatógenos como R. 
solani (Bonanomi et al., 2007). Por tanto, no se ha 
determinado que estiércol (maduro o composteado) 
induzcan DRS, aunque evaluaciones adicionales 
podrían determinar que si lo puede ser.

Es importante mencionar que los AGVs se pier-
den por volatilización y degradación microbiana, 
como ocurrió entre uno a dos días a concentracio-
nes hasta ~ 500 mmol L-1 contenido en estiércoles 
frescos de cerdo y ganado lechero (Kirchmann & 
Lundvall, 1993); sin embargo, cuando el suelo tiene 
un suministro constante de AGVs su degradación 
puede retrasarse meses (Hrapovic y Rowe, 2002). 
Consecuentemente, el uso y aplicación continua de 
excretas frescas de ganado que contengan AGVs 
podría evaluarse, tomando en cuenta sí bacterias 
patógenas de animales y humanos sobreviven.

En los últimos 10 años, la investigación en la 
DRS se ha enfocado en mejorar su eficiencia, pero 
en México aún falta por evaluarse en distintos 

For a particular evaluation, it may be worth 
considering the temperature at which RSD is most 
effective, and although it is scarcely studied, soil 
temperatures of 17 to > 30 °C have worked in a 
satisfactory manner (Shennan et al., 2014; Yossen 
et al., 2008). The types of organic matter and their 
amounts are also factors that have an effect on the 
RSD; in general terms, 4 mg of carbon are required 
for every gram of soil (4 mg g-1), which is equal to 2 
Kg m-2 of rice hay/soil (bran) (Serrano-Pérez et al., 
2017). Easily oxidized organic carbon (EOC) is a 
highly appropriate method that can be incorporated 
to the soil and could lead to a successful RSD. For 
example, glucose and wheat hay have 276 and 122 
g Kg-1 of EOC, respectively; the former induces the 
greatest changes and effectiveness of RSD to control 
Fusarium oxysporum (Liu et al., 2016). Manure 
compost (11 Mg ha-1) was not effective to induce the 
typical changes of the RSD and did not control R. 
solani and Pratylenchus penetrans (Hewavitharana 
and Mazzola, 2016); meanwhile, manure and other 
types of organic matter decomposed in aerobic 
conditions have had inconsistent effects, and have 
occasionally favors phytopathogens such as R. 
solani (Bonanomi et al., 2007). Currently, manure 
(mature or composted) has not consistently showed 
induction of RSD, although additional approaches 
have to be explored.  

It is important to mention that VFAs are lost 
by volatilization and microbial degradation, as it 
occurred from one to two days with concentrations 
of up to ~ 500 mmol L-1 contained in fresh pig and 
dairy cow manures (Kirchmann & Lundvall, 1993); 
however, when the soil has a constant supply of 
VFAs, its degradation could be delayed for months 
(Hrapovic and Rowe, 2002). Consequently, the 
constant use and application of fresh cattle slurry 
containing VFAs could be evaluated, taking into 
account whether or not pathogenic animal and 
human bacteria survive.  
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cultivos, suelos y fitopatógenos. No obstante, la 
DRS podría ser particularmente útil en la zona sur 
de México, en donde la lluvia es abundante y los 
suelos son ácidos, ambos factores favorables para 
la DRS.

En el Cuadro 2, se ejemplifican algunos insu-
mos utilizados para generar la DRS y el control de 
organismos. Ésta información, puede servir como 
base para evaluarse en suelos, donde cultivos son 

Cuadro 2. Insumos utilizados para inducir la DRS, para controlar organismos perjudiciales para cultivos agrícolas.
Table 2. Inputs used to induce RSD to control harmful organisms to agricultural crops.

Insumos  Cantidades Organismos a controlar Cultivo Referencia

Brassica oleracea 
y Lolium perenne.

5 y 8 Mg/ton peso seco 
para Brassica y Lolium, 
respectivamente. 

F. oxysporum f. sp. asparagi, V. 
dahliae y Rhizoctonia solani Ninguno (suelo) Blok et al. 2000.

Paja de trigo 1-1.6 % (paja-suelo, p/p) F. oxysporum f. sp. lycopersici and 
Ralstonia solanacearum Ninguno (suelo) Momma et al., 2006.

Melaza 13.9-27.7 m3 ha-1 Nematodos Tomate Di Gioia et al., 
2016.

Melaza 8.2 Mg ha-1 Macrophomina phaseolina F. 
oxysporum Fresa Rosskopf et al., 

2014
Pajas de trigo y 
arroz, etanol, orujo 
de uva, residuos de 
cebolla, pasta de 
mostaza. 

~ 9 Mg ha-1 como 
carbono contenido, 
excepto el etanol, 
aplicado (1%).

V. dahliae Ninguno (suelo)

Etanol

Paja de arroz

Etanol

B. junacea

2-0.5% (v/v), 50-200 
L m-2

4.9 Mg ha-1

8.9 kL ha-1

4.9 Mg ha-1

Bacterias, hongos, malezas y 
nematodos 

Hortalizas (8)

Frutas (4)
Shennan et al., 2014.

Césped

Paja de arroz

B. junacea

Hasta Mg ha-1

4.4 Mg ha-1

4.4 Mg ha-1

Pratylenchus penetrans y R. solani

 
Manzano Hewavitharana y 

Mazzola, 2016.

Paja de arroz 

Pasta de B. 
junacea 

Orujo de uva 

Residuos de 
cebada fermentada  

2 kg m-2

2 kg m-2

4 kg m-2

3.5  kg m-2

Phytophthora  nicotianae Pimiento Serrano-Pérez et al., 
2017.

For the last 10 years, investigation on RSD has 
focused on improving its efficiency, although in 
Mexico, it is yet to be evaluated in different crops, 
soils and phytopathogens. However, the RSD could 
be particularly useful in southern Mexico, where 
rainfalls are abundant and soils are acidic, both of 
which are favorable factors for RSD.

Table 2 shows examples of inputs used to 
generate RSD and the control of organisms. This 
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afectados negativamente por organismos. La Fi-
gura 6, muestra algunos aspectos de DRS en la 
alfalfa, nogal e higuera que actualmente están en 
evaluación.

CONCLUSIONES

La DRS tiene un enorme potencial de uso en 
México, debido a las grandes extensiones de ce-
reales cultivados, a partir de los cuales se pueden 
obtener las fuentes de Carbono necesarias. Adicio-
nalmente, el re-uso de plástico negro convencional 
y la posible adaptación a sistemas de riego sub-su-
perficiales, pueden complementar esta tecnología; 
particularmente, la DRS es altamente rentable en 
cultivos de invernadero. La melaza es otra fuente 
de Carbono sumamente económica en algunas re-
giones de México, así como la disponibilidad de 
excretas de cerdos y ganado. De esta manera, la 
DRS tiene la ventaja de poder usar una gran diver-
sidad de fuentes de Carbono en comparación con la 
biofumigación.

Figura 6. Izquierda, plástico en parcela experimental cubriendo suelo después de aplicar melaza para inducir DRS, en 
donde posteriormente se estableció alfalfa. Centro, Melaza adicionada en suelo en microparcela en donde se sem-
braría nueces de nogal. Derecha, plástico cubriendo suelo donde se aplicó melaza, donde previamente murió una 
higuera atacada por P. omnivora.

Figure 6. Left, plastic in experimental field covering the soil after applying molasses to induce RSD, where alfalfa was 
later planted. Center, molasses added on soil in micro plot where chestnut trees were to be planted. Right, plastic 
covering soil on which molasses were added, and where a fig tree died previously by a P. omnivora.

information could serve as a basis to be evaluated 
in soils, where organisms negatively affect crops. 
Figure 6 shows some aspects of RSD in alfalfa, 
chestnut and fig trees that are currently being 
evaluated.  

CONCLUSIONS

RSD has an enormous potential for use in 
Mexico, due to the large extensions of cereal 
planted, from which necessary sources of carbon 
can be obtained. In addition, reusing regular black 
plastic and the possible adaptation of sub-surface 
irrigation may complement this technology; in 
particular, RSD is highly profitable in greenhouse 
crops. Molasses are another very cheap source of 
carbon in some areas of Mexico, along with the 
availability of pig and cattle slurry. In this way, 
RSD has the advantage of being able to use a large 
diversity of carbon sources in comparison with 
biofumigation.  
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Resumen. En el estado de Guerrero, México, los 
begomovirus Okra yellow mosaic Mexico virus 
(OYMMV) y Whitefly-asssociated begomovirus 3 
(WfaBV3) se han encontrado asociados al cultivo de 
jamaica (Hibiscus sabdariffa L.). El objetivo de este 
estudio fue conocer si OYMMV y WfaBV3 pueden 
infectar malezas presentes en cultivos comerciales 
de esta especie y si se transmiten por semilla. En 
2016, se recolectaron plantas de jamaica y malezas 
con síntomas de amarillamiento y mosaico en 
Guerrero. Se extrajo DNA total y se realizó PCR 
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Abstract. In the state of Guerrero, Mexico, the 
begomoviruses Okra yellow mosaic Mexico virus 
(OYMMV) and Whitefly-associated begomovirus 
3 (WfaBV3) have been found in association with 
roselle (Hibiscus sabdariffa L.). The objective 
of this study was to determine if OYMMV and 
WfaBV3 can infect weeds commonly found in 
roselle commercial crops and if they are seed-
transmitted. Roselle plants and weeds showing 
yellowing and mosaic were collected in Guerrero in 
2016. Using universal primers for begomoviruses 
and specific primers for the 18s rRNA gene as an 
internal control, total DNA was analyzed by PCR. 
Begomovirus positive samples were later analyzed 
with primers specific for OYMMV and WfaBV3. 
One hundred of the roselle and weed seeds 
collected from symptomatic plants was analyzed 
for begomoviruses by PCR; 100 seeds from each 
roselle cultivar and 40 seeds from each weed were 
planted in seedling beds. Young leaves of roselle 
seedlings were analyzed by PCR after circular 
DNA amplification by the Rolling Circle. The 
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con iniciadores universales para begomovirus y 
específicos para el gen 18s rRNA como control 
interno. Las muestras positivas se analizaron 
posteriormente con iniciadores específicos para 
OYMMV y WfaBV3. Cien semillas de jamaica y 
de malezas que presentaban síntomas se analizaron 
por PCR para begomovirus; cien semillas de cada 
cultivar de jamaica y 40 semillas de cada maleza 
se sembraron en almácigos para obtener plántulas. 
Hojas jóvenes de las plántulas de jamaica se 
analizaron por PCR después de la amplificación 
de DNA por círculo rodante. En plantas maduras 
de jamaica se detectó a WfaBV3 y OYMMV. En 
Sida collina, S. aggregata, S. acuta, S. haenkeana y 
Malacra fasciata se detectó al OYMMV en planta 
madura, semilla y plántulas. Este es el primer 
reporte de cuatro nuevos hospedantes del OYMMV 
y su transmisión por semilla.

Palabras clave: Hibiscus sabdariffa, Okra 
yellow mosaic Mexico virus, Whitefly-associated 
begomovirus 3, amplificación por círculo rodante.    

La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es afectada 
por virus del género Begomovirus (Geminiviridae), 
los cuales poseen un genoma circular de DNA, 
monopartita (DNA-A) o bipartita (DNA-A y 
DNA-B), infectan una amplia gama de especies 
vegetales y se transmiten por un complejo de especies 
crípticas de mosca blanca (Bemisia tabaci) (Brown 
et al., 2015). Entre las especies de begomovirus 
asociadas a jamaica se encuentran: Cotton leaf curl 
Multan virus (CLCuV), Mesta yellow vein mosaic 
virus (MeYVMV), Hibiscus variegation virus 
(HiVV, nombre provisional) ( Hernández-Zepeda 
et al., 2007; Chatterjee  y Ghosh, 2008; Muhammad 
et al., 2017) y Okra yellow mosaic Mexico virus 
(OYMMV). Este último se reportó recientemente 
en el estado de Guerrero, México, asociado con el 

WfaBV3 and OYMMV were detected in roselle 
mature plants and in the weed species Sida collina, 
S. aggregata, S. acuta, S. haenkeana and Malacra 
fasciata, OYMMV was detected in mature plants, 
in seeds and in seedlings. This is the first report of 
four new hosts for OYMMV and its transmission 
by seed.

Keywords: Hibiscus sabdariffa, Okra yellow 
mosaic Mexico virus, Whitefly-associated 
begomovirus 3, Rolling Circle Amplification.

Roselle (Hibiscus sabdariffa L.) is known to 
be affected by viruses in the genus Begomovirus 
(Geminiviridae), which possess a circular 
monopartite (DNA-A) or a bipartite DNA genome 
(DNA-A and DNA-B), infect a wide range of plant 
species and are transmitted by a complex of cryptic 
species of  whiteflies (Bemisia tabaci) (Brown et 
al., 2015). Among the begomovirus species that 
have been reported in association with roselle are: 
Cotton leaf curl Multan virus (CLCuV), Mesta 
yellow vein mosaic virus (MeYVMV), Hibiscus 
variegation virus (HiVV, provisional name) 
(Hernández-Zepeda et al., 2007; Chatterjee and 
Ghosh, 2008; Muhammad et al., 2017) and Okra 
yellow mosaic Mexico virus (OYMMV). The latter 
was recently reported in the state of Guerrero, 
Mexico in association with yellowing of roselle 
at incidences of up to 90 to 100 % (Velázquez et 
al., 2016). This virus was also detected in Abutilon 
permolle, Corchorus siliquosus and Sida acuta 
in Yucatán, Mexico (Hernández-Zepeda et al., 
2007). In addition to infecting cultivated plants, 
begomoviruses can also infect weeds. Weeds are 
a potential reservoir of economically important 
viruses and different host weeds are crucial in the 
epidemiology of begomoviruses (Prajapat et al., 
2014); additionally, several of them can transmit 
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amarillamiento de la jamaica con incidencias del 
90 al 100%  (Velázquez et al., 2016). Este virus 
también fue detectado en Abutilon permolle, 
Corchorus siliquosus y Sida acuta en Yucatán, 
México (Hernández-Zepeda et al., 2007). Además 
de infectar especies cultivadas, los begomovirus 
también pueden infectar malezas. Las malezas son 
un reservorio potencial de virus económicamente 
importantes y varias de ellas son cruciales en la 
epidemiología de los begomovirus (Prajapat et al., 
2014); además, varias pueden transmitir virus por 
semilla (Dikova, 2005; Sharman et al., 2009). Sweet 
potato leaf curl virus (SPLCV, un virus de DNA) 
en camote dulce (Ipomoea batatas) (Kim et al., 
2015), Mung bean yellow mosaic virus (MYMV, un 
virus de DNA) en Vigna mungo (Kothandaraman 
et al., 2016) y el Tomato yellow leaf curl virus 
(TYLCV, un virus de DNA) en tomate (Solanum 
lycopersicum) (Kil et al., 2016) son transmitidos por 
semilla. En Guerrero, una alta incidencia de plantas 
de jamaica con amarillamiento o mosaico estuvo 
asociada con la infección de OYMMV (Velázquez 
et al., 2016) y Whitefly-associated begomovirus 
3, respectivamente, ambos con genoma bipartita. 
Asimismo, diferentes malezas asociadas al cultivo 
presentaban amarillamiento pero se desconoce 
si son hospedantes de estos begomovirus o si se 
transmiten por semilla. Por lo anterior, el propósito 
de este estudio fue determinar si los begomovirus 
detectados en plantas de jamaica también se 
encuentran en las malezas asociadas al cultivo y si 
se transmiten por semilla. En agosto y noviembre 
de 2016 se recolectaron plantas de  tres cultivares 
de jamaica con síntomas de amarillamiento o 
mosaico de un cultivo comercial en Guerrero, 
México. También se recolectaron malezas que 
se encontraban en el interior o en la periferia del 
cultivo que mostraban amarillamiento y distorsión 
foliar. Como testigo también se colectaron plantas 
asintomáticas de jamaica y malezas; estas últimas 

viruses by seed (Dikova, 2005; Sharman et al., 
2009). Sweet potato leaf curl virus (SPLCV, a DNA 
virus) in sweet potato (Ipomoea batatas) (Kim et 
al., 2015), Mung bean yellow mosaic virus (MYMV, 
a DNA virus) in Vigna mungo (Kothandaraman 
et al., 2016) and of Tomato yellow leaf curl virus 
(TYLCV, a DNA virus)  in tomato (Solanum 
lycopersicum) (Kil et al., 2016) are transmitted by 
seed. In Guerrero, a high incidence of roselle plants 
showing yellowing or mosaic were infected with 
OYMMV (Velázquez et al., 2016) and Whitefly-
associated begomovirus 3, respectively, both with 
bipartite genome. Additionally, different weeds 
associated to the crop show yellowing but it is 
unknown if they are hosts of these begomoviruses 
or if they are transmitted by seed. The purpose 
of this study was to determine if begomoviruses 
detected in roselle plants are also found in weeds 
associated to the crop and if they are transmitted 
by seed. During August and November of 2016, 
roselle plants of three cultivars with yellowing 
or mosaic symptoms were collected from a 
commercial field in Guerrero, Mexico. Weeds 
showing yellowing and foliar distortion were also 
collected from inside and on the periphery of the 
field. Asymptomatic plants of both roselle and the 
weeds were collected as controls, and weeds were 
identified at the species level. Total nucleic acids 
were extracted from young roselle and weed leaves 
with Concert ™ Plant RNA Reagent (Cat. 12322-
012, Invitrogen) according to the manufacturer’s 
instructions. Universal primers for begomoviruses 
Av494 (5’-GCCYATRTAYAGRAAGCCMAG-3’) 
and Ac1048 (5’-GGRTTDGARGCATGHG 
TACATG-3’) were used to amplify a 550 bp 
fragment of the protein coat (CP) gene (Wyatt and 
Brown 1996). The reaction mixture consisted of 
2 μL of reaction buffer (5X Green GoTaq®), 0.6 μL 
of MgCl2 (25 mM), 0.2 μL of dNTPs (10 mM), 
0.55 μL (10 μM) of each begomovirus primer, 
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se identificaron a especie. Se extrajeron ácidos 
nucleicos totales de hojas jóvenes de jamaica y 
malezas con el reactivo  Concert ™ Plant RNA 
Reagent (Cat. 12322-012, Invitrogen) de acuerdo 
con las instrucciones del fabricante. Se utilizaron 
los iniciadores universales para begomovirus 
Av494 (5’-GCCYATRTAYAGRAAGCCMAG-3’) 
y Ac1048 (5’-GGRTTDGARGCATGHGTAC 
ATG-3’) para amplificar un fragmento de 550 pb de 
la cubierta proteica (CP) (Wyatt y Brown 1996). La 
mezcla de reacción consistió en 2 μL de buffer de 
reacción (5X Green GoTaq®), 0.6 μL de MgCl2 (25 
mM), 0.2 μL de dNTPs (10 mM), 0.55 μL (10 μM) 
de cada iniciador, 0.05 μL (10 μM) de cada iniciador 
del gen 18s rRNA utilizado como indicador de la 
efectividad de la PCR que amplifican un fragmento 
de 844pb (Gambino y Gribaudo 2006), 4.9 μL de 
agua ultra pura, 0.1 μL de GoTaq® DNA Polymerase 
(5U/μL PROMEGA) y 1 μL de ácidos nucleicos 
totales (20 ng / μL) en un volumen final de 10 μL. 
La PCR se realizó con las siguientes condiciones: 
desnaturalización inicial a 95 °C/4 min, seguida de 
30 ciclos a 95 °C/1 min, 55 °C/2 min, 72 °C/1 min y 
una extensión final de 72 °C/10 min. Los productos 
obtenidos de PCR se secuenciaron (Macrogen 
Inc., Corea), las secuencias fueron editadas con el 
programa DNA baser (http://www.dnabaser.com/
index.html) y se compararon con las de la base 
de datos del GenBank®. Las muestras de jamaica 
y malezas positivas a begomovirus por PCR se 
sometieron a un segundo análisis con iniciadores 
específicos para  WfaBV3 y OYMMV utilizando 
la secuencia de la CP de cada virus (KT099127.1 y 
HM035059.1). Con el programa Primer-blast tool 
del NCBI se diseñaron los iniciadores específicos 
VEM-3-F 5’-AGTCCTACGAGCAACGTCAC-3’/
VEM-3-R 5’-TCTCGTACTTCGCAGCTTCC-3’ y 
OYMMV-F 5’-AAAGGTGAGCCGCAATGC TA-
3’/ OYMMV-R 5’- GTCGCGTAGGTCGTTCT 
TCA-3’, que amplifican un fragmento de 438 y 

0.05 μL (10 μM) of each 18s rRNA gene primer that 
amplify an 844bp fragment as an indicator of PCR 
effectiveness (Gambino and Gribaudo 2006), 4.9 μL 
ultra-pure water, 0.1 μL GoTaq® DNA Polymerase 
(5U/μL PROMEGA) and 1 μL DNA (20 ng / μL) 
in a final volume of 10 μL. PCR was done with 
the following conditions: initial denaturation at 95 
°C/4 min, followed by 30 cycles at 95 °C/1 min, 
55 °C/2 min, 72 °C/1 min and a final extension of 
72 °C/10 min. The PCR products obtained were 
sequenced (Macrogen Inc., Korea), the sequences 
were edited with DNA baser (http://www.dnabaser.
com/index.html) and they were compared with 
those from the GenBank® database. The samples of 
roselle and weeds positive to begomovirus by PCR 
were subjected to a second analysis with specific 
primers for WfaBV3 and OYMMV by using the 
sequence of the CP of each virus (KT099127.1 
and HM035059.1). Specific primers were 
designed with the NCBI primer-blast tool: VEM-
3-F 5’-AGTCCTACGAGCAACGTCAC-3’/
VEM-3-R 5’-TCTCGTACTTCGCAGCTTCC-3’ 
and OYMMV-F 5’-AAAGGTGAGCCGCAA 
TGCTA-3’/ OYMMV-R 5’- GTCGCGTAGG 
TCGTTCTTCA-3’, which amplified a product 
size of 438 and 463 bp, respectively. The reaction 
mixture consisted of 2 μL reaction buffer (5X 
Green GoTaq®), 0.6 μL of MgCl2 (25 mM), 0.2 μL 
of dNTPs (10 mM), 0.6 μL (10 μM) of each primer, 
4.9 μL of ultra-pure water, 0.1 μL of GoTaq® DNA 
Polymerase (5U/μL PROMEGA) and 1 μL of DNA 
(20 ng/μL) in a final volumen of 10 μL. PCR was 
performed as follows: initial denaturation at 95 °C/5 
min, 40 cycles at 95 °C/30 s, 57 °C/30 s, 72 °C 
/30 s and a final extension cycle of 72 °C/5 min 
for both viruses. Three samples of roselle positive 
to OYMMV and three positive to WfaBV3, as 
well as five weeds positive to OYMMV were 
sequenced (Macrogen Inc., Korea). To corroborate 
the specificity of the viruses, tomato plants infected 
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463 pb, respectivamente. La mezcla de reacción 
consistió en 2 μL de buffer de reacción (5X Green 
GoTaq®), 0.6 μL de MgCl2 (25 mM), 0.2 μL de 
dNTPs (10 mM), 0.6 μL (10 μM) de cada iniciador, 
4.9 μL de agua ultra pura, 0.1 μL de GoTaq® 
DNA Polymerase (5U/μL PROMEGA) y 1 μL 
de DNA (20 ng/μL) en un volumen final de 10 
μL. El programa de PCR para ambos virus fue el 
siguiente: desnaturalización inicial a 95 °C/5 min, 
seguida de 40 ciclos a 95 °C/30 s, 57 °C/30 s, 72 °C 
/30 s y un ciclo de extensión final de 72 °C/5 min. 
Tres muestras de jamaica positivas al OYMMV 
y tres positivas al WfaBV3, así como cinco 
malezas positivas al OYMMV fueron secuenciadas 
(Macrogen Inc., Corea). Para corroborar la 
especificidad de los iniciadores diseñados, plantas 
de tomate infectadas con el Tomato severe leaf curl 
virus y plantas de chile infectadas con el Pepper 
golden mosaic virus o Pepper huasteco yellow 
vein virus respectivamente, se analizaron mediante 
PCR con VEM-3-F/VEM-3-R y OYMMV-F/
OYMMV-R. Se recolectaron y analizaron semillas 
de cada uno de los tres cultivares de jamaica y de 
cinco especies de malezas positivas a begomovirus 
de la siguiente manera: a) Se extrajeron ácidos 
nucleicos totales de 10 muestras de semillas de 
cada cultivar de jamaica (10 semillas por muestra) 
y cuatro muestras de semillas de cada maleza (10 
semillas por muestra) y se analizaron por PCR con 
los iniciadores universales para begomovirus como 
se describió anteriormente. Asimismo, la semilla 
de maleza se analizó por PCR con iniciadores 
específicos para OYMMV. b) Se sembraron 100 
semillas de cada cultivar de jamaica y 40 semillas 
de cada una de las cinco malezas en charolas que 
contenían suelo estéril. Para evitar la contaminación 
de algún virus presente en la testa, las semillas se 
desinfestaron superficialmente con hipoclorito de 
sodio al 10% y se enjuagaron con agua destilada 
(Kim et al., 2015). Las charolas se mantuvieron 

with Tomato severe leaf curl virus and pepper plants 
infected with either Pepper golden mosaic virus or 
Pepper huasteco yellow vein virus, respectively, 
were analyzed by PCR with both VEM-3-F/VEM-
3-R and OYMMV-F/OYMMV-R. Seeds from 
each of three roselle cultivars and from five weed 
species tested positive to begomoviruses were 
collected and analyzed as follows: a) Total nucleic 
acids were extracted from 10 seed samples of each 
roselle cultivar (10 seeds per sample) and four 
seed samples of each weed (10 seeds per sample 
too) and analyzed by PCR with universal primers 
for begomoviruses as previously described. In 
addition, the weed seed was analyzed with specific 
primers for OYMMV.  b) One hundred seeds from 
each roselle cultivar and 40 seeds from each of the 
five weeds were planted in trays containing sterile 
soil. To avoid contamination by a virus present on 
the seed coat, seeds were surfaced sterilized with 
10% sodium hypochlorite and rinsed with distilled 
water (Kim et al., 2015). The trays were kept at 
27º C and a 16 h photoperiod (Albrechtsen 2006). 
As controls, 200 seeds of each roselle cultivar were 
sown from roselle plants that were negative to 
begomoviruses. Three months after seeding, young 
leaves were harvested and total nucleic acids were 
extracted from ten of seedlings of each roselle 
cultivar. In the case of the weeds, young leaves 
of ten seedlings of each of the five species were 
randomly selected at 40 days after seeding. Roselle 
and weed seedlings were analyzed by PCR with 
universal primers for begomoviruses as described 
previously. Additionally, young leaves of weeds 
seedlings were analyzed with specific primers to 
OYMMV. Extraction of total nucleic acids from 
seeds and seedlings was performed according to 
Dellaporta et al. (1983), with some modifications. 
The products were sequenced, edited and compared 
with those at the GenBank® database as previously 
described.  Total nucleic acids from young leaves 
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a 27 °C con un fotoperiodo de16 h (Albrechtsen 
2006). Como testigo, se sembraron 200 semillas 
de cada cultivar de jamaica colectadas de plantas 
sanas. Tres meses después de la siembra, se 
recolectaron hojas jóvenes de 10 plántulas de cada 
cultivar de jamaica y se extrajeron ácidos nucleicos 
totales. En el caso de las malezas, se colectaron 
hojas jóvenes de diez plántulas seleccionadas 
al azar de cada una de las cinco especies 40 días 
después de la siembra. Las plántulas de jamaica 
y de malezas se analizaron mediante PCR con 
iniciadores universales para begomovirus como 
se describió anteriormente. Además, las hojas 
jóvenes de plántulas de malezas se analizaron 
con iniciadores específicos para OYMMV. La 
extracción de ácidos nucleicos totales de semillas 
y plántulas se realizó de acuerdo con Dellaporta 
et al. (1983), con algunas modificaciones. Los 
productos se secuenciaron, editaron y compararon 
con los de la base de datos del GenBank® de la 
manera antes indicada. Los ácidos nucleicos totales 
de las hojas jóvenes de las plántulas de jamaica se 
sometieron a amplificación por círculo rodante con 
el kit TempliPhi 100 Amplification® (Amersham 
Biosciences) siguiendo las instrucciones del 
fabricante con el fin de enriquecer el DNA circular 
que pudiera estar presente y se verificó mediante 
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.

En total se recolectaron 34 plantas de jamaica 
con amarillamiento o mosaico y 10 asintomáticas así 
como seis malezas con amarillamiento y distorsión 
foliar (Figura 1) y seis sin síntomas. Todas las 
plantas de jamaica con síntomas amplificaron el 
fragmento esperado (550 pb) para begomovirus y 
26 de ellas tuvieron una similitud de 97-98% con 
el Whitefly-associated begomovirus 3 (WfaBV3) 
(números de acceso MF632074, MF632075, 
MF632076 y MF632077). Estas 26 plantas de 
jamaica con síntomas se analizaron también por 
PCR con los iniciadores VEM-3-F/VEM-3-R y 

of roselle seedlings were subjected to RCA with 
the TempliPhi 100 Amplification® kit (Amersham 
Biosciences) following the manufacturer’s 
instructions with the purpose of enriching the 
circular DNA that could be present and verified by 
0.8% agarose gel electrophoresis.

A total of 34 roselle plants with yellowing or 
mosaic and 10 with no symptoms were collected. 
Additionally, six weeds with yellowing and foliar 
distortion (Figure 1) and six with no symptoms were 
collected. All symptomatic roselle plants amplified 
the expected fragment (550 bp) for begomovirus and 
26 of them had a similarity of 97-98% with Whitefly-
associated begomovirus 3 (WfaBV3) (Accession 
number MF632074, MF632075, MF632076 and 
MF632077). These 26 symptomatic roselle plants 
were analyzed by PCR with VEM-3-F/VEM-3-R 
primers and all amplified the expected product of 
438 bp. Sequence of the latter (Accession number 
MH090700) had a similarity of 98% with Whitefly-
associated begomovirus 3. Rosario et al. (2015) 
reported this begomovirus in Bemisia tabaci and 
it was named VEM-begomovirus 3 because it 
had not previously been detected in plant species, 
however, the name of this species at the present 
time accepted by the ICTV is Whitefly-associated 
begomovirus 3. The remaining eight plants showed 
a 93-94% similarity with OYMMV (Accession 
number MF315084, MF315085, MF315086 and 
MF315087). These eight symptomatic roselle 
plants were analyzed by PCR with OYMMV-F/
OYMMV-R primers and all amplified the 
expected product of 463 bp. Sequence of the latter 
(Accession number MH090684) had a similarity 
of 92% with OYMMV, a virus previously reported 
by Velázquez et al. (2016) in roselle cultivars in 
the same area. In the case of begomoviruses it has 
been established that a sequence with a similarity ≥ 
91% with the whole genome or part of the DNA-A 
component, it means that it is the same species, 
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todas amplificaron el producto esperado de 438 
pb. La secuencia de este último (número de acceso 
MH090700) tuvo una similitud del 98% con el 
Whitefly-associated begomovirus 3. Rosario et al. 
(2015) reportaron este begomovirus en Bemisia 
tabaci y lo denominaron VEM-begomovirus 3 
ya que no se había detectado previamente en 
plantas, sin embargo, el nombre de esta especie 
actualmente aceptado por el ICTV es Whitefly-
associated begomovirus 3. Las ocho plantas 
restantes mostraron una similitud del 93-94% 
con el OYMMV (número de acceso MF315084, 
MF315085, MF315086 y MF315087). Estas ocho 
plantas de jamaica se analizaron mediante PCR 
con los iniciadores OYMMV-F / OYMMV-R 

whereas if it has a similarity <91% then it should 
be considered a new species (Brown et al., 2015). 
The CP gene is the most highly conserved gene in 
the family Geminiviridae (Wyatt and Brown 1996). 
This gene sequence, which effectively predicts 
discrete strains, species, and taxonomic lineages of 
begomoviruses, has been accepted by the ICTV as 
a desirable marker for virus identity when a full-
length genomic sequence is not available (Brown et 
al., 2001). There was no amplification with primers 
VEM-3-F/VEM-3R and OYMMV-F/OYMMV-R 
in the tomato sample infected with Tomato severe 
leaf curl virus nor in the pepper plants infected 
with Pepper golden mosaic virus and Pepper 
huasteco yellow vein virus, respectively. Roselle 

Figura 1. Síntomas de malezas asociadas al cultivo de jamaica. A) Sida acuta, B) S. haenkeana, C) S. collina, D) S. aggregata, E, 
F) Malachra fasciata.

Figure 1. Symptoms in weeds associated to a roselle crop. A) Sida acuta, B) S. haenkeana, C) S. collina, D) S. aggregata, E, F) 
Malachra fasciata.
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y todas amplificaron el producto esperado de 
463 pb. La secuencia de este último (número de 
acceso MH090684) tuvo una similitud de 92% 
con OYMMV, un virus reportado previamente por 
Velázquez et al. (2016) en el cultivo de jamaica 
en la misma zona de estudio. En el caso de los 
begomovirus, se ha establecido que la secuencia de 
una especie con una similitud ≥91% con todo el 
genoma o parte del componente DNA-A, significa 
que se trata de la especie en cuestión, mientras 
que si se tiene una similitud <91%, entonces debe 
considerarse una especie nueva (Brown et al., 2015). 
El gen de la CP es el mejor conservado de la familia 
Geminiviridae (Wyatt y Brown 1996) y permite 
discriminar efectivamente variantes, especies y 
otras categorías taxonómicas de begomovirus, 
por lo que ha sido aceptada por el ICTV como 
una referencia confiable para identificar un virus 
cuando no se dispone de la secuencia completa 
de su genoma (Brown et al., 2001). No hubo 
amplificación con los iniciadores VEM-3-F/VEM-
3R y OYMMV-F/OYMMV-R en plantas de tomate 
infectadas con el Tomato severe leaf curl virus ni 
en plantas de chile infectadas con el Pepper golden 
mosaic virus y Pepper huasteco yellow vein virus, 
respectivamente. Las plantas de jamaica positivas 
a OYMMV inicialmente mostraron clorosis en 
la nervadura y luego un mosaico amarillo que 
cubrió toda la hoja. En el caso de las plantas de 
jamaica positivas a WfaBV3, siempre se observó 
un mosaico que se hizo más evidente con el tiempo. 
Se identificaron seis especies de malezas asociadas 
a jamaica pertenecientes a dos familias, siendo la 
familia Malvaceae la que tuvo el mayor número 
de especies: Sida aggregata K., S. collina S., S. 
haenkeana (C.) Presl., S. acuta Burm. f., Malachra 
fasciata Jacq. y Euphorbia heterophylla L. Estos 
resultados son similares a los reportados en otros 
estudios en los que se han encontrado diferentes 
begomovirus asociados con malezas que pertenecen 

plants positive to OYMMV initially showed venial 
chlorosis and then a yellow mosaic that covered 
the entire leaf surface. In the case of the roselle 
plants positive for WfaBV3, a mosaic was always 
observed and it became more evident over time. Six 
weed species belonging to two families associated 
with roselle were identified, with the Malvaceae 
family having the highest number of species: Sida 
aggregata K., S. collina S., S. haenkeana (C.) 
Presl., S. acuta Burm. f., Malachra fasciata Jacq. 
and Euphorbia heterophylla L. These results are 
similar to those reported in other studies in which 
different begomoviruses associated with weeds 
belonging to the Malvaceae family have been found 
(Hernandez-Zepeda et al., 2007; Nascimento et al., 
2016). The expected fragment for begomoviruses 
(550 bp) was amplified from all symptomatic weed 
samples, as well as that of the 18s rRNA gene 
(844 bp) used as the internal control; the latter is 
essential for the detection of false negatives, DNA 
degradation or presence of inhibitors in the PCR 
(Gambino and Gribaudo 2006). In Sida aggregata, 
S. collina, S. haenkeana, S. acuta and Malachra 
fasciata expected PCR product of 463 bp obtained 
with primers OYMMV-3-F/OYMMV-3-R was 
observed (Data not shown) and their sequences 
were 93 to 95 % similar for OYMMV. In Euphorbia 
heterophylla the begomovirus Euphorbia mosaic 
virus was detected. From the positive weeds to 
OYMMV, only Sida acuta had previously been 
reported as a host of this virus (Hernandez-Zepeda 
et al., 2007), while, S. aggregata, S. collina, S. 
hankeana and Malacra fasciata are reported for 
the first time as hosts. Most of the weeds have a 
high adaptability to the environment and several 
of them, have been reported as hosts of a large 
number of begomoviruses and they are considered 
an important factor in epidemiological studies 
(Prajapat et al., 2014). In addition, to know the 
range of alternative virus hosts is essential for 
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a la familia Malvaceae (Hernández-Zepeda et 
al., 2007; Nascimento et al., 2016). El fragmento 
esperado para begomovirus (550 pb) se obtuvo en 
todas las muestras de malezas con síntomas, así 
como el del fragmento del gen 18s rRNA  (844 
pb) utilizado como control interno; este último 
es esencial para la detección de falsos negativos, 
degradación del DNA o presencia de inhibidores 
de la PCR. (Gambino y Gribaudo 2006). En Sida 
aggregata, S. collina, S. haenkeana, S. acuta y 
Malachra fasciata se obtuvo el producto esperado 
de PCR de 463 pb con los iniciadores OYMMV-
3-F / OYMMV-3-R (datos no mostrados) y sus 
secuencias tuvieron de 93 a 95% de similitud con 
el OYMMV. En Euphorbia heterophylla se detectó 
al begomovirus Euphorbia mosaic virus. De las 
malezas positivas al OYMMV, solo Sida acuta 
se había reportado previamente como hospedante 
de este virus (Hernandez-Zepeda et al., 2007), 
mientras que S. aggregata, S. collina, S. hankeana y 
Malacra fasciata se reportan por primera vez como 
hospedantes. La mayoría de las malezas tienen una 
alta adaptabilidad al ambiente y varias de ellas 
se han reportado como hospedantes de un gran 
número de begomovirus por lo que se consideran 
un factor importante en estudios epidemiológicos  
(Prajapat et al., 2014). Además, conocer la gama 
de hospedantes alternos de virus es esencial para 
diseñar estrategias efectivas de manejo (Kai-Shu 
et al., 2011).  La transmisión del OYMMV por 
semilla de malezas favorece su permanencia en 
campo y las plántulas que se originan de ellas son 
un reservorio potencial para colonias de moscas 
blancas virulíferas en las primeras etapas del cultivo. 
Ninguna de las especies de malezas analizadas en 
el presente estudio fue positiva a WfaBV3 a pesar 
de que este virus se detectó en plantas de jamaica 
con mosaico. Es posible que WfaBV3 esté limitado 
al género Hibiscus, como en el caso de SPLCV 
que se encontró únicamente en plantas del género 

designing effective virus management strategies 
(Kai-Shu et al., 2011).  Transmission of OYMMV 
by seed of weeds favoring its continous permanence 
in the field and seedlings originated from them 
are a potential reservoir for viruliferous whitefly 
colonies in the early stages of the crop. None of 
the weed species analyzed in the present study was 
positive to WfaBV3 though this virus was detected 
in roselle plants with mosaic. It is possible that 
WfaBV3 might be limited to the Hibiscus genus, 
like in the case of SPLCV, which was found only 
in plants of the Ipomoea genus from a total of 111 
species belonging to 30 families (Kai-Shu et al., 
2011). WfaBV3 and OYMMV were not detected 
by PCR in the different roselle cultivars in both 
seeds and seedlings and only amplification of the 
18s rRNA gene was obtained, so false negatives 
or the presence of PCR inhibitors were excluded. 
No amplification was obtained by RCA, which 
supports the previous results of non-transmission of 
these begomoviruses by roselle seed. These results 
differ from those obtained for the begomoviruses 
Sweet potato leaf curl virus and Mung bean yellow 
mosaic virus that were detected in asymptomatic 
seedlings by PCR; however, in the field such 
seedlings may be permissive and act as a source 
of inoculum for the infection of healthy seedlings 
(Kim et al., 2015; Kothandaraman et al., 2016). 
OYMMV was detected in seed of Sida aggregata 
(Accession MF632078, MH090690), S. collina 
(Accession MF632079, MH090691), S. haenkeana 
(Accession MF632080, MH090692), Sida acuta 
(Accession MF632081, MH090693) and Malachra 
fasciata (Accession MF632082, MH090694) 
with both universal primers for begomoviruses 
and specific primers for OYMMV. OYMMV was 
detected by PCR with OYMMV-3-F/OYMMV-
3-R primers in seedlings of the five weed species in 
different relative rate (positive seedlings/analyzed 
seedlings; Accession number): Sida aggregata 
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Ipomoea de un total de 111 especies pertenecientes 
a 30 familias (Kai-Shu et al., 2011). WfaBV3 y 
OYMMV no se detectaron por PCR en semilla y 
plántulas de los diferentes cultivares de jamaica y 
sólo se obtuvo la amplificación del segmento del 
gen 18s rRNA, por lo que se descarta la posibilidad 
de falsos negativos o la presencia de inhibidores de 
PCR. No se obtuvo ninguna amplificación a partir 
de ACR, lo que respalda los resultados anteriores 
de la no transmisión de estos begomovirus por 
semilla de jamaica. Estos resultados difieren de los 
obtenidos para los begomovirus Sweet potato leaf 
curl virus y Mung bean yellow mosaic virus que se 
detectaron por PCR en plántulas asintomáticas; sin 
embargo, en campo, éstas pueden ser permisivas 
y actuar como una fuente de inóculo para la 
infección de plántulas sanas (Kim et al., 2015; 
Kothandaraman et al., 2016). El OYMMV fue 
detectado en semilla de Sida aggregata (número 
de acceso MF632078, MH090690), S. collina 
(número de acceso MF632079, MH090691), 
S. haenkeana (número de acceso MF632080, 
MH090692), Sida acuta (número de acceso 
MF632081, MH090693) y Malachra fasciata 
(número de acceso MF632082, MH090694) 
con iniciadores universales para begomovirus 
y específicos para OYMMV. El OYMMV se 
detectó por PCR con los iniciadores OYMMV-3-F/
OYMMV-3-R en plántulas de las cinco especies 
de malezas en diferentes tasas relativas (plántulas 
positivas/plántulas analizadas; número de acceso): 
Sida aggregata (3/10; MH090695) S. collina (2/10; 
MH090696), S. haenkeana (1/10; MH090697), 
Sida acuta (5/10; MH090698) y Malachra 
fasciata (1/10; MH090699) y no se observaron 
síntomas en ellas. De manera similar, las plántulas 
asintomáticas de Ipomoea batatas y Vigna mungo 
fueron positivas para Sweet potato leaf curl virus y 
Mung bean yellow mosaic virus, respectivamente 
(Kim et al., 2015; Kothandaraman et al., 2016). La 
detección de OYMMV en semillas y plántulas de 

(3/10; MH090695), S. collina (2/10; MH090696), 
S. haenkeana (1/10; MH090697), Sida acuta 
(5/10; MH090698) and Malachra fasciata (1/10; 
MH090699) and no symptoms were observed 
in them. Similarly, asymptomatic seedlings of 
Ipomoea batatas and Vigna mungo were positive 
for Sweet potato leaf curl virus and Mung bean 
yellow mosaic virus, respectively (Kim et al., 
2015; Kothandaraman et al., 2016). Detection 
of OYMMV in seed and seedlings of five weed 
species suggests that this virus is inside the seed 
and it can be transmitted from one generation to 
another through the embryo (Kim et al., 2015). It 
is known that many viruses that are transmitted 
by seed do so only in certain plant species and not 
others, such as the TYLCV that is transmitted by 
seed of Solanum lycopersicum (Kil et al., 2016) 
but not of Nicotiana benthamiana (Rosas-Diaz et 
al., 2017). The latter could explain the detection 
of OYMMV in weed seeds but not in roselle 
WfaBV3 was detected in roselle plants exhibiting 
mosaics, whereas OYMMV was associated to 
plants showing yellow mosaics. Five species of 
Malvaceae considered as weeds were identified to 
harbor OYMMV and it was transmitted by seed in 
all them. WfaBV3 was not detected in weeds and 
there was no transmission of this virus or OYMMV 
to roselle seeds nor seedlings. To our knowledge, 
this is the first report of four new weed hosts of 
OYMMV and its transmission by seed.

End of the English version

cinco especies de malezas sugiere que este virus 
está dentro de la semilla y puede transmitirse de una 
generación a otra a través del embrión (Kim et al., 
2015). Se sabe que muchos virus transmitidos por 
semilla lo hacen solo en ciertas especies de plantas 
y no en otras, como el TYLCV que se transmite por 
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semilla de Solanum lycopersicum (Kil et al., 2016) 
pero no de Nicotiana benthamiana (Rosas- Díaz et 
al., 2017). Lo anterior podría explicar la detección 
de OYMMV en semillas de malezas pero no en 
semillas de jamaica.

WfaBV3 se detectó en plantas de jamaica 
con mosaico, mientras que OYMMV se asoció 
con plantas que mostraban mosaicos amarillos. 
Se identificaron cinco especies de Malvaceae 
consideradas como malezas infectadas por 
OYMMV y éste se transmitió por semilla en todas 
ellas. WfaBV3 no se detectó en malezas y no hubo 
transmisión de este virus ni del OYMMV en semilla 
ni plántulas de jamaica. Este es el primer reporte de 
cuatro nuevas malezas hospedantes de OYMMV y 
de su transmisión por semilla.
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Resumen. Es posible que exista tolerancia al vi-
rus de la mancha anular del papayo (PRSV-p) en 
plantas nativas de Carica papaya. Se evaluó la res-
puesta de 13 accesiones (Acc) de papayo nativo y 
la variedad Maradol roja respecto a la incidencia 
y severidad del PRSV-p, inoculado con el insecto 
vector Aphis nerii, y su relación con el manejo de 
la planta observado durante su colecta. Las Acc se 
colectaron en estado silvestre, en traspatio o culti-
vadas. A los tres meses de edad se inocularon las 
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Abstract. Tolerance to the papaya ring spot virus 
(PRSV-p) may exist in native Carica papaya plants. 
The response of 13 native papaya accessions (Acc) 
and the commercial variety Red Maradol to the 
incidence and severity of the PRSV-p, inoculated 
with the vector insect Aphis nerii, and their relation 
with the observed plant management during their 
collection were evaluated. Acc were collected in 
the wild, in backyards or in production fields. Three 
months old-plants were infected with the virus. 
Disease incidence and severity were measured nine 
times weekly. Acc 203 and 205 showed the lowest 
disease severity index (1.0), followed by 147a 
and 60 (both with 1.7), 94a (2.0) and 197a (2.2); 
Acc 64a (2.5) and 150 (2.8) reached intermediate 
severity, followed by 65 and 210b (with 3.3), and by 
80, 169 and 188a (with 4.3). Red Maradol variety 
showed the highest severity index (4.8). In relation 
to the management in which plants were collected, 
mean severity in Acc coming from the wild was 
significantly lower (P=0.032) than in Red Maradol, 
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plantas con el virus. Se evaluó semanalmente la in-
cidencia y severidad en nueve ocasiones. Las Acc 
203 y 205 mostraron el menor índice de severidad 
(1.0), seguidas de 147a y 60 (con 1.7), 94a (2.0) y 
197a (2.2); las Acc 64a (2.5) y 150 (2.8) alcanzaron 
una severidad intermedia, seguidas de la 65 y 210b 
(con 3.3), y de 80, 169 y 188a (con 4.3). La var. 
Maradol roja presentó el mayor índice de severidad 
(4.8). La severidad promedio en las Acc colectadas 
en manejo silvestre fue significativamente menor 
(P = 0.032) que en Maradol roja, aunque no fue 
diferente en las Acc que provenían de manejo de 
plantaciones cultivadas o de traspatio. Es posible 
que entre las Acc silvestres se encuentren genes de 
tolerancia al PRSV-p.

Palabras clave: incidencia, severidad, tolerancia, 
áfidos.

El papayo (Carica papaya L.) es un frutal ori-
ginario de Centroamérica y del Sur de México, 
aunque su área de domesticación no se ha defini-
do completamente (Fuentes y Santamaría, 2014). 
La introducción de la variedad (var) Maradol en 
México desplazó y puso en riesgo de extinción a 
los genotipos nativos que carecen de propiedades 
adecuadas para el mercado, pero que presentan di-
versidad de caracteres, entre los que se encuentran 
el cera, mamey y coco, comercializados en mer-
cados locales (Villanueva-Jiménez et al., 2015); 
en estado silvestre se puede colectar al papayo de 
monte o pajarito (Romero, 2013). El germoplasma 
de papayo nativo no se ha evaluado a profundidad, 
especialmente la susceptibilidad al virus de la man-
cha anular (PRSV-p), Potyvirus que reduce entre 5 
y 100% el rendimiento, impide el crecimiento de la 
planta y afecta drásticamente el tamaño y calidad 
del fruto. Este virus es transmitido de manera no 

although they were not different from Acc coming 
from cultivated orchards or from backyards. It is 
possible that PRSV-p tolerance genes might be 
found in wild Acc.

Key words: incidence, severity, tolerance, aphids.

Papaya (Carica papaya L.) is originally from 
Central America and southern Mexico, although its 
area of domestication has not been entirely defined 
(Fuentes and Santamaría, 2014). Introduction of 
Maradol variety (var) in Mexico displaced and put 
at risk of extinction those native genotypes that lack 
adequate properties for the market, but displaying 
character diversity, including “cera”, “mamey” 
and “coco”, sold in local markets (Villanueva-
Jiménez et al., 2015); in the wild is still possible 
to find “papaya de monte” or “pajarito” (Romero, 
2013). Native papaya germplasm has not been 
evaluated in depth, especially their susceptibility 
to the papaya ring spot virus (PRSV-p), Potyvirus 
that reduces yield between 5 and 100%, hinders 
plant growth and drastically affects fruit size and 
quality. This virus is transmitted in a non-persistent 
manner by aphids (Hemiptera: Aphididae), being 
Myzus persicae, Aphis gossypii and A. nerii some 
of the most important (Villanueva-Jiménez et al., 
2015; Hernández-Castro et al., 2015). The Papaya 
Network of the National System for Plant Genetic 
Resources for Food and Agriculture (SINAREFI, 
2017) rescues native Mexican germplasm in which 
material tolerant to PRSV-p may exist. Therefore, 
the objective posed was to evaluate the response 
of 13 accessions (Acc) of native papaya trees and 
the red Maradol var regarding the incidence and 
severity of the PRSV-p, inoculated with the vector 
insect A. nerii, and its relation to plant management 
during its collection. 
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persistente por áfidos (Hemiptera: Aphididae), en-
tre los que resaltan Myzus persicae, Aphis gossypii 
y A. nerii. (Villanueva-Jiménez et al., 2015; Her-
nández-Castro et al., 2015). La Red Papaya del Sis-
tema Nacional de Recursos Fitogenéticos para la 
Alimentación y la Agricultura (SINAREFI (2017) 
rescata el germoplasma nativo de México, en el que 
pudiera existir material tolerante al PRSV-p. Por 
tanto, se planteó como objetivo evaluar la respues-
ta de 13 accesiones (Acc) de papayo nativo y la var 
Maradol roja respecto a la incidencia y severidad 
del PRSV-p, inoculado con el insecto vector A. ne-
rii, y su relación con el manejo de la planta durante 
su colecta.

 
Material utilizado. Las Acc originales las colectó 
el Dr. Catarino Ávila Reséndiz (†), ex coordinador 
de la Red Papaya del SINAREFI (2017). El Cen-
tro de Conservación de Semillas Ortodoxas Sur 
Sureste de la Red proveyó un número limitado de 
semillas de estas colectas. Por ser recalcitrantes, 
estas semillas presentan problemas de germinación 
después de periodos prolongados de conservación. 
Se obtuvo un bajo número de individuos por acce-
sión, por lo que se utilizaron las Acc que produje-
ron al menos tres plantas. El Cuadro 1 presenta las 
características de cada accesión y el tipo de mane-
jo en que fueron colectadas. Además, se utilizó la 
var Maradol roja de Semillas del Caribe®, por ser 
la más cultivada en México. La semilla se remojó 
por 48 h con cambios de agua cada 8 h, y en ácido 
giberélico 0.1% por 12 h; se colocaron sobre una 
franela húmeda estéril (15 x 20 cm) doblada, a 
35 °C y 80 % de humedad relativa. Las que germi-
naron, se sembraron en charolas con mezcla (1:1) 
de Peat Moss® y suelo rico en materia orgánica. Las 
plántulas se mantuvieron en malla sombra (75%), 
se regaron y trasplantaron a macetas (20 x 15 cm); 
al desarrollar entre 8 y 10 hojas verdaderas se pa-
saron al invernadero del Campus Veracruz, Colegio 

Material used. The original Acc were collected 
by Dr. Catarino Ávila Reséndiz (†), ex coordinator 
of the Papaya Network of SINAREFI (2017). 
Network´s South Southeast Orthodox Seed 
Conservation Center provided a limited number 
of seeds from these collections. Being recalcitrant, 
these seeds face germination problems after 
extended periods of conservation. We obtained 
a low number of individuals per accession, and 
therefore used the Acc that produced at least 
three plants. Table 1 presents the characteristics 
of each accession and the type of management 
in which they were collected. In addition, the var 
Red Maradol by Semillas del Caribe® was used, 
since it is the most widely grown in Mexico. Seeds 
were soaked for 48 h, replacing water every 8 h, 
and in gibberellic acid 0.1% for 12 h; they were 
placed on a folded sterilized moist cloth (15 x 20 
cm) at 35 °C and 80 % relative humidity. Those 
that germinated were grown in trays with a mixture 
(1:1) of Peat Moss® and soil rich in organic matter. 
Seedlings were kept under a shade screen (75 %), 
irrigated and transplanted into pots (20 x 15 cm); 
after growing 8 to 10 true leaves, they were taken 
to a greenhouse at the Colegio de Postgraduados, 
Campus Veracruz. PRSV-p was obtained from 
papaya leaves gathered in a commercial orchard 
in Jamapa, Veracruz, Mexico. The presence of the 
pathogen was confirmed with RT-PCR, technique 
for the extraction of RNA from PRSV-p, with 
retrotranscription to generate complementary DNA 
and PCR with reverse transcriptase, performed 
using the Zymo Research® RNA extraction kit, as 
indicated by the manufacturer. RT-PCR was carried 
out in a Multigene and Labnet® thermocycler 
with the Promega RT-PCR System ®: PRSV-p 
CP region was amplified with 3F and 11R primers 
described by Noa-Carrazana et al. (2006). Aphids 
(A. nerii) from a virus-free culture were placed on 
leaves with PRSV-p for an acquisition period of 45 
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de Postgraduados. El PRSV-p se obtuvo de hojas 
de papayo colectadas en una huerta comercial en 
Jamapa, Veracruz, México. La presencia del pa-
tógeno se confirmó mediante la técnica RT-PCR 
para extracción del RNA del PRSV-p, con retro-
tanscripción para generar DNA complementario 
y PCR con transcriptasa reversa, el cual se realizó 
con el kit de extracción de RNA Zymo Research®, 
según indicaciones del fabricante. La RT-PCR se 
realizó en un termociclador Multigene y Labnet® 
con el producto de Promega RT-PCR System®: se 
amplificó la región CP del PRSV-p con primer 3F 
y 11R descrito por Noa-Carrazana et al. (2006). Se 
colocaron áfidos (A. nerii) provenientes de una co-
lonia libres de virus en hojas con PRSV-p por un 
período de adquisición de 45 a 55 s (Gonsalves et 
al., 2010; Osorio-Acosta et al., 2010). Se pasaron 
10 áfidos a cada una de 13 plantas sanas de papayo 
Maradol, se mantuvieron durante 2 h, y se elimina-
ron manualmente. Veinte días después se confirmó 
la eficiencia de la transmisión mediante RT-PCR, 
en muestras de hoja de cada planta. Se utilizaron 
diez plantas positivas al PRSV-p como fuente de 
inóculo.

Ensayo de invernadero. El ensayo se estableció 
con tres plantas por Acc o var, las que se inocularon 
tres veces con áfidos infectivos con la metodolo-
gía de Osorio-Acosta el al. (2010). 1ª inoculación: 
31/10/2017; 2ª 21/11/2017; 3ª 22/01/2018. La plan-
ta con los áfidos infectivos se confinó en una jaula 
entomológica de 20 a 30 min. En seguida, se retira-
ron los insectos.

Las plantas se mantuvieron a 24±3 °C en un in-
vernadero con malla antiáfido durante 63 días des-
pués de la inoculación. Se realizaron evaluaciones 
semanales de la incidencia y severidad de síntomas 
del PRSV-p en hojas, tallo y peciolos (Cuadro 2).

Incidencia. La incidencia final evaluada por 
síntomas se confirmó con el kit para PRSV-p de 

to 55 s (Gonsalves et al., 2010; Osorio-Acosta et 
al., 2010). Ten aphids were moved to each of 13 
healthy Maradol papaya plants, kept there for 2 h, 
and then eliminated manually. Twenty days later, 
the transmission efficiency was confirmed via RT-
PCR in leaves samples from each plant. Ten native 
plants PRSV-p positive were used as a source of 
inoculum.

Greenhouse test. It was established with three 
plants per Acc or var, which were inoculated three 
times with infective aphids with the methodology 
by Osorio-Acosta el al. (2010). 1st inoculation: 
31/10/2017; 2nd 21/11/2017; 3rd 22/01/2018. 
A plant with infective aphids was confined 20 to 
30 min in an entomological cage. Immediately 
afterwards, insects were removed.

Plants were kept at 24±3 °C in a greenhouse with 
an anti-aphid mesh for 63 days after inoculation. 
Weekly evaluations of PRSV-p incidence and 
severity of symptoms were carried out on leaves, 
stems and petioles (Table 2).

Incidence. The final incidence evaluated by 
symptoms was confirmed using the PRSV-p 
AGDIA® kit. Tissue was taken from 42 plants of 
the 13 Acc and the Red Maradol var; it was placed 
in bags and taken cold to the Virology Laboratory 
(Plant Health Program, Colegio de Postgraduados). 
Each sample was processed in a grinding mill 
(Dayton Electric®, Mod: 4Z522); the extract was 
gathered with 100 µl of the extraction buffer. Two 
replications were added per sample in a 96-well 
plate along with positive and negative controls. 
For the incubations, the enzyme-substrate mixture 
and the buffer washings were carried out following 
indications according to the manufacturer. Wells 
were read at 405 nm (Thermo Scientific®, Multiskan 
FC). A≥2.0 nm value was considered positive for 
PRSV-p. The percentage of incidence (I%) of 
the disease was determined using the formula: 
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Cuadro 1. Accesión o variedad, ubicación geográfica, tipo de fruto y grado de manejo de la colecta de Carica papaya.
Table 1. Accession or variety, geographic location, type of fruit and degree of management of Carica papaya collected.

Fecha Accesión/
Variedad

Localidad-
Municipio, 
Estado

Latitud N 
Longitud O (°)

Altitud 
(m) Tipo Manejo Peso 

fruto (g) Color pulpa °Brix Grosor 
pulpa (cm)

07/2010 60
Ahuateno-
Chicontepec, 
Veracruz

20.97-98.17 642 Mamey Traspatio 2020 Amarilla-
anaranjada 11 3.7

08/2011 64a
Chilpancingo-
Acapulco, 
Guerrero

17.22-99.53 646 Papaya Traspatio 650 Amarilla-
anaranjada 9 3.1

08/2011 65
Col. San José-
Tierra Colorada, 
Guerrero 

17.16-99.53 273 Criolla 
colorada Traspatio 800 Amarilla-

anaranjada 8 3.0

09/2011 80
El Pericón-
Tecoanapa, 
Guerrero

16.98-99.32 627 Papayo Traspatio 78  Amarilla 13 2.1

09/2011 94a
Cariedad-
San Marcos, 
Guerrero

16.75-99.31 56 Pico de 
pajarito Silvestre 7.1  Amarilla 21 0.6

07/2012 147a

Col. José María 
Pino Suarez-
Huimanguillo, 
Tabasco

17.78-93.64 25 Papayitas Silvestre 8.5 Amarilla-
anaranjada 18 0.9

07/2012 150

Miguel 
Hidalgo-
Huimanguillo, 
Tabasco

17.67-93.74 24 Papaya Cultivada 457 Amarilla-
anaranjada 10 2.6

07/2012 169a
La Venta-
Huimanguillo, 
Tabasco

18.1-94.04 15 Papaya Cultivada 834  Amarilla 11 3.4

07/2012 188a
San Carlos-
Tenosique, 
Tabasco

17.43-91.49 42 P. Zapote Cultivada 2004  Amarilla 11 2.8

07/2012 197a
Tamulté de las 
Sabana-Centro, 
Tabasco

18.16-92.79 8 P. Zapote Cultivada 1980  Amarilla 9 2.9

11/2012 203
Becan-
Calakmul, 
Campeche

18.51-89.46 277 - Silvestre 7.2  Amarilla 17 0.6

11/2012 205
El Plan de San 
Luis-Calakmul, 
Campeche

18.53-89.56 255 - Silvestre 11.5  Amarilla 14 1.3

12/2012 210b
Conguas-
Calakmul, 
Campeche

18.54-89.92 176 - Silvestre 8.0  Amarilla 18 1.1

08/2017 Maradol 
roja Cuba - - Variedad Comercial 1800 Rojizo-anaranjada 12 4.0
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AGDIA®. Se colectó tejido vegetal de 42 plantas 
de las 13 Acc y la var Maradol roja; se etiquetó en 
bolsas y transportó en frío al Lab. de Virus, Pro-
grama de Fitosanidad, Colegio de Postgraduados. 
Cada muestra se maceró en un molino de rodillos 
(Dayton Electric®, Mod: 4Z522); el extracto se re-
colectó con 100 µl del buffer de extracción. Se adi-
cionaron dos repeticiones por muestra en una placa 
de 96 pozos junto a controles positivos y negati-
vos. Para las incubaciones, el conjugado enzima-
sustrato y los lavados con buffer se siguieron las 
indicaciones del fabricante. Los pozos se leyeron 
a 405 nm (Thermo Scientific®, Multiskan FC). El 
valor ≥2.0 nm se consideró positivo a PRSV-p. El 
porcentaje de incidencia (I%) de la enfermedad se 
determinó mediante la fórmula: 1% = (n1/Nj)*100, 
donde: n1 = Número de plantas enfermas por parce-
la experimental en el momento de la observación; y 
Nj = Número total de plantas evaluadas por parcela 
experimental. Las plantas de las Acc y la var Ma-
radol inoculadas mostraron síntomas visuales del 
PRSV-p en 64.29 %, confirmado mediante DAS-
ELISA. El número de plantas enfermas en las 13 
Acc y la var Maradol roja aumentó en el tiempo, 
con incidencias final del PRSV-p inoculado con A. 
nerii de entre 33.3 y 100 %. Es decir, todas las Acc 
fueron susceptibles al PRSV-p en condiciones de 

1% = (n1/Nj)*100, where: n1 = number of diseased 
plants per experimental plot during observation, 
and Nj = total number of plants evaluated per 
experimental plot. Visual symptoms of the PRSV-p 
were displayed in 64.29% of inoculated plants 
from the Acc and Maradol var, confirmed by DAS-
ELISA. Number of diseased plants in the 13 Acc 
and Red Maradol var increased with time, with 
final incidences of the PRSV-p inoculated with A. 
nerii between 33.3 and 100%. In other words, all 
Acc were susceptible to PRSV-p under greenhouse 
conditions, with clear differences in the proportion 
of infected plants (Table 3). Acc 65, 94a, 205 were 
the first to show symptoms of PRSV-p in a plant, 
on the 3rd week after inoculation (WAI), while red 
Maradol began with symptoms in two plants; Acc 
80a, 210b, 147a, 60 and 203 displayed a plant with 
symptoms on the 4th WAI, and Acc 188a and 169a 
displayed two plants with symptoms; Acc 64, 150 
and 197a were the last to show the first symptoms 
of PRSV-p, both in two plants up to the 5th WAI.

The proportion of plants affected in red Maradol 
and in Acc 188a and 80 increased gradually until 
they reached a final incidence of 100 %, while in Acc 
169, 65, 210b, 94a, 64a, 150 and 197a, incidence 
increased slowly until it reached 67 %. Acc 147a, 
60, 203 and 205 maintained the same proportion 

Cuadro 2. Escala de severidad y descripción de síntomas para la evaluación de plantas de papayo (C. papaya) infectadas por 
el virus del PRSV-p. Ajustado de Rodríguez et al. (2013).

Table 2. Scale of severity and description of symptoms for the evaluation of papaya trees (C. papaya) infected by the PRSV-p 
virus. Adjusted from Rodríguez et al. (2013).

Severidad Descripción de síntomas Rango promedio para 
calcular severidad

0 Ausencia de síntomas (0%) 0
1 Síntoma inicial del virus, aún sin estar bien definido (1-9%) 5
2 Síntoma evidente, pero puntual en un órgano (10-24%) 17

3 Síntoma que no se encuentra generalizado en todos los órganos y que abarca el 25-50% del 
órgano afectado 38

4 Síntoma severo y generalizado en el órgano, aunque sólo en 51-75% del órgano 63
5 Síntoma severo y generalizado en todos los órganos (76-100%). 88
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invernadero, con claras diferencias en la propor-
ción de plantas infectadas (Cuadro 3). Las Acc 65, 
94a, 205 fueron las primeras en mostrar síntomas 
del PRSV-p en una planta durante la 3ª semana des-
pués de la inoculación (SDI), mientras que Mara-
dol roja inició con síntomas en dos plantas; las Acc 
80a, 210b, 147a, 60 y 203 mostraron una planta con 
síntomas a la 4ª SDI, y las Acc 188a y 169a mos-
traron dos plantas con síntomas; las Acc 64, 150 y 
197a fueron las últimas en manifestar los primeros 
síntomas del PRSV-p, ambas en dos plantas hasta 
la 5ª SDI.

La proporción de plantas afectadas en Maradol 
roja y en las Acc 188a y 80 aumentaron gradual-
mente hasta alcanzar 100% en incidencia final, 
mientras que en las Acc 169, 65, 210b, 94a, 64a, 
150 y 197a incrementaron más lento su incidencia 
hasta alcanzar 67%. Las Acc 147a, 60, 203 y 205 
se mantuvieron con la misma proporción de plantas 
afectadas durante todo el periodo (33%), y resulta-
ron menos afectadas por el virus. Esto pudo deberse 

of affected plants during the entire period (33%), 
and they were less affected by the virus. This might 
be due to a lower susceptibility to transmission by 
A. nerii on these accessions. Selecting Acc with 
transmission indices of less than 100% might 
guarantee the production of fruit in the orchard; 
this factor, although it is not the strongest, might 
provide tolerance to the virus. Rodríguez et al. 
(2013) also mentioned that all Acc of papaya plants 
evaluated in the field were sensitive to PRSV-p, 
with differences in time of infection between 
them. It is therefore likely that the differences in 
tolerance of the Acc to the PRSV-p have a genetic 
origin. Gonsalves et al. (2010) indicate that no 
natural resistance to this virus has been found in 
C. papaya, although tolerant lines have been found 
in the Philippines, Taiwan, Thailand, and Florida, 
USA, which, once are diseased, do not produce 
adequate fruits for the market, either. However, 
delaying the beginning of the infection allows for 
a production of quality fruits (Hernández-Castro et 

Cuadro 3. Incremento temporal de la incidencia del PRSV-p en 13 accesiones de papayo nativo y var Maradol roja en con-
diciones de invernadero.

Table 3. Temporary increase of the incidence of PRSV-p in 13 accessions of native papaya and the var red Maradol under 
greenhouse conditions.

Accesiones Inicio de la incidencia 
(Semana)

Incidencia inicial 
(%)

Incidencia final 
(%)

Área bajo la curva de 
incidencia vs. severidad

Maradol 3 67 100 242
188a 4 67 100 201
80 4 33 100 139
169 4 67 67 155
65 3 33 67 155

210b 4 33 67 132
64a 5 67 67 107
94a 3 33 67 101
150 5 67 67 92
197a 5 67 67 57
147a 4 33 33 77
60 4 33 33 57
203 4 33 33 41
205 3 33 33 39
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a que estas accesiones son menos susceptibles a ser 
transmitidas por A. nerii. Al seleccionar Acc con 
índices de transmisión menores a 100% se podría 
garantizar la producción de fruta en la huerta; este 
factor, aunque no es el más fuerte, podría aportar 
tolerancia al virus. Rodríguez et al. (2013) también 
mencionaron que todas las Acc de papayo que eva-
luaron en campo resultaron sensibles al PRSV-p, 
con diferencias en tiempo de infección entre ellas. 
Por tanto, es probable que las diferencias de tole-
rancia de las Acc al PRSV-p sean de origen gené-
tico. Gonsalves et al. (2010) indican que no se ha 
identificado resistencia natural a este virus en C. 
papaya, pero se conocen líneas tolerantes en Fili-
pinas, Taiwán, Tailandia y Florida, EUA, las que 
al enfermarse, tampoco producen frutos aptos para 
su venta en el mercado. Sin embargo, el retraso del 
inicio de la infección permite que se produzcan 
frutos con calidad (Hernández-Castro et al., 2015); 
por ello se deben reconocer las Acc con un perio-
do largo de incubación que permitan obtener los 
primeros frutos sanos. En Taiwán la incidencia de 
la enfermedad en líneas no transgénicas de papayo 
en campo se presentó a los 29 días del trasplante, 
mientras que las líneas transgénicas enfermaron 
cinco meses después (Bau et al., 2004).

Severidad. La estimación visual del valor de se-
veridad por planta se transformó al promedio del 
rango porcentual indicado en la descripción de sín-
tomas (Cuadro 2); esto constituyó el nivel de daño 
en el momento de la evaluación (Xki), que se utili-
zó para calcular el índice de severidad promedio 
(IS) por accesión, mediante la siguiente fórmula: 

1
*k

ki kii

j

X N
IS

N
== ∑ , donde además, Nki = Número de 

plantas con el nivel del daño en el momento de la 
evaluación; y Nj = Número total de plantas evalua-
das. Todas las Acc y la var Maradol roja mostra-
ron un incremento en la proporción de síntomas 
evaluados durante las nueve semanas después de 

al., 2015), which is why it is crucial to recognize 
the Acc with a long incubation period to help obtain 
the first healthy fruits. In the fields of Taiwan, the 
incidence of the disease in non-transgenic papaya 
lines appeared 29 days after transplanting, while 
transgenic lines acquired the disease five months 
later (Bau et al., 2004).

Severity. The visual estimation of the severity 
value per plant was transformed into the mean 
percentage rank indicated in the description of 
symptoms (Table 2); this constituted the level of 
damage during the evaluation (Xki), which was 

used to calculate the mean severity index (IS) per 

accession, using the formula 1
*k

ki kii

j

X N
IS

N
== ∑ , where, 

in addition, Nki = number of plants with the level of 
damage at the moment of evaluation; and Nj = total 
number of plants evaluated. All Acc and the var red 
Maradol displayed an increase in the proportion 
of symptoms evaluated in the nine weeks after 
inoculation (WAI), although there were differences 
between them. The highest PRSV-p severity was 
observed in the Red Maradol var (with a mean 
severity index of 4.8), followed by Acc 88, 169 and 
188a (4.3), Acc 210b and 65 (3.3), Acc 150 (2.8) and 
64a (2.5), and were therefore considered the most 
susceptible to the disease (Figure 1, Right). The 
high susceptibility of red Maradol to the PRSV-p is 
probably caused by not been selected for tolerance 
to the virus. From those Acc that presented the 
latest incidence, 205 and 203 displayed the lowest 
mean severity index (1.0) on week nine. Acc 60 
and 147a displayed a mean severity index of 1.7, 
followed by 94a with a value of 2.0, and by 197a 
with 2.2 (Figure 1, Left). These genotypes have the 
potential of being used as a source of tolerance in 
genetic breeding programs for papaya. In Cuba, 
Rodríguez et al. (2013) evaluated four promising 
accessions for seven months under field conditions; 
in three of them they obtained a low mean final 
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la inoculación (SDI), aunque se presentaron dife-
rencias entre ellas. La severidad más alta por el 
PRSV-p se pudo observar en la var Maradol roja 
(con un índice de severidad promedio de 4.8), se-
guida de las Acc 88, 169 y 188a (4.3), las 210b y 
65 (3.3), la 150 (2.8) y la 64a (2.5), por lo que se 
consideraron las de mayor susceptibilidad a la en-
fermedad (Figura 1, Derecha). Probablemente, la 
alta susceptibilidad de Maradol roja al PRSV-p se 
deba a que esta var comercial no fue seleccionada 
por tolerancia a este virus. De las Acc que presen-
taron la incidencia más tardía, la 205 y la 203 exhi-
bieron el menor índice de severidad promedio (1.0) 
a la semana nueve. Las Acc 60 y 147a mostraron 
un índice de severidad promedio de 1.7, seguidas 
de la 94a con un valor de 2.0 y la 197a con 2.2 (Fi-
gura 1, Izquierda). Estos genotipos tienen el poten-
cial para ser usados como fuente de tolerancia en 
programas de mejoramiento genético del papayo. 
En Cuba, Rodríguez et al. (2013) evaluaron cuatro 
accesiones prometedoras durante siete meses bajo 

severity of the symptoms reported for stem, petiole, 
foliage and fruit: “Sapote de Pilón en Cuba” (2.3), 
“Amarilla de Duaba” (2.4) and “Amarilla de Nava” 
(2.5); the Acc “Tallo Morado de Nava” was the 
most effective in the trial (3.1), yet in none of the 
four was the final severity in fruit above 2.5; the 
authors considered these materials as tolerant and 
with potential to be used as base material in genetic 
breeding programs for papaya in that country. The 
level of tolerance by severity in this investigation 
is comparable with that of 10 transgenic lines that 
Bau et al. (2003) classified as resistant, since they 
kept symptoms moderate five WAI. Because the 
present test was carried out during nine WAI, it 
is possible for the severity to increase during the 
lifetime of the plants. However, a delay in the 
infection of at least 5 weeks at the beginning of the 
development of the plant may produce differences 
in yield of over 50%, even in susceptible materials 
such as Red Maradol (Hernández-Castro et al., 
2010). On the other hand, advanced intergenetic 
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Figura 1. Dinámica del índice de severidad promedio del PRSV-p inoculado con A. nerii, durante nueve semanas después de 
la inoculación. Izquierda: Las seis accesiones de menor índice de severidad. Derecha: Variedad Maradol roja y las 
siete accesiones de mayor índice de severidad.

Figure 1. Dynamics of the mean severity index PRSV-p inoculated with A. nerii for nine weeks after inoculation. Left: 
six accessions with the lowest severity index. Right: Red Maradol variety and seven accessions with the highest 
severity index.
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condiciones de campo; en tres de ellas obtuvieron 
baja severidad final promedio de los síntomas re-
portados en tallo, peciolo, follaje y fruto: Sapote 
de Pilón en Cuba (2.3), Amarilla de Duaba (2.4) 
y Amarilla de Nava (2.5); la Acc Tallo Morado de 
Nava resultó ser la más afectada en el ensayo (3.1); 
sin embargo, en ninguna de las cuatro, la severidad 
final en fruto fue mayor a 2.5; los autores conside-
raron estos materiales como tolerantes y con po-
tencial para ser utilizados como material base en 
programas de mejoramiento genético de papayo 
en ese país. El nivel de tolerancia por severidad en 
esta investigación es comparable con el de 10 lí-
neas transgénicas que Bau et al. (2003) clasificaron 
como resistentes, al mantener síntomas atenuados 
cinco SDI. Debido a que el presente ensayo se llevó 
a cabo durante nueve SDI, es posible que la seve-
ridad aumente durante la vida de las plantas. Sin 
embargo, un retraso de la infección de al menos 5 
semanas, al inicio de desarrollo vgetal, puede lo-
grar diferencias en rendimiento superiores al 50%, 
incluso en materiales susceptibles como Maradol 
roja (Hernández-Castro et al., 2010). Por otro lado, 
cruzas intergenéricas avanzadas (F6) de C. papaya 
(var Arka Surya) con Vasconcellea cauliflora rea-
lizadas por Yanthan et al. (2017) generaron siete 
progenies tolerantes al PRSV-p bajo condiciones 
de campo. En años anteriores, el grupo de Gonsal-
ves et al. (2010) introdujo la cápside del PRSV-p 
cepa HA 5-1 a var transgénicas comerciales del 
grupo Solo y desarrolló resistencia al PRSV-p. Sin 
embargo, en México aún no ha permitido el cultivo 
de var de papayo transgénicas.

Manejo de accesiones durante la colecta. Los da-
tos del IS se analizaron por Kruskal y Wallis para 
separar los grupos de Acc respecto al manejo ob-
servado durante la colecta del material. El análisis 
mostró diferencias (P=0.032) entre el porcentaje 
de síntomas de las Acc asociados a los manejos. 

crosses (F6) of C. papaya (var Arka Surya) with 
Vasconcellea cauliflora carried out by Yanthan et 
al. (2017) produced seven progenies tolerant to 
PRSV-p under field conditions. In previous years, 
the group of Gonsalves et al. (2010) introduced the 
capside of the PRSV-p strain HA 5-1 to transgenic 
varieties of the Solo group and developed PRSV-p 
resistance. However, Mexico has still not allowed 
the production of transgenic varieties of papaya.

Management of accessions during collections. IS 
data were analyzed by Kruskal and Wallis to separate 
the groups of Acc regarding the management 
observed during the collection of the material. The 
analysis showed differences (P=0.032) between 
the percentage of symptoms of the Acc related 
to management. Acc found in the wild with no 
management presented the lowest severity, in 
comparison with the commercial var Red Maradol, 
while Acc with backyard management and planted 
in orchards did not present different percentage of 
severity between them (Figure 2). This confirms that 
it is in wild genotypes where the largest gene bank 
may lie for tolerance to the infection of the virus, 
since these are genotypes that have not yet been 
selected by man. In this regard, d’Eeckenbrugge et 
al. (2014) mention that within Caricaceae there are 
21 wild species of the genus Vasconcellea, which 
have a potential to resist the virus PRSV-p, and 
could be used to generate resistance in commercial 
populations. In the Philippines, Alviar et al. (2012) 
indicate that Sinta is a papaya hybrid with a parent 
line of the genus Cariflora that inherits to the 
hybrid a high PRSV-p tolerance, therefore infected 
plants do not reduce their yields. This highlights 
the importance of evaluating a var or accession 
regarding the infection of the virus as a strategy for 
the development of resistant varieties.

Despite its preliminary connotation, we 
suggest to replicate this investigation with more 
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Las Acc encontradas en estado silvestre sin manejo 
presentaron la menor severidad respecto a la var 
comercial Maradol roja, mientras que las Acc con 
manejo de traspatio y cultivadas no presentaron un 
porcentaje de severidad diferente entre sí (Figura 
2). Esto corrobora que es en los genotipos silves-
tres donde podría estar el mayor banco de genes 
para tolerar la infección al virus, por ser genotipos 
que aún no han sido seleccionados por el hombre.

Al respecto, d’Eeckenbrugge et al. (2014) men-
cionan que dentro de Caricaceae existen 21 espe-
cies silvestres del género Vasconcellea, que cuen-
tan con un potencial de resistencia al virus PRSV-p, 
que podrían ser usadas en la generación de pobla-
ciones comerciales resistentes. En Filipinas, Alviar 
et al. (2012) indican que Sinta es un híbrido de pa-
payo con una línea parental del género Cariflora 
que le hereda alta tolerancia al PRSV-p, con lo que 
las plantas infectadas no reducen sus rendimientos. 
Esto resalta la importancia de evaluar el compor-
tamiento de una var o accesión con respecto a la 
infección del virus como una estrategia para el de-
sarrollo de var resistentes.

A pesar de su carácter preliminar, se sugiere re-
plicar esta investigación con más accesiones y eva-
luarlas hasta la etapa de fructificación. Debido a las 
limitaciones para el uso de transgénicos, los esfuer-
zos mexicanos para mantener bancos de accesiones 
de material silvestre de papayo deberán aprovechar 
la disponibilidad del genoma completo del papayo 
para identificar marcadores genéticos e identificar 
los genes de tolerancia o resistencia en materiales 
sobresalientes de C. papaya (Porter et al. 2013), 
con lo que se podrá sistematizar rápida y eficien-
temente el avance de programas de desarrollo de 
genotipos resistencia a este y otros virus.

Figura 2. Distribución de severidad entre grupos de ac-
cesiones de papayo (Carica papaya L.), según su 
manejo.

Figure 2. Distribution of severity in groups of accessions 
of papaya (Carica papaya L.), according to their 
management.
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accessions, evaluating them until fruit set. Due to 
the limitations for the use of transgenics, Mexican 
efforts to maintain accession banks of wild papaya 
material should take advantage of the papaya 
complete genome availability to identify genetic 
markers and identify the tolerance or resistance 
genes in outstanding C. papaya materials (Porter 
et al. 2013), so the advancement of development 
programs for resistance genotypes to this and other 
viruses can be systematized in a quick and efficient 
manner.

End of the English version
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Resumen. El chile manzano al igual que otros 
frutos, es afectado por patógenos postcosecha que 
afectan la calidad. En el 2016 se observaron lesio-
nes hundidas con micelio blanquecino en frutos de 
chile manzano procedentes del Estado de México. 
El objetivo fue identificar al agente causal del sín-
toma descrito en frutos, mediante la caracterización 
morfológica, molecular y pruebas de patogenici-
dad. Las pruebas de patogenicidad se realizaron en 
frutos con herida y sin herida, así como la caracteri-
zación morfológica y molecular. Los resultados in-
dican que el agente causal de los síntomas del hun-
dimiento fue Fusarium sambucinum. Los aislados 

Fusarium sambucinum Fuckel causal agent of fruit rot of 
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Abstract. Manzano pepper, like other fruits, is 
affected by postharvest pathogens that affect quality. 
In 2016, sunken lesions with whitish mycelium 
were observed in manzano pepper of samples 
from the Estado de Mexico. The objective was to 
identify the causal agent of the symptom described 
in fruits, by measurements of the morphological, 
molecular characterization, and pathogenicity tests. 
Pathogenicity tests were performed on wounded 
and unwounded fruits, as well as morphological 
and molecular characterization. The results indicate 
that the causal agent of the sinking symptoms was 
Fusarium sambucinum. The isolates were planted 
in PDA, Clavel-Agar, and SNA culture media, 
where they formed orange sporodochia, hyaline 
macroconidia with the papillated basal cell and 
the terminal cell in foot shape: 24.8-35.3 μm long 
and 3.67-4.46 μm wide, from three to five septa, 
this was confirmed by the sequencing analysis of 
the tef 1α gene (translation elongation factor 1α). 
The comparison between means (Tukey) detected 
significant differences in the method of inoculation 
but not between isolations on the fruit. This is the 
first report in Mexico of Fusarium sambucinum 
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se sembraron en medios de cultivo PDA, Clavel-
Agar y SNA, en donde formaron esporodoquios de 
color naranja, macroconidias hialinas con la célula 
basal papilada y la célula terminal en forma de pie: 
24.8-35.3 μm de largo y 3.67-4.46 μm de ancho, 
de tres a cinco septos, esto fue confirmado con el 
análisis de secuenciación del gen tef 1α (translation 
elongation factor 1α). La comparación entre me-
dias (Tukey) detectó diferencias significativas en el 
método de inoculación, pero no entre aislamientos 
sobre el fruto. Es el primer reporte en México de 
Fusarium sambucinum como agente causal de le-
siones hundidas con micelio blanquecino en frutos 
de chile manzano.

Palabras clave: hongos, postcosecha, pudrición 
chile, fusariosis, PDA y tef 1α.

El chile manzano (Capsicum pubescens R y P) 
es un producto agrícola con altas posibilidades de 
comercialización a nivel mundial por su demanda 
para consumo como verdura, o bien por sus pro-
piedades químicas para la obtención de derivados 
de capsaicina (Pérez-Grajales et al., 2004). El chile 
manzano fue introducido en México a principios 
del siglo XX, es el único tipo de chile que se cultiva 
entre de 1700 y 2500 m; crece como arbusto grande 
y puede llegar hasta los 3 metros, el fruto es esféri-
co, verde en estado tierno y se torna rojo, amarillo 
y naranja al madurar. Las principales zonas produc-
toras de chile manzano se encuentran ubicadas en 
los estados de Michoacán, Puebla, Edo. de Méxi-
co y Veracruz, en menor escala Chiapas y Oaxaca 
(Espinosa-Torres y Villa-Galindo, 2008). El perío-
do de siembra es en los meses de abril y mayo, el 
consumo es insustituible para las zonas de la sierra 
norte de Puebla, Toluca y Michoacán (principal-
mente Morelia), donde forma parte de los hábitos 
alimenticios.  En cuanto a su cosecha a cielo abierto 

as the causal agent of sunken lesions with whitish 
mycelium in manzano peppers.

Key words: fungi, postharvest, pepper rot, 
fusariosis, PDA, and tef 1 α.

The manzano chili pepper (Capsicum pubescens 
R and P) is an agricultural product with high 
possibilities of worldwide commercialization due 
to its demand for consumption as a vegetable or 
for its chemical properties to obtain sub products 
of capsaicin (Pérez-Grajales et al., 2004). Manzano 
peppers were introduced into Mexico at the 
beginning of the 20th Century, and it is the only 
type of chili pepper grown between 1700 and 
2500 masl; it grows as a large bush, it can reach 
heights of up to 3 meters, the fruit is spherical and 
is green until its stage of maturity, when it turns 
red, yellow and orange. The main production 
areas of manzano peppers are located in the 
states of Michoacán, Puebla, the State of Mexico 
and Veracruz, and to a lower extent, in Chiapas 
and Oaxaca (Espinosa-Torres and Villa-Galindo, 
2008). Its harvesting period is in the months of 
April and May. Its consumption is irreplaceable 
for the areas of the Sierra Norte in Puebla, Toluca, 
and Michoacan (mainly Morelia), where it is a part 
of people’s dietary habits. Its harvest yield in the 
open is between 9 and 14 t/ha, and in a greenhouse, 
between 40 and 70 t (Espinosa-Torres and Ramírez-
Abarca, 2016). However, the crop can be affected 
by pathogens. Some of the diseases that affect the 
crop include wilting of the manzano pepper, caused 
by diverse pathogens such as Botrytis, Fusarium 
spp., and Phytium, etc., which cause significant 
losses in production in several parts of the 
world, including Mexico. Fusarium sambucinum 
[teleomorph Gibberella pulicaris (Fr.) Sacc (Leslie 
and Sumerell, 2006)] is one of the fungal species 
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es de 9 a 14 t/ha e invernadero 40 a 70 t (Espinosa-
Torres y Ramírez-Abarca, 2016). Sin embargo, el 
cultivo puede ser afectado por patógenos. Entre las 
enfermedades que afectan el cultivo se encuentran 
la marchitez del chile manzano, causada por diver-
sos fitopatógenos, tales como Botrytis, Fusarium 
spp., Phytium, etc., los cuales ocasionan pérdidas 
significativas en la producción en varias partes del 
mundo, incluyendo México. Fusarium sambuci-
num [teleomorfo Gibberella pulicaris (Fr.) Sacc 
(Leslie y Sumerell, 2006)] es una de las especies 
de hongos que causa podredumbre seca o pudrición 
negra en papa (Solanum tuberosum L.), afectando 
en campo como en almacenamiento (Hanson et al., 
1996; Peters et al., 2008). F. sambucinum ha sido 
reportado en Europa, Estados Unidos de América 
y, recientemente, en China afecta a frutos en alma-
cenamiento y que produce micotoxinas, tales como 
tricotecenos (El-Banna et al., 1984; Altomare et 
al., 1995; Du et al., 2012). La identificación correc-
ta de un fitopatógeno es esencial para proponer las 
alternativas más efectivas para su manejo (Agrios, 
2005).  En este contexto, el objetivo, fue determi-
nar el agente causal de lesiones hundidas en fru-
tos de chile manzano por medio de caracterización 
morfológica y molecular con factor de elongación 
(EF-1∞) y pruebas de patogenicidad en frutos.

En noviembre del 2015 se llevó acabo un mues-
treo dirigido a frutos de chile manzano procedentes 
del Estado de México, municipio de Coatepec de 
Harinas en donde se colectaron frutos con síntomas 
de pudrición y lesiones hundidas. Las muestras se 
trasladaron en bolsas de plástico (Ziploc®) etique-
tadas y colocadas en una hielera al laboratorio de 
postcosecha del Instituto de Fitosanidad del Cole-
gio de Postgraduados.

Para aislar al agente causal, se desinfestaron 
fragmentos de 1 cm de la zona de avance de la pu-
drición causada por hongos, para lo cual se reali-
zaron cortes de tejido de 40 frutos y se utilizó una 

that cause dry rotting or black rotting in potatoes 
(Solanum tuberosum L.), affecting both in the field 
or in storage (Hanson et al., 1996; Peters et al., 
2008). F. sambucinum has been reported in Europe, 
the United States, and recently, in China, as affecting 
fruits in storage and producing micotoxins such as 
trichothecenes (El-Banna et al., 1984; Altomare et 
al., 1995; Du et al., 2012). The correct identification 
of a plant pathogen is essential to propose the most 
effective alternatives for its management (Agrios, 
2005).  In this context, the aim was to determine 
the causal agent of sunken lesions in manzano 
pepper fruits using morhpological and molecular 
characteization with a factor of elongation (EF-1∞) 
and pathogenicity tests in fruits.

In November of 2015, samples were taken of 
manzano pepper fruits from the municipality of 
Coatepec de Harinas, State of Mexico, where 
fruits were gathered with symptoms of rotting 
and sunken lesions. The samples were placed in 
labeled plastic bags (Ziploc®) in a cooler and taken 
to the postharvest laboratory of the Instituto de 
Fitosanidad of the Colegio de Postgraduados.

To isolate the causal agent, we disinfested 1 cm 
fragments of the area of advancement of the rotting 
caused by fungi, and for this, cuts were made on 
the tissues of 40 fruits and placed them in a sodium 
hypochlorite solution at 0.2% for 2 min. The were 
then washed with sterile distilled water twice, left 
to dry on sterile paper towels and placed in Petri 
dishes with 20 mL of PDA, which were left in an 
incubator at 27+2 °C, under light for 24 h. After 
sporulating after six days of growth, monosporic 
cultures were performed and moved to Petri dished 
with a PDA culture medium. The conservation 
of isolations was carried out with the transfer of 
10 mycelial discs (5 mm in diameter) to 2 mL 
cryogenic tubes with 1.5 mL of glycerine at 20% 
(v/v) stored at -80 °C and in test tubes with mineral 
oils.
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solución de hipoclorito de sodio al 0.2% durante 2 
min, enseguida se lavaron con agua destilada estéril 
dos veces, se dejaron secar sobre sanitas estériles y 
se colocaron en cajas Petri con 20 mL de PDA. 
Las cajas se colocaron en incubación a 27+2 °C, 
bajo un régimen de 24 h luz; una vez esporulados 
a los seis días de crecimiento, se realizaron culti-
vos monospóricos y se transfirieron a cajas de Petri 
con medio de cultivo PDA. La conservación de los 
aislados se llevó acabo con la transferencia de 10 
discos miceliales (5 mm de diámetro) a tubos crio-
génicos de 2 mL, con 1.5 mL de glicerina al 20% 
(v/v) almacenados a -80 °C y en tubos de ensaye 
con aceite mineral.

La caracterización morfológica se realizó a par-
tir de sus estructuras de reproducción asexual. Para 
lo cual los aislados fueron transferidos a medio de 
cultivo PDA, SNA y Clavel-Agar con tres repeti-
ciones para cada una de las colonias fúngicas, pos-
teriormente fueron incubadas a 25± 2 °C en con-
diciones de luz continua. Se midió el crecimiento 
micelial cada 48 h hasta que el hongo llenó por 
completo la caja donde se evaluó el color de la co-
lonia, tipo de micelio, crecimiento del micelio y es-
poras (conidios, clamidosporas y esporodoquios). 
Después de 15 días de incubación se hicieron pre-
paraciones en glicerina al 50 % con la finalidad de 
reconocer las estructuras de los hongos con ayuda 
de un microscopio compuesto (Velab Ve-B6, Méxi-
co). Se observaron 50 macroconidios y se registró 
su tamaño, coloración y número de septos con el 
programa Motic Images plus 2.0 (Group Co., Ltd). 
La identificación morfológica de los hongos a ni-
vel de género se llevó acabo empleando las claves 
especializadas de Barnett y Hunter (1998) y para 
especie de Leslie y Summerell (2006).

Una vez obtenidos los aislados puros de los 
hongos, se inició la identificación molecular con 
la extracción de ADN genómico de nueve aislados 
e identificados morfológicamente como Fusarium 

The morphological characterization was carried 
out from their asexual reproduction structures. For 
this process, the isolations were transferred to PDA, 
SNA and Clavel-Agar culture mediums with three 
repetitions for each one of the fungal colonies; they 
were then incubated at 25±2 °C under conditions of 
continuous light. The mycelial growth was measured 
every 48 h until the fungus completely filled the 
dish, where the color of the colony was evaluated 
along with the type of mycelium, growth of the 
mycelium and spores (conidia, chlamydospores 
and sporodochia). After 15 days of incubation, 
preparations were made in glycerine at 50% with 
the purpose of recognizing the structures of the 
fungi using a compound microscope (Velab Ve-B6, 
México). Fifty macroconidia were observed and 
their size, color and number of septa were recorded 
using the program Motic Images plus 2.0 (Group 
Co., Ltd). The morphological identification of the 
fungi at the level of genus was carried out using 
Barnett and Hunter’s specialized code (1998), and 
for species, Leslie and Summerell’s (2006).

Once the pure isolations were taken from the 
fungi, we began the molecular identification with 
the extraction of genomic DNA from nine isolations 
and morphologically identified as Fusarium; for 
this, we followed the protocol indicated in the 
Plant DNeasy® Minikit extraction kit (Quiagen). A 
0.03 g mycelium sample was placed in Eppendorf 
tubes, tenderizing with a hypodermic needle. We 
then added 400 μL of Buffer AP1 and 4 μL of 
RNase y se agitó. The samples were incubated in 
a double boiler for 10 min at 65 °C, we stirred by 
inverting them every 2 min, and later added 120 μL 
of the Buffer AP2 to the sample, and incubated 
for 5 min in ice. The mixture was placed in the 
QIAshredder Mini spin column and centrifuged 
for 2 min at 14000 rpm. The supernatant was then 
removed and placed in a new Eppendorf tube, to 
which 675 μL of the Buffer AP3/E were added. The 
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para lo cual se siguió el protocolo indicado en el kit 
de extracción Plant DNeasy® Minikit (Quiagen). Se 
colocó una muestra de micelio de 0.030 g en tu-
bos Eppendorf macerando con aguja hipodérmica. 
Se adicionaron 400 μL de Buffer AP1 y 4 μL de 
RNasa y se agitó. Las muestras fueron incubadas 
en baño María por 10 min a 65 °C, se agitó por 
inversión cada 2 min, después se adicionaron a la 
muestra 120 μL del Buffer AP2, y se incubó por 5 
min en hielo. La mezcla se colocó en la columna 
QIAshredder Mini spin lila y se centrifugó por 2 
min a 14000 rpm. Posteriormente se retiró el sobre-
nadante para colocarlo en un nuevo tubo Eppendorf 
al que se agregaron 675 μL del Buffer AP3/E. La 
mezcla fue colocada en un tubo DNeasy Mini spin 
centrifugándolo a 8000 rpm por 1 min. La columna 
fue reemplazada por otra suplementaria del proto-
colo y se agregaron 500 μL del Buffer AW en la 
membrana del Mini spin DNeasy y se centrifugó 
a 8000 rpm por un min; nuevamente se cambió la 
columna con el filtrado, se adicionaron 500 μL del 
Buffer AW a la membrana y se centrifugó a 14000 
rpm por 2 min. Finalmente, se transfirió la colum-
na DNeasy Mini spin a un nuevo tubo Eppendorf 
y se agregaron 100 μL del Buffer AE. Se incubó 
por 5 min a temperatura ambiente y se centrifugó a 
8000 rpm por 1 min. Los productos de extracción 
de ADN se enviaron al laboratorio de Macrogen® 
Inc. (Corea) para su purificación, amplificación y 
secuenciación. Las secuencias obtenidas se proce-
saron en el programa BioEdit v7.0.9. Se realizaron 
las pruebas de PCR Factor de elongación (EF-1∞) 
con las siguientes condiciones: desnaturalización 
inicial de 5 min a 94 °C, 35 ciclos de 45 s a 94 °C, 
45 s a 63 °C, 1 min a 72 °C y una extensión final de 
10 min a 72 °C (O’Donnell et al., 1998).

Las pruebas de patogenicidad se llevaron a cabo 
sobre 80 frutos de chile manzano sanos en estado 
de madurez fisiológica, los cuales se inocularon 
con nueve aislados identificados morfológicamente 

mixture was placed in a DNeasy Mini spin tube 
and centrifuged at 8000 rpm for 1 min. The column 
was replaced with another supplementary one of 
the protocol and 500 μL off the Buffer AW were 
added in the membrane of the Mini spin DNeasy 
and centrifuged at 8000 rpm for 1 min; the column 
was changed once again with the filtrate, 500 μL 
of the Buffer AW were added to the membrane 
and centrifuged at 14000 rpm for 2 min. Finally, 
the DNeasy Mini spin column was transferred to a 
new Eppendorf tube and 100 μL of the Buffer AE 
were added. It was incubated for 5 min at room 
temperature and centrifuged at 8000 rpm for 1 
min. The DNA extraction products were sent to the 
Macrogen® Inc. laboratory (Korea) to be purified, 
amplified, and sequenced. The sequences obtained 
were processes in the program BioEdit v7.0.9. 
The PCR Elongation factor (EF-1∞) tests were 
carried out with the following conditions: initial 
denaturalization for 5 min at 94 °C, 35 cycles of 
45 s at 94 °C, 45 s at 63 °C, 1 min at 72 °C and a 
final extension of 10 min at 72 °C (O´Donnell et 
al., 1998).

The pathogenicity tests were carried out on 
80 healthy manzano pepper fruits in a stage of 
physiological maturity, which were inoculated 
with nine isolations, identified morphologically as 
Fusarium sp. The fruits were disinfected using a 
0.5 % sodium hypochlorite solution for 5 min, they 
were submerged in sterile distilled water for 10 min 
and placed on sterilized paper towels (Kimberly-
Clark) until completely dry. Four fruits were 
inoculated and placed in Styrofoam trays with paper 
towels, moistened with sterile distilled water placed 
inside plastic, to provide humidity. The trays with 
the fruits were placed in a growth chamber under 
incubation conditions of 27+2 °C. Inoculation was 
carried out in fruits with lesions (punctured with 
a needle) and without lesions, and on top of that 
we placed a disc, 5 mm in diameter, that contained 



Publicación en línea, enero 2019 164

Fully Bilingual
Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA
Mexican Journal of Phytopathology

como Fusarium sp. Los frutos se desinfectaron con 
solución de hipoclorito de sodio 0.5% durante 5 
min, se sumergieron en agua destilada estéril du-
rante 10 min y se colocaron sobre toallas de papel 
(Kimberly-Clark) estériles hasta secarse totalmen-
te. Se inocularon cuatro frutos los cuales se colo-
caron en charolas de unicel con toallas de papel y 
humedad con agua destilada estéril que se coloca-
ron dentro de bolsa de plástico para proporcionar 
humedad. Las charolas con los frutos se colocaron 
en una cámara de crecimiento bajo condiciones de 
incubación de 27+2 °C. La inoculación se hizo en 
frutos con herida (punción con aguja) y frutos sin 
herida sobre los cuales se colocó un disco de 5 mm 
de diámetro que contenían el crecimiento micelial 
del hongo de cada uno de aislados de siete días de 
edad. Como testigo se usaron chiles sin herida e 
inoculados con discos de PDA sin micelio del hon-
go. Se midió el diámetro de la lesión en los chiles 
inoculados y sin inocular con los aislados de Fusa-
rium sp. cada 48 h. Las pruebas de patogenicidad 
se repitieron dos veces para cada tratamiento y el 
testigo. Para información adicional sobre el tamaño 
de lesión, se realizó comparación de medias (prue-
ba de Tukey) utilizando el programa SAS V.9.1 
para Windows.

De la identificación morfológica se obtuvieron 
nueve aislados del material procesado de los frutos 
de chile manzano que presentaron un crecimiento 
promedio de 2 cm de diámetro por día en medio 
de cultivo PDA. Cada aislado mostró diferente co-
loración en el medio de cultivo PDA por lo que se 
formaron tres grupos a los cuales se les asigno una 
clave. El primer grupo mostró crecimiento micelial 
de color blanco-rosa que con el paso del tiempo se 
tornó de color rosa en el medio de cultivo (claves 
FS24, FS26 y FS27). El segundo grupo mostró 
crecimiento blanco-crema con crecimiento afelpa-
do, algodonoso y abundante (claves FS25, FS28 
y FS32). El tercer grupo presentó un crecimiento 

the mycelial growth of the fungus of each one of 
the seven-day-old isolations. As a control, we used 
peppers without wounds, inoculated with PDA discs 
without fungal mycelia. We measured the diameter 
of the lesions in the inoculated and uninoculated 
peppers with the isolations of Fusarium sp. every 
48 h. The pathogenicity tests were carried out twice 
for each treatment and the control. For additional 
information on the size of the lesion, we carried out 
a Tukey comparison of averages using the program 
SAS V.9.1 for Windows. 

From the morphological identification, we 
obtained nine isolations of the material processed 
from the manzano chili pepper fruits that showed an 
average growth rate of of 2 cm in diameter in a PDA 
culture medium. Each isolation displayed different 
colors in the PDA culture medium, and therefore, 
three groups were formed, each one of which were 
given a code. The first group displayed a mycelial 
growth colored whitish-pink, which turned pink 
with time in the culture medium (codes FS24, FS26 
and FS27). The second group displayed a cream 
colored white growth, with a fuzzy, abundant 
cotton-like appearance (codes FS25, FS28 and 
FS32). The third group presented an initially 
white growth, which turned red with time (codes 
FS30, FS31 and FS33). These results coincide 
with studies reported by Baturo Ciesniewska et 
al. (2015), who observed different pigments in the 
culture medium, caused by Fusarium sambucinum, 
gathered from Solanum tuberosum culture. It was 
also observed that the nine isolations that grew 
in the PDA medium formed structures called 
macroconidia, and in the SNA culture, there was 
an abundant formation of macroconidia along with 
orange colored sporodochia. Only fungal mycelia 
formed in the Clavel-Agar culture medium, and 
this behavior was general for the nine isolations. 
Regarding the shape of the macroconidia, they 
were sickle-shaped hyaline with thin walls, and 
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inicialmente blanco, pero con el paso del tiempo 
se tornó de color rojo (claves FS30, FS31 y FS33). 
Estos resultados coinciden con estudios reporta-
dos por Baturo Ciesniewska et al. (2015) quienes 
observaron diferentes pigmentos en el medio de 
cultivo causados por Fusarium sambucinum que se 
colectó del cultivo de Solanum tuberosum. Así mis-
mo se observó que los nueve aislados que crecieron 
en el medio de cultivo PDA formaron estructuras 
llamadas macroconidios y en el medio de cultivo 
SNA se tuvo formación de macroconidios en forma 
abundante y esporodoquios de color naranja. En el 
medio de cultivo de Clavel-Agar sólo se desarrolló 
micelio del hongo, este comportamiento fue en ge-
neral para los nueve aislados. En cuanto a la forma 
de los macroconidios estos fueron falcados hialinos 
con pared delgada y por lo general bastante unifor-
mes en tamaño presentando célula basal papilada y 
la célula terminal en forma de pie. El promedio del 
tamaño de los conidios fue 24.8-35.3 μm de largo y 
3.67-4.46 μm de ancho, se observaron de tres a cin-
co septos por conidio (Figura 1), no hubo presencia 
de microconidios ni formación de clamidosporas, 
con estas características morfológicas los nueve 
aislados se identificaron como Fusarium sambu-
cinum. Todas las características coincidieron con 
las descritas por Leslie y Summerell (2006) para 
F. sambucinum. A diferencia de F. torulosum y F. 
venetanum que producen clamidosporas, F. sambu-
cinum no las produce. En cuanto F. culmorum solo 
se distingue por el marcador molecular con Factor 
de elongación (EF-1∞) que confirmó a F. sambu-
cinum.

Las secuencias de los nueve aislados se compa-
raron con las secuencias de las bases de datos del 
GenBank mostrando un 99 % de identidad con F. 
sambucinum en cadena de la polimerasa con Factor 
de elongación (EF-1∞). Las secuencias consenso 
se denominó CHF24 y se obtuvo mediante alinea-
ción de avance y retroceso de la secuencia, y fue 

generally uniform in size, presenting a papillary 
basal cell in the shape of a foot. The average size of 
the conidia was 24.8-35.3 μm in length and 3.67-
4.46 μm in width; three to five septa were found 
per conidium (Figure 1), there was no microconidia 
or formation of chlamydospores. With these 
morphological characteristics, the nine isolations 
were identified as Fusarium sambucinum. All 
characteristics coincided with those described by 
Leslie and Summerell (2006) for F. sambucinum. 
Unlike F. torulosum and F. venetanum, which 
produce chlamydospores, F. sambucinum does 
not. F. culmorum can only be distinguished for the 
molecular marker with a Factor of elongation (EF-
1∞) which confirmed F. sambucinum.

The sequences of the nine isolations were 
compared with the sequences from the GenBank 
database, showing a 99% identity with F. 
sambucinum in chain with the polymerase with 
a Factor of elongation (EF-1∞). The consensus 
sequence was named CHF24 and it was obtained 
by aligning the progress and regression of the 
sequence, and it was deposited in the Gen Bank with 
accession number (KX632088.1). This confirmed 
the results of the morphological characterization.

The nine F. sambucinum isolations used to 
inoculate the manzano chilli pepper fruits were 
100% pathogenic; in the treatments without 
lesions, only 20% of the inoculated fruits 
presented symptoms, whereas the control pepper 
fruits were asymptomatic. In pepper fruits with 
lesions, we noticed sunken circular lesions 96 
h after inoculation (hai); also, surface mycelia 
developed at 144 hai and sporulation of conidia 
192 hai (Figure 2). The pathogenic fungus was re-
isolated from the manzano pepper fruits infected 
with each isolation of F. sambucinum, to confirm 
Koch’s postulates; the same morphological growth 
characteristics were observed for the fungus, both 
in the re-isolations and in the original inoculations. 
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depositada en Gen Bank con el número de accesión 
(KX632088.1). Lo anterior confirmó los resultados 
de la caracterización morfológica.

Los nueve aislados de F. sambucinum que se 
utilizaron para inocular los frutos de chile man-
zano con heridas fueron patogénicos en un 100%, 
en los tratamientos sin herida solo el 20% de los 
frutos inoculados presentaron síntomas, mientras 
que los frutos de chile testigos fueron asintomáti-
cos. En frutos de chile con herida, se observaron 
lesiones circulares hundidas a las 96 h después de 
la inoculación (hdi), además se desarrolló micelio 
superficial a las 144 hdi y esporulación de conidios 
de a las 192 hdi (Figura 2). El hongo fitopatógeno 

Figura 1. Caracterización cultural y morfológica de F. sambucinum (A). Colonias en medio de PDA de ocho días de edad. 
(B) Macroconidios de siete días de edad producidos en medio PDA 40X. (C) Crecimiento de colonias en medio de 
cultivo SNA y Clavel-Agar. (D) Esporodoquios producidos en medio SNA 10 X.

Figure 1. Cultural and morphological characterization of F. sambucinum (A). Cultures in eight-day-old PDA medium. (B) 
Seven-day-old macroconidia produced in a PDA 40X medium. (C) Culture growth in cultures in SNA and Clavel-
Agar culture media. (D) Sporodochia produced in SNA 10 X medium.

In the comparison of averages of the treatments 
with lesions, no significant differences were 
observed between the diameter of the lesion in the 
nine isolations evaluated (p >0.05) (Table 1). 

This study observed that the nine F. sambucinum 
isolations are pathogenic. Regarding the two 
inoculation methods with and without lesions, we 
observed that in the first method 100% of the fruits 
inoculated displayed symptoms such as circular 
lesions, sunken with a milky white mycelium 
and fungal sporulation; meanwhile, in the pepper 
fruits inoculated without lesions, we observed that 
only 20% presented the characteristic symptoms 
mentioned above in manzano peppers. These 
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se reaisló a partir de los frutos de chile manzano 
infectados con cada aislado de F. sambucinum, para 
confirmar los postulados de Koch; se observaron 
las mismas características morfológicas de creci-
miento del hongo tanto en los reaislamientos como 
en las inoculaciones originales. En la comparación 
de medias de los tratamientos con herida no se ob-
servaron diferencias significativas entre el diáme-
tro de la lesión en los nueve aislados evaluados (p 
>0.05) (Cuadro 1). 

En este estudio se observó que los nueve aisla-
dos de F. sambucinum resultaron patogénicos. En 
cuanto a los dos métodos de inoculación con herida 
y sin herida se observó que en el primer método el 
100% de los frutos inoculados presentaron síntomas 

Figura 2. Síntomas de hundimiento observados a las 96 hdi en frutos de chile manzano inoculados con discos de F. sambu-
cinum (A). Presencia de micelio blanquecino a las 144 hdi (B y C). Presencia de esporulación de conidios a los 192 
hdi estos fueron con herida (D). Micelio y esporulación de F. sambucinum en frutos con herida artificial (192 hdi) 
(E).

Figure 2. Symptoms of sinking observed 96 hai in manzano chili peppers inoculated with F. sambucinum discs (A). Presence 
of cloudy white mycelium at 144 hai (B and C). Presence of sporulation of conidia at 192 hai; these were with le-
sions (D). Micelia and sporulation of F. sambucinum in fruits with artificial lesions (192 hai) (E).

Cuadro 1. Diámetro de lesión inducido por de F. sambu-
cinum en frutos de chile manzano con heridas 
artificiales.

Table 1. Diameter of lesion induced by F. sambucinum in 
manzano pepper fruits with artificial lesions.

Aislados Diámetro de la lesión (mm)

FS24 18.05aZ

FS25 18.85 a
FS26 16.98 a
FS27 12.03 a
FS28 14.96 a
FS30 14.81 a
FS31 17.19 a
FS32 21.07 a
FS33 14.32 a

ZValores con la misma letra, dentro de la columna son esta-
dísticamente iguales (Tukey, α=0.05)  /  Values with the same 
letter within the column are statistically equal (Tukey, α=0.05).
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como lesiones circulares, hundidas con micelio 
blanquecino y esporulación del hongo; mientras 
que, en los frutos de chile inoculados sin herida 
se observó que solo 20% presentaron los síntomas 
característicos mencionados con anterioridad en 
frutos de chile manzano. Estos resultados fueron 
similares a los reportados por otros autores (Nel-
son et al., 1981; Secor y Salas, 2001; Peters et al., 
2008; Gachango et al., 2012; Baturo-Ciesniewska 
et al., 2015) quienes encontraron que el patógeno 
causa podredumbre seca en tubérculos de Solanum 
tuberosum con heridas artificiales.

Además, se observó que los nueve aislados cul-
tivados en PDA formaron tres grupos de color de 
micelio de los cuales dos grupos coinciden con los 
reportados por Baturo-Ciesniewska et al. (2015) 
quienes agruparon los aislados en color rosa, sal-
món y crema brillante. Para este estudio se presen-
taron colonias con una coloración blanco cremoso, 
rosa y rojiza marrón.

En cuanto a las características morfológicas se 
observó que los aislados de F. sambucinum culti-
vados en PDA formaron macroconidios y en SNA 
formaron abundantes esporodoquios y macroco-
nidios con coloración naranja, no hubo presencia 
de microconidios ni formación de clamidosporas 
dichas características coinciden con las reportadas 
por Leslie y Summerell (2006).

Las secuencias obtenidas a partir del DNA de 
los nueve aislados mostraron similitud del 99% 
con otras secuencias de F. sambucinum, en la base 
de datos del Gen Bank con número de accesión 
KP710620 y KP674193 las cuales se reportaron 
como agente causal de la podredumbre seca en tu-
bérculos de papa (Stefancyk et al., 2016). En esta 
investigación todos los aislados se identificaron 
como F. sambucinum y una de las secuencias con-
senso realizadas (número de accesión KX632088.1) 
se depositó en Gen Bank; sin embargo, es necesario 

results were similar to those reported by other 
authors (Nelson et al., 1981; Secor and Salas, 2001; 
Peters et al., 2008; Gachango et al., 2012; Baturo-
Ciesniewska et al., 2015), who found that the 
pathogen causes dry rotting in Solanum tuberosum 
tubers with artificial lesions.

In addition, we observed that the nine isolations 
grown in PDA formed three groups of mycelium 
colors, out of which two groups coincide with those 
reported by Baturo-Ciesniewska et al. (2015), who 
grouped the isolations into the colors pink, salmon 
and bright cream. For this study, cultures were 
presented colored creamy white, pink and reddish 
maroon.

Regarding morphological characteristics, we 
observed that the F. sambucinum isolations planted 
in PDA formed macroconidia, and in SNA, they 
formed abundant sporodochia and orange-colored 
macroconidia . No microconidia were present, nor 
were there chlamydospores; these characteristics 
coincide with those reported by Leslie and 
Summerell (2006).

The sequences obtained from the DNA of the nine 
isolations displayed a 99% similarity with other F. 
sambucinum sequences in the Gen Bank database, 
with accession number KP710620 and KP674193, 
which were reported as the causal agent of dry 
rotting in potato tubers (Stefancyk et al., 2016). In 
this investigation, all isolations were identified as F. 
sambucinum and one of the sequences carried out 
(accession number KX632088.1) was deposited 
in the Gen Bank; however, it is necessary to take 
samples from different areas of the country in 
which manzano chilli peppers are grown, in order 
to know the distribution of the pathogen in Mexico.

In conclusion, the results of this work show 
that morphological identification, molecular 
characterization and pathogenicity tests on the 
causal agent of the symptoms of sunken lesions 
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realizar un muestreo en distintas regiones del país 
en donde se cultiva chile manzano para conocer la 
distribución del patógeno en México.

En conclusión se  tiene que los resultados del 
presente trabajo, de muestran que la identidicación 
morfológica, caracterización molecular y pruebas 
de patogenicidad del agente causal de los síntomas 
de lesiones hundidas con micelio blanquecino en el 
fruto de chile manzano es Fusarium sambucinum y 
las heridas favorecen la penetración del patógeno 
en postcosecha.

Este es el primer estudio  que se realiza en 
México de Fusarium sambucinum  en frutos de 
chile manzano en postcosecha.
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Resumen. Este trabajo tuvo la finalidad de inves-
tigar la presencia de fitoplasmas asociados a sín-
tomas similares al HLB, enfermedad causada por 
CLas, con el propósito de optimizar los procesos 
de muestreo y diagnóstico en el marco de acciones 
fitosanitarias oficiales en la citricultura Mexicana. 
A partir de alertas de resultados negativos a CLas 
en árboles de Citrus spp con síntomas putativos de 

 The Brazilian Huanglongbing disease-associated phytoplasma 
is present in Citrus spp in Hidalgo state, Mexico
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Abstract. This work had the purpose of detecting 
the presence of phytoplasmas associated to HLB-
like symptoms, a disease caused by CLas, to 
improve the sampling and detection carryout 
in official phytosanitary actions in the Mexican 
citriculture. Base on alerts of negative results to 
CLas in citrus trees with putative symptoms of HLB, 
directed samplings were conducted in commercial 
orchards and country backyards in Hidalgo, 
Colima, Puebla and Veracruz in 2012, 2013 and 
2018. The total DNA was analyzed by PCR with 
the primers P1 / P7 nested with R16F2 / R16R2 
and D7f2 / D7r2. CLas infection was assessed with 
A2 / J5 primers. The presence of the Brazilian 
Huanglongbing disease-associated phytoplasma, 
member of the 16Sr IX group, associated with C. 
latifolia (NCBI, MK282760) and C. aurantifolia 
(NCBI, MK282761) was confirmed inducing 
similar but contrasting symptoms to those caused 
by CLas. These hosts are reported for the first time 
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HLB se realizaron muestreos dirigidos en huertos 
comerciales y traspatios en Hidalgo, Colima, Pue-
bla y Veracruz en 2012, 2013 y 2018. El ADN total 
se analizó por PCR con los iniciadores P1/P7 ani-
dados con R16F2/R16R2 y D7f2/D7r2. La infec-
ción de CLas se determinó con los iniciadores A2/
J5. Se confirmó en México la presencia del Bra-
zilian Huanglongbing disease-associated phyto-
plasma, miembro del grupo 16Sr IX, asociado a 
C. latifolia (NCBI, MK282760) y C. aurantifolia 
(NCBI, MK282761) induciendo síntomas simi-
lares pero contrastantes a los causados por CLas. 
Estos hospederos se reportan por primera vez en 
adición al original reporte en C. sinensis en Brasil. 
También se reporta a Bidens odorata y Cajanus ca-
jan como probables hospederos arvenses alternos 
y la presencia de especímenes de Graphocephala 
y Acinopterus (Cicadellidae), géneros reconocidos 
con especies vectoras de fitoplasmas de los grupos 
16Sr III-A y Aster Yellow, respectivamente. 

 
Palabras clave: PCR-anidado, Mollicutes, HLB, 
vector

Ante el inminente ingreso a territorio mexicano 
de Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), SE-
NASICA desarrolló en 2008 un Plan de Emergencia 
el cual derivó en una Campaña Contra el HLB de 
los Cítricos sustentado en la detección en planta y 
vector del agente bacteriano CLas (SIRVEF, 2018; 
Flores-Sánchez et al., 2017; Mora-Aguilera et al, 
2014). Sin embargo, la confiabilidad del diagnós-
tico molecular debe incluir a CLas y otros organis-
mos capaces de inducir síntomas similares al HLB, 
consistentes en moteados cloróticos y asimétricos, 
leve aclaramiento de nervaduras y amarillamiento 
foliar (Esquivel-Chávez et al, 2012). En Brasil y 
China en 2008 y 2009, y recientemente en 2018, se 
reportaron fitoplasmas pertenecientes a los grupos 

in addition to the original report on C. sinensis in 
Brazil. Bidens odorata and Cajanus cajan are also 
reported as probable alternate weed hosts as well 
as the presence of specimens of Graphocephala 
and Acinopterus (Cicadellidae), genera recognized 
with vector species of 16Sr III-A and Aster Yellow 
phytoplasma groups, respectively.

Key words: Nested-PCR, Mollicutes, HLB, vector

Upon the imminent entry in 2008 of Candidatus 
Liberibacter asiaticus (CLas) in Mexico, 
SENASICA developed an Emergency Plan that 
derived in a campaign against HLB on citrus 
crops, supported by plant and vector detection of 
the bacterial agent CLas (SIRVEF, 2018; Flores-
Sánchez et al., 2017; Mora-Aguilera et al, 2014). 
However, the reliability of the molecular diagnosis 
must include CLas and other organisms capable 
of inducing symptoms similar to HLB, consisting 
of chlorotic and asymmetric spots, slight vein 
whitening and leaf yellowing (Esquivel-Chávez et 
al, 2012). In Brazil and China in 2008 and 2009, 
and more recently, in 2018, phytoplasmas belonged 
to groups 16Sr I and IX were reported in Citrus 
sinensis causing symptoms similar to HLB (Wulff 
et al., 2018; Chen et al., 2009; Teixeira et al., 2008). 
Due to the importance of sampling in planning and 
operation of the campaign against HLB, and to the 
need for massive and reliable molecular diagnoses, 
the present investigation had the aim of detecting 
the occurrence of phytoplasmas in Citrus spp using 
nested PCR and sequencing with the purpose of 
establishing the potential implication of these 
organisms in the detection of CLas on different 
citrus species and identifying alternate hosts and 
potential vector insects to eventually be integrated 
onto risk models and control programs.

Base on phytosanitary alerts of the Plant Health 
Committee of the State of Hidalgo, in which Citrus 
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16Sr I y IX en Citrus sinensis causando síntomas 
similares al HLB (Wulff et al., 2018; Chen et al., 
2009; Teixeira et al., 2008). Debido a la importan-
cia del muestreo en la planeación y operación de 
Campaña Contra el HLB y a la necesidad de diag-
nósticos moleculares masivos y confiables, el pre-
sente trabajo tuvo como objetivo detectar la ocu-
rrencia de fitoplasmas en árboles de Citrus spp me-
diante PCR anidado y secuenciación con el propó-
sito de establecer la potencial implicación de estos 
organismos en la detección de CLas en diferentes 
especies citrícolas e identificar hospederos alternos 
y potenciales insectos vectores para su eventual in-
tegración en modelos de riesgo y control.

A partir de una alerta fitosanitaria emitida por 
el Comité Estatal de Sanidad Vegetal de Hidalgo, 
en la cual árboles de Citrus spp con síntomas tí-
picos a CLas tuvieron un diagnóstico negativo, en 
julio 2013 se exploraron 15 huertas familiares y 
comerciales de los municipios Atlapexco, Huejut-
la, Orizatlán, Xochiatipan y Jaltocan. Se realizó un 
muestreo dirigido a 16 árboles de Citrus sinensis, 
C. latifolia, C. aurantifolia y C. limetta con sín-
tomas foliares consistentes en moteados cloróticos 
asimétricos, aclaramiento de nervaduras y corcho-
sis (Cuadro 1). Se conformó una muestra compues-
ta por árbol a partir de tejido colectado por cada 
orientación cardinal y centro del dosel. Por cada 
orientación se colectó una vareta de 10-15 cm con 
2-5 hojas maduras del ciclo vegetativo anterior. 
Adicionalmente, se colectaron hojas, ramas y tallos 
de 13 malezas que presentaron síntomas sospe-
chosos a infección por fitoplasmas consistentes en 
clorosis, acortamiento de entrenudos, proliferación 
de brotes, filodia y/o virescencia. Las muestras de 
tejido vegetal se conservaron en hieleras para su 
traslado a laboratorio donde se mantuvieron a 4 °C 
por 2-3 días hasta su procesamiento. Los insectos 
asociados a árboles y malezas muestreadas se co-
lectaron con una red entomológica de golpeo y se 

trees with typical CLas symptoms had a negative 
diagnosis, in July of 2013, 15 country backyards 
and commercial orchards were explored in the 
municipalities of Atlapexco, Huejutla, Orizatlán, 
Xochiatipan and Jaltocan. Samples were taken from 
16 Citrus sinensis, C. latifolia, C. aurantifolia and 
C. limetta trees with foliar symptoms consisting of 
asymmetric chlorotic spots, whitening and corky 
veins (Table 1). A compound sample was taken for 
every tree, from tissue collected for each cardinal 
direction and the center of the canopy. For each 
direction, a 10-15 cm shoot was selected with 2-5 
mature leaves of the previous vegetative cycle. In 
addition, leaves, branches and stems were collected 
from 13 weeds with suspected symptoms of 
infection by phytoplasma consisting of chlorosis, 
shortening of internodes, proliferation of sprouts, 
phyllody  and/or virescence. The plant tissue 
samples were stored in ice boxes and taken to the 
lab, where they were kept at 4 °C for 2-3 days until 
processing. The insects associated to sampled trees 
and weeds were collected using a butterfly net and 
kept in alcohol at 70% for their later identification 
at UACH and confirmation in the entomology lab 
of the National Plant Health Reference Center, 
DGSV. The weed samples that turned out positive 
for phytoplasmas were taxonomically identified in 
the herbarium of the Colegio de Postgraduados, 
Campus Montecillo. Other regions and crops 
selected by the COLPOS-LANREF research group 
included C. aurantifolia in Armeria, Colima in 
2012 with 10 trees; C. sinensis and C. latifolia in 
Acateno, Puebla; Papantla, Martínez de la Torre, 
Tihutlán and Álamo, Veracruz in 2018 with a total 
of 49 samples obtained from trees with typical 
HLB symptoms yet negative to CLas (Table 1).

The total DNA extraction was carried out using 
DNaesy® Plant Mini Kit (Qiagen) from 0.1 g of 
plant tissue consistent in petioles, central vein and 
pieces of twig stems with a diameter of 1-0.5 cm. 
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conservaron en alcohol al 70% para su posterior 
identificación en la UACH y posterior confirma-
ción en el laboratorio de entomología del Centro 
Nacional de Referencia Fitosanitaria, DGSV. Las 
muestras de malezas positivas a fitoplasmas se 
identificaron taxonómicamente en el herbario del 
Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo. 
Otras regiones y cultivos que se seleccionaron por 
el grupo de investigación COLPOS-LANREF in-
cluyeron C. aurantifolia en Armeria, Colima en 
2012 con 10 árboles; C. sinensis y C. latifolia en 
Acateno, Puebla;  Papantla, Martínez de la Torre, 
Tihutlán y Álamo, Veracruz en 2018 con un total 
de 49 muestras obtenidas de árboles con síntomas 
típicos de HLB pero con antecedentes de resultados 
negativos a CLas (Cuadro 1).

Phytoplasm was detected using nested PCR with 
primers related to the gene 16S of the rRNA (Ahrens 
& Semüller, 1992). The first PCR reaction required 
the use of universal primers P1/P7 (Berges et al., 
2000; Ahrens & Semüller, 1992). The second PCR 
was carried out independently with two pairs of 
primers: R16F2/R16R2, universal to phytoplasmas 
(Lee et al., 1993), and with D7f2/D7r2 specific to 
the Brazilian Huanglongbing disease-associated 
phytoplasma (BHDA-Phytoplasma) (Teixeira et 
al., 2008). For the first PCR, the reaction volume 
consisted in 25 µL composed of: 1X GoTaq buffer, 
1.5 mM of MgCl2, 200 mM dNTP’s, 20 pmol of 
each primer, 2 units of DNA Taq polymerase 
(Promega) and 2 µL of total DNA. The thermal 
program consisted in the denaturalization for 4 min 

Cuadro 1. Especies de cítricos y arvenses positivas a CLas, al Brazilian Huanglongbing disease-associated phytoplasma, y 
a un putativo fitoplasma del Aster yellow group. Principal síntoma observado en muestreos dirigidos a huertos 
comerciales y de traspatio de cuatro entidades federativas de México en 2012, 2013 y 2018.

Table 1. Species of citrus plants and weeds positive to CLas, the Brazilian Huanglongbing disease-associated phytoplasma, 
and to a putative phytoplasma of the Aster yellow group. Main symptom observed in samples from commercial 
orchards and country backyards in four Mexican states in 2012, 2013 and 2018.

Estado        Especie 
       Botánica

Muestras
Positivas

     Principal 
     Síntoma

xBHDA 
phytoplasma

yAY    
phytoplasma

zHLB

Hidalgo Citrus latifolia 1/6 Aclaramiento nervaduras + - 0/6
C. aurantifolia 1/3 Moteados + - 0/3
C. limetta 0/5 Variegado - - 0/5
C. sinensis 0/2 Clorosis - - 0/2
Bidens odorata 1/1 Filodia + - 0/1
Cajanus cajan 1/1 Escoba de bruja + - 0/1
Catharanthus roseus 2/2 Filodia y virescencia - + NA
Commelina difusa 0/1 Clorosis - - NA
Cuscuta sp 0/1 Clorosis - - NA
Murraya paniculata 0/1 Clorosis - - 0/1
Otras especies 0/6 Clorosis - - NA

Colima C. aurantifolia  7/10 Moteado - - 7/10
Puebla C. paradisi 1/1 Moteado - - 1/1
Veracruz C. sinensis  0/17 Moteado - -  0/17

C. reticulata  0/12 Moteado - -  0/12
C. latifolia 0/9 Moteado - - 0/9

X Brazilian Huanglongbing disease-associated phytoplasma, iniciadores  P1/P7 y D7f2/D7r2  /  Brazilian Huanglongbing disease-
associated phytoplasma, primers P1/P7 and D7f2/D7r2
Y Putativo fitoplasma perteneciente al Aster yellow group, iniciadores  P1/P7 y R16F2/R16R2  /  Putative phytoplasma belonging 
to the Aster yellow group, primers P1/P7 and R16F2/R16R2
ZCandidatus Liberibacter asiaticus, iniciadores  A2/J5  /  Candidatus Liberibacter asiaticus, primers A2/J5.
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La extracción de ADN total se realizó con 
DNaesy® Plant Mini Kit (Qiagen) a partir de 0.1 gr 
de tejido vegetal consistente en peciolos, nervadu-
ras centrales y trozos de tallos de ramillas de 1-0.5 
cm diámetro. La detección de fitoplasmas se realizó 
mediante PCR anidado con iniciadores  asociados 
al gen 16S del rRNA (Ahrens & Semüller, 1992). 
Para la primera reacción de PCR se emplearon los 
iniciadores  universales P1/P7 (Berges et al., 2000; 
Ahrens & Semüller, 1992). La segunda reacción 
PCR se realizó en forma independiente con dos 
pares de iniciadores: R16F2/R16R2, universales 
a fitoplasmas (Lee et al., 1993), y con D7f2/D7r2 
específicos al Brazilian Huanglongbing disease-
associated phytoplasma (BHDA-Phytoplasma) 
(Teixeira et al., 2008). Para la primera PCR, el vo-
lumen de reacción consistió en 25 µL constituido 
por: 1X de buffer GoTaq, 1.5 mM de MgCl2, 200 
mM dNTP´s, 20 pmol de cada primer, 2 unidades 
de DNA Taq polimerasa (Promega) y 2 µL de ADN 
total. El programa térmico consistió en desnaturali-
zación por 4 min a 94 °C continuado con 35 ciclos 
a 92 °C por 45 s, 58 °C por 45 s y 72 °C por 90 s y 
una extensión final a 72 °C por 7 min. Para la se-
gunda PCR, la reacción se realizó con 25 µL totales 
que incluyeron: 1X de buffer GoTaq, 1.5 mM de 
MgCl2, 200 mM dNTP´s, 20 pmol de cada primer, 
2 unidades de DNA Taq polimerasa (Promega) y 5 
µL producto del primer PCR diluido 1:10. El pro-
grama térmico para la reacción con los iniciadores  
R16F2/R16R2 consistió en desnaturalización a 
94 °C por 5 min seguido de 35 ciclos: 94 °C por 
30 s, 53 °C por 50 s ,72 °C por 80 s y una extensión 
final a 72 °C por 10 min. Para la reacción con los 
iniciadores  D7f2/D7r2 se realizó desnaturalización 
a 94 °C por 3 min y 40 ciclos a 92 °C por 45 s, 
62 °C por 45 s, 72 °C por 90 s y una extensión final 
a 72 °C por 7 min. 

Las muestras de cítricos también fueron ana-
lizadas mediante PCR para la detección de CLas, 

at 94 °C, followed by 35 cycles at 92 °C for 45 
s, 58 °C for 45 s and 72 °C for 90 s and a final 
extension at 72 °C for 7 min. For the second PCR, 
the reaction was carried out with 25 µL in total, 
which included: 1X GoTaq buffer, 1.5 mM of 
MgCl2, 200 mM dNTP’s, 20 pmol of each primer, 
2 units of DNA Taq polymerase (Promega) and 
5 µL produced by the first PCR diluted 1:10. The 
thermal program for the reaction with primers 
R16F2/R16R2 consisted in the denaturalization at 
94 °C for 5 min followed by 35 cycles: 94 °C for 
30 s, 53 °C for 50 s, 72 °C for 80 s and a final extension 
at 72 °C for 10 min. For the reaction with primers 
D7f2/D7r2, a denaturalization was carried out at 
94 °C for 3 min and 40 cycles at 92 °C for 45 s, 
62 °C for 45 s, 72 °C for 90 s and a final extension 
at 72 °C for 7 min.

The citrus samples were also analyzed using 
PCR to detect CLas, using primers A2/J5. The 
reaction volume consisted of 25 µL: 1X of GoTaq 
buffer, 1.5 mM of MgCl2, 200 mM dNTP’s, 20 
pmol of each primer and 2 units of DNA Taq 
polymerase. The thermal program consisted in the 
denaturalization at 94 °C for 4 min followed by 35 
cycles at 92 °C for 45 s, 58 °C for 45 s, 72 °C for 
90 s and a final extension at 72 °C for 7 min. In 
all cases, the amplified fragments were analyzed 
by electrophoresis using agarose gel at 1.5% and 
viewed with a UV light transilluminator after 
staining with ethidium bromide. Amplicons that 
were positive for phytoplasmas were sequenced in 
the molecular biology laboratory of the National 
Plant Health Reference Center (DGSV, CNRF). The 
partial sequences of the gene 16S rRNA obtained 
with primers D7f2/ D7r2 were aligned with those 
reported in the National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) and accessions were registered 
in that system. A phylogenetic analysis was carried 
out with the sequences found in C. latifolia and C. 
aurantifolia and those reported by other researchers 
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utilizando los iniciadores  A2/J5. El volumen de 
reacción consistió en 25 µL: 1X de buffer GoTaq, 
1.5 mM de MgCl2, 200 mM dNTP´s, 20 pmol de 
cada primer y 2 unidades de DNA Taq polimerasa. 
El programa térmico consistió en desnaturalización 
a 94 °C por 4 min seguida de 35 ciclos a 92 °C por 
45 s, 58 °C por 45 s, 72 °C por 90 s y una exten-
sión final a 72 °C por 7 min. En todos los casos, 
los fragmentos amplificados fueron analizados por 
electroforesis mediante un gel de agarosa al 1.5% 
y visualizados con un transiluminador de luz UV 
previo teñido con bromuro de etidio. Amplicones 
positivos a fitoplamas fueron secuenciados en el 
Laboratorio de Biología Molecular del Centro Na-
cional de Referencia Fitosanitaria (DGSV, CNRF). 
Las secuencias parciales del gen 16S rRNA obte-
nidas con los iniciadores D7f2/ D7r2 se alinearon 
con las reportadas en el National Center for Biote-
chnology Information (NCBI) y se registraron en 
dicho sistema. Se realizó un análisis filogenético 
con las secuencias encontradas en C. latifolia y C. 
aurantifolia y las reportadas por otros investigado-
res (Wulff et al., 2018; Arratia et al., 2015; Chen 
et al., 2009). Previamente se empleó Seq Scanner 
v2 para depurar las secuencias, seguido de BioEdit 
para editar la alineación y obtener las secuencias 
consenso en formato FASTA. Finalmente se utilizó 
MEGA v7 para generar el árbol filogenético.

Únicamente muestras de cítricos y arvenses de 
Hidalgo fueron positivas a fitoplasmas pero no a 
CLas. El PCR anidado con los iniciadores  P1/P7 
y D7f2/D7r2 amplificaron un fragmento de 857 pb 
correspondiente al BHDA-Phytoplasma, pertene-
ciente al Pigeon pea witches’-broom phytoplasma 
grupo 16Sr IX (99% homología). Las muestras po-
sitivas fueron de C. latifolia (1/6), C. aurantifolia 
(1/3) y de arvenses identificadas como Bidens odo-
rata y Cajanus cajan (2/13), aunque con homolo-
gías entre 80 y 89% (Cuadro 1, Figura 1). Las se-
cuencias obtenidas de C. latifolia y C. aurantifolia 

(Wulff et al., 2018; Arratia et al., 2015; Chen et 
al., 2009). Seq Scanner v2 was previously used to 
purify the sequenced, followed by BioEdit to edit 
the alignment and obtain the consensus sequences 
in a FASTA format. Finally, MEGA v7 was used to 
generate the phylogenetic tree.

Only citrus and weed samples from Hidalgo 
were positive for phytoplasmas, but not for CLas. 
The nested PCR with the primers P1/P7 and D7f2/
D7r2 amplified a fragment of 857, corresponding 
to BHDA-Phytoplasma, belonging to the  Pigeon 
pea witches’-broom phytoplasma group 16Sr IX 
(99% homology). The positive samples were from 
C. latifolia (1/6), C. aurantifolia (1/3) and weeds 
identified as Bidens odorata and Cajanus cajan 
(2/13), although they had homologies between 
80 and 89% (Table 1, Figure 1). The sequences 
obtained from C. latifolia and C. aurantifolia 
were registered in the NCBI with accession 
numbers MK282760 and MK282761, respectively. 
Using primers P1/P7 and R16F2/R16R2, a 
fragment of 1200 pb was amplified in 2 samples 
of Catharanthus roseus, possibly belonging to a 
phytoplasma of Aster Yellow group (Torres et al., 
2004). In samples from other states, CLas was 
found, but no phytoplasmas. Of C. aurantifolia 
samples from Colima, 70% (7/10) were positive 
for CLas, whereas in the Acateno-Álamo citrus 
corridor, only 1/39 was positive, despite the citrus 
fruits presented symptoms of spotted chlorosis, 
similar to that caused by the bacteria (Esquivel-
Chavez et al., 2012). These results indicate the 
restricted presence of BHDA-Phytoplasma, and 
possibly, of the group Aster Yellow in weeds 
(Torres et al., 2004), although not related in mixed 
infections with CLas. On the other hand, in Sinaloa, 
Nayarit and Colima, Arratia and collaborators 
(2015) found Candidatus Phytoplasma asteris, 
a new taxon included in group 16SrI (Lee et al., 
2004), causing similar symptoms to HLB in C. 
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fueron registradas en NCBI con los números de ac-
cesión MK282760 y MK282761, respectivamente. 
Con los iniciadores  P1/P7 y R16F2/R16R2 se am-
plificó un fragmento de 1200 pb en 2 muestras de 
Catharanthus roseus posiblemente perteneciente a 
un fitoplasma del grupo Aster Yellow (Torres et al., 
2004). En las muestras de los otros estados se de-
tectó a CLas pero no fitoplamas. El 70% muestras 
de C. aurantifolia provenientes de Colima (7/10) 
resultaron positivas a CLas, mientras que en el co-
rredor citrícola Acateno-Álamo, solo 1/39 resultó 
positiva a pesar de que los cítricos mostraron sin-
tomatología de clorosis moteada similar a la causa-
da por la bacteria (Esquivel-Chavez et al., 2012). 
Estos resultados indican la presencia restringida 
del BHDA-Phytoplasma, y posiblemente del un 
miembro del grupo Aster Yellow en malezas (To-
rres et al., 2004), pero no asociado en infecciones 
mixtas con CLas. Complementariamente, Arratia 

aurantifolia, C. latifolia and C. sinensis trees in 
independent infections, or mixed with CLas (20/86 
samples). Although no weeds or potential vector 
insects were included in that investigation, the 
frequency of this phytoplasm, the citrus host range, 
and the presence of mixed infections in the Pacific 
cost suggests the need to include this pathogen in 
future epidemiological studies, considering that 
group 16SrI is one of the most prevalent with over 
100 hosts of worldwide economic importance (Lee 
et al, 2004).

The leaves symptoms in C. latifolia consisted 
of vein yellowing and thickening, angular chlorotic 
spots, diffuse mottling spots. An irregular chlorotic 
spotting was observed in C. aurantifolia along 
with a moderate thickening of nervations (Figure 
2). In Brazil, the symptoms caused by BHDA-
Phytoplasma in C. sinensis were indistinguishable 
from CLas (Teixeira et al., 2009); meanwhile, in 

Figura 1. Visualización en gel de agarosa de fragmentos ADN amplificados mediante PCR anidado a partir de muestras 
vegetales provenientes de Hidalgo, México. Fragmentos de 1200 pb obtenidos con iniciadores P1/P7 y R16F2/
R16R2 de muestras de Catharanthus roseus. Fragmentos de 857 pb obtenidos con iniciadores  P1/P7 y D7f2/D7r2 
de muestras de Citrus aurantifolia y C. latifolia, Bidens odorata y Cajanus cajan. Marcador peso molecular (MPM-
100 Pb), (+) Testigo positivo y (-) Testigo negativo.

Figure 1. Visualization in agarose gel of DNA fragments amplified using nested PCR from tissue samples from Hidalgo, 
Mexico. Fragments of 1200 pb obtained using primers P1/P7 and R16F2/R16R2 of samples of Catharanthus 
roseus. Fragments of 857 pb obtained with primers P1/P7 and D7f2/D7r2 of samples of Citrus aurantifolia and C. 
latifolia, Bidens odorata and Cajanus cajan. Molecular weight marker (MWM-100 Pb), (+) Positive control and (-) 
Negative control.
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y colaboradores (2015) detectaron en Sinaloa, Na-
yarit y Colima a Candidatus Phytoplasma asteris, 
un novel taxón incluido en el grupo 16SrI (Lee et 
al., 2004), causando síntomas similares al HLB en 
árboles de C. aurantifolia, C. latifolia y C. sinensis 
en infecciones independientes o mixtas con CLas 
(20/86 muestras). Aunque no se incluyeron arven-
ces o potenciales insectos vectores en ese trabajo, la 
frecuencia de este fitoplasma, la diversidad de cítri-
cos infectados y la presencia de infecciones mixtas 
en la vertiente del Pacífico  sugiere la necesidad de 
incluir este patógeno en estudios epidemiológicos 
considerando que el grupo 16SrI es uno de los más 
prevalentes al infectar a más de 100 hospedantes 
de importancia económica a nivel mundial (Lee et 
al, 2004).

Los síntomas foliares en C. latifolia se caracte-
rizaron por un amarillamiento y engrosamiento de 
nervaduras, manchas cloróticas angulares, motea-
dos difusos y acorchamiento. En C. aurantifolia se 
observó un moteado clorótico irregular y moderado 
engrosamiento de nervaduras (Figura 2). En Brasil, 
los síntomas causados por BHDA-Phytoplasma en 
C. sinensis son indistinguibles a los CLas (Teixeira 
et al., 2009); mientras que en México, los síntomas 
inducidos por este fitoplasma en cítricos agrios no 
corresponden a los reportados para HLB (Esquivel-
Chávez et al., 2012; Robles et al., 2010). B. odora-
ta exhibió filodia, coloraciones rojizas, reducción 
de área foliar, acortamiento de entrenudos, proli-
feración y achaparramiento de planta (Figura 3). 
En general, estos síntomas han sido ampliamente 
asociados a infección por fitoplasmas (Bertaccini 
y Duduk, 2009). Esta arvense, la cual concurrió en 
el huerto con un árbol positivo de C. latifolia, tuvo 
una predominancia del 80% indicativo de su poten-
cial como reservorio de inóculo. La muestra posi-
tiva de C. cajan se encontró en un huerto de traspa-
tio de Citrus limetta. El síntoma de escoba de bruja 
consistente en proliferación de brotes, acortamiento 

Mexico, the symptoms induced by this phytoplasm 
in sour citrus are similar but not the same as 
those reported for HLB (Esquivel-Chávez et al., 
2012; Robles et al., 2010). B. odorata displayed 
phyllody, reddish colors, the reduction of foliar 
areas, shortening of internodes, proliferation 
and plant shortening (Figure 3). In general, these 
symptoms have been widely related to infections 
by phytoplasmas (Bertaccini and Duduk, 2009). 
This weed, which appeared in the same orchard 
where a C. latifolia tree tested positive, had a 80% 
predominance indicating its potential as inoculum 
reservoir. The positive sample of C. cajan was 
found in a country backyard of Citrus limetta. The 
witches’-broom symptom, which consists in the 
proliferation of sprouts, internodes shortening, a 
general growth reduction and leaves chlorosis were 
observed in 50% of the plant’s canopy (Figure 3). 
Similar symptoms caused by the same phytoplasma 
have been reported in Brazil for Crotalaria juncea, 
a fabaceae weed associated to citrus (Marques et al., 
2010). This is the first report of B. odorata and C. 
cajan as alternate hosts of the BHDA-Phytoplasma 
in Mexico.

Of the total insects collected on citrus orchards 
in Hidalgo, 77 specimens were identified, belonging 
to the families Cicadellidae, Membracidae and 
Liviidade, with the potential to transmit mollicutes 
and bacteria (Weintraub and Beanland, 2006). 
Six species belonged to the Cicadellidae family 
(Young, 1977; Medler, 1960; Beamer, R.H., 
1944): Chlorogonalia coeruleovittata (7/61), 
Apogonalia stali (4/61), Graphocephala sp (7/61), 
Tylozygus fasciatus (8/61), Agrosoma syklis (9/61), 
Acinopterus sp (5/61). Only one colony was 
found (20/61) with immature and adult states of 
Membrasis mexicana (Membracide) in C.cajan. 
Out of the D. citri (Liviidae), Clas vector, 17/77 
specimens were collected (Figure 4). Out of these 
species, members of the genera Graphocephala and 
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de entrenudos, reducción general de crecimiento y 
clorosis foliar apical se mostraron en 50% del do-
sel planta (Figura 3). Sintomas similares causados 
por el mismo fitoplasma se han reportado en Bra-
zil para Crotalaria juncea, una arvence de la fa-
milia fabaceae asociados con cítricos (Marques et 
al., 2010). Este es el primer reporte de B. odorata 
y C. cajan como hospedantes alternos del BHDA-
Phytoplasma en México.

Del total de insectos colectados en huertos ci-
trícolas de Hidalgo se identificaron 77 ejemplares, 

Acinopterus have been reported as potential vectors 
of phytoplasmas of 16Sr III-A and Aster Yellow 
groups, respectively (Weintraub and Beanland, 
2006). In the future, it will be important to identify 
at species level the specimens of these genera 
found in this investigation, as well as the revision 
of other reports of leafhoppers related to citrus in 
Mexico.  For example, Blanco (2014), reported 21 
species in the Yucatan Peninsula, though none were 
reported with the ability to transmit phytoplasmas 
(Weintraub and Beanland, 2006).

 

A B C

D E F

Figura 2. Síntomas de muestras positivas al Brazilian Huanglongbing disease-associated phytoplasma. A-D: Síntomas folia-
res en Citrus latifolia consistente en amarillamiento y engrosamiento de nervaduras, manchas cloróticas angu-
lares, moteados difusos y acorchamiento de nervaduras. E y F: Síntomas en C. aurantifolia caracterizados por 
moteados cloróticos irregulares.

Figure 2. Symptoms of positive samples to the Brazilian Huanglongbing disease-associated phytoplasma. A-D: Leaves symp-
toms in Citrus latifolia consisting in yellowing and vein thickening, angular chlorotic spots, diffuse mottling spots 
and corky veins. E and F: Symptoms in C. aurantifolia characterized by irregular chlorotic spots.
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Figura 3. A-C: Síntomas en Cajanus cajan positiva al Brazilian Huanglongbing disease-associated phytoplasma (BHDA-
phytoplasma); (A) Clorosis en ápices foliares, (B) Proliferación tipo fascinación en tallos, (C) Membrasis mexicana 
(Membracidae) en proliferación de tallos. E-G: Síntomas en Bidens odorata positiva a BHDA-phytoplasma; (E y 
F) Filodia en inflorescencias, (G) coloración rojizas en hojas. I-K: Síntomas en Catharathus roseus putativo a un 
fitoplasma del Aster yellow group; (I) Filodia floral, (J y K) Virescencia de flores. D-L: Síntomas de escoba de bruja 
en C. cajan (D), B. odorata (H) y C.roseus (L).

Figure 3. A-C: Symptoms in Cajanus cajan positive for Brazilian Huanglongbing disease-associated phytoplasma (BHDA-
phytoplasma); (A) Leaf tips chlorosis, (B) Proliferation of stem fasciation. (C) Membrasis mexicana (Membracidae) 
in proliferation of stems. E-G: Symptoms on Bidens odorata positive for BHDA-phytoplasma; (E and F) Inflores-
cence phyllody, (G) Reddish of leaves. I-K: Symptoms in Catharathus roseus putative to a phytoplasma of the Aster 
yellow group; (I) Flower phyllody, (J and K) Flowers virescence. D-L: Symptoms of witches’ broom in C. cajan (D), 
B. odorata (H) and C. roseus (L).
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pertenecientes a las familias Cicadellidae, Mem-
bracidae y Liviidade, con potencial de transmi-
tir mollicutes y baterías (Weintraub y  Beanland, 
2006). Seis especies correspondieron a la familia 
Cicadellidae (Young, 1977; Medler, 1960; Beamer, 
R.H., 1944): Chlorogonalia coeruleovittata (7/61), 
Apogonalia stali (4/61),  Graphocephala sp (7/61), 
Tylozygus fasciatus (8/61), Agrosoma syklis (9/61), 
Acinopterus sp (5/61). Únicamente se encontró una 
colonia (20/61) con estados inmaduros y adultos de 
Membrasis mexicana (Membracide) en C.cajan.  
De D. citri (Liviidae), vector de CLas, se colecta-
ron 17/77 ejemplares (Figura 4). De estas especies, 
se han reportado miembros de los géneros Grapho-
cephala y Acinopterus como potenciales vectores 
de fitoplasmas de los grupos 16Sr III-A y Aster 
Yellow, respectivamente (Weintraub y Beanland, 
2006). En el futuro, es importante la caracteriza-
ción a nivel de especie de los ejemplares de esos 
géneros encontrados en este trabajo y la revisión de 
otros reportes de cicadélidos asociados a cítricos en 
México.  Por ejemplo, Blanco (2014), reportó 21 
especies en la Península de Yucatán pero ninguna 
enlistada con capacidad de transmitir fitoplasmas 
(Weintraub y Beanland, 2006).

El análisis filogenético de secuencias parciales 
del gen 16S rRNA obtenidas en este trabajo y las 
publicadas para fitoplasmas que inducen síntomas 
similares o indistinguibles a los causados por CLas 
en cítricos muestra una clara discriminación gené-
tica entre grupos y posibles subgrupos (Figura 5). 

El grupo 16Sr IX Pigeon pea witches-broom 
phytoplasma es aparentemente el más homogé-
neo e incluye las muestras de este trabajo y Brasil 
(Teixeira et al., 2010; Teixeira et al., 2008). Por otra 
parte, el grupo 16Sr I Aster Yellow Phytoplasma 
(AY180957), definió tres subgrupos con secuen-
cias de Sinaloa, Colima y Nayarit (AB858474.1, 
AB858473.1 y AB858472.1, respectivamente) 
reportadas como miembros del novel taxón 

The phylogenetic analysis of partial sequences 
of the 16S rRNA gene obtained in this investigation 
and those published for phytoplamsas that induce 
similar or indistinguishable symptoms from those 
caused by CLas on citrus shows a clear genetic 
discrimination between groups and possible 
subgroups (Figure 5).

The group 16Sr IX Pigeon pea witches-broom 
phytoplasma seems to be the most homogenous 
and it includes the samples from this investigation 
and from Brazil (Teixeira et al., 2010; Teixeira 
et al., 2008). On the other hand, the group 16Sr I 
Aster Yellow Phytoplasma (AY180957), defined 
three subgroups with sequences from Sinaloa, 
Colima and Nayarit (AB858474.1, AB858473.1 
and AB858472.1, respectively) reported as member 
of the new taxon Candidatus phytoplasma asteri 
subgroup S (Sinaloa and Colima) and B (Nayarit) 
(Arratia et al., 2015), as well as a sequence 
of C. sinensis from China (Chen et al., 2009) 
with a similar distance to the Aster Yellow-type 
sequence. Although the group related to the 16Sr 
III X-Disease is preliminary because the sequences 
of the phytoplasma recently reported in Brazil are 
not yet published in NCBI (Wulff et al., 2018), the 
use of sequences referred to in that publication help 
establish that it is relatively closer to group 16Sr 
IX.

These results demonstrate the presence of the 
Brazilian Huanglongbing disease-associated 
phytoplasma (BHDA-Phytoplasma), which belongs 
to group 16Sr IX, related to C. latifolia and C. 
aurantifolia in Mexico inducing similar symptoms, 
no different to those caused by CLas. These hosts 
are reported for the first time in addition to their 
original report in C. sinensis in Brazil (Teixeira et 
al., 2009). On the other hand B. odorata and C. 
cajan are reported as possible alternate hosts of the 
BHDA-Phytoplasma in Mexico. This phytoplasma 
is added to that reported by Arratia et al., 2015 for 
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Figura 4. Insectos colectados en huertos con árboles cítricos o arvenses positivos al Brazilian Huanglongbing disease-asso-
ciated phytoplasma y a un putativo fitoplasma del Aster yellow group. Cicadellidae: (A) Chlorogonalia coeruleo-
vittata, (B) Apogonalia stali, (C) Graphocephala sp, (D) Tylozygus fasciatus, (E) Agrosoma syklis, (F) Acinopterus 
sp.; Liviidae: (G) Diaphorina citri; Membracidae: (H) Membrasis mexicana.

Figure 4. Insects collected in orchards with citrus trees or weeds positive to the Brazilian Huanglongbing disease-
associated phytoplasma and to a putative phytoplasma of the Aster yellow group. Cicadellidae: (A) Chlorogonalia 
coeruleovittata, (B) Apogonalia stali, (C) Graphocephala sp, (D) Tylozygus fasciatus, (E) Agrosoma syklis, (F) 
Acinopterus sp.; Liviidae: (G) Diaphorina citri; Membracidae: (H) Membrasis mexicana.
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Candidatus phytoplasma asteri subgrupo S (Sina-
loa y Colima) y B (Nayarit) (Arratia et al., 2015), 
así como una secuencia de C. sinensis procedente 
de China (Chen et al., 2009) con similar distancia 
a la secuencia tipo Aster Yellow. Aunque la agrupa-
ción asociada al 16Sr III X-Disease es preliminar 
debido a que las secuencias del fitoplasma reciente-
mente reportado en Brasil aún no están publicadas 
en NCBI (Wulff et al., 2018), el empleo de secuen-
cias referidas en dicha publicación permiten esta-

Figura 5. Árbol filogenético reconstruido con el método Maximum likelihood con base en el modelo de sustitución de nucleó-
tidos General Time Reversible (GTR+I) con 500 bootstrap. Tres ramas principales se conforman diferencialmente: 
1). 16Sr IX con muestras de C.sinensis y Crotalaria juncea de Brasil, y C. latifolia y C. aurantifolia de Hidalgo, 
México encontradas en este trabajo (recuadro amarillo y línea sólida). 2). 16Sr III con el reciente reporte de Brasil 
en C. sinensis (recuadro verde y línea punteada-guion), y 3). 16Sr I conformado con muestras de Citrus spp repor-
tadas por Arratia et al., 2015 (recuadro rojo y línea en guiones).

Figure 5. Phylogenetic tree constructed using the Maximum likelihood method, based on the General Time Reversible 
nucleotide substitution model (GTR+I) with 500 bootstraps. Three main branches are made up differentially: 1). 
16Sr IX with samples of C.sinensis and Crotalaria juncea from Brazil, and C. latifolia and C. aurantifolia from 
Hidalgo, Mexico found in this investigation (yellow box and solid line). 2). 16Sr III with the recent report from 
Brazil in C. sinensis (green box and dotted line), and 3). 16Sr I made up of Citrus spp samples reported by Arratia 
et al., 2015 (red box and dotted line).
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the Mexican Pacific region belonging to the taxon 
Candidatus phytoplasma asteri of the 16Sr I group. 
The presence of these phytoplasmas indicate 
the need to develop robust diagnosis systems for 
CLas, the pathogen with the seemingly highest 
parasitic and epidemiological aptitude, but which 
can develop symptoms that can be mistaken for 
at least three types of phytoplasmas (members 
of 16SrI, 16SrIII and 16Sr IX). Epidemiological 
studies, including the role of potentially alternate 
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blecer que es un grupo relativamente más próximo 
al grupo 16Sr IX.  

Estos resultados demuestran la presencia del 
Brazilian Huanglongbing disease-associated 
phytoplasma (BHDA-Phytoplasma), miembro del 
grupo 16Sr IX, asociado a C. latifolia y C. auran-
tifolia en México induciendo síntomas similares, 
no indistintos a los causador por CLas. Estos hos-
pederos se reportan por primera vez en adición su 
original reporte en C. sinensis en Brasil (Teixeira et 
al., 2008). Por otra, parte se reporta a B. odorata y 
C. cajan como probables hospederos alternos del 
BHDA-Phytoplasma en México. Este fitoplasma se 
suma al reportado por Arratia et al., 2015 para la re-
gión del Pacífico mexicano perteneciente al taxón 
Candidatus phytoplasma asteri del grupo 16Sr I. 
La presencia de estos fitoplasmas indican la necesi-
dad de desarrollar sistemas de diagnóstico robustos 
para CLas, patógeno con aparente mayor aptitud 
parasítica y epidemiológica, pero que puede de-
sarrollar síntomas confundibles con al menos tres 
tipos de fitoplasmas (miembros de 16SrI, 16SrIII y 
16Sr IX). Estudios epidemiológicos, incluyendo el 
rol de potenciales vectores y hospederos alternos, 
requieren ejecutarse en México para establecer los 
factores de riesgo e implicaciones simbióticas en-
tre organismos parasíticos del bioma de los cítricos 
con el fin de un efectivo manejo fitosanitario.
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Resumen. A nivel mundial, la producción de jito-
mate y chile es de gran relevancia. Recientemente, 
en Israel y Jordania se notificó la presencia de un 
nuevo miembro del género Tobamovirus en planta-
ciones de jitomate, al cual se le llamó Tomato brown 
rugose fruit virus (ToBRFV). Los frutos de plantas 
infectadas manifiestan áreas amarillas, necróticas o 
de color marrón incluso rugosidades. En los muni-
cipios de Yurécuaro y Tanhuato, Michoacán, se han 

First report of Tomato brown rugose fruit virus 
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Abstract. The production of tomato and pepper 
is of great importance worldwide. Recently, in 
Israel and Jordan, the presence of a new member 
of the Tobamovirus genus was reported in tomato 
crops, which was called Tomato brown rugose 
fruit virus (ToBRFV). The fruits of infected plants 
can develop yellow areas, roughness, as well as 
necrotic or brown areas. In Yurecuaro and Tanhuato 
municipalities of Michoacan, crops of tomato and 
pepper have shown symptoms similar to those 
described, thus the objective was to determine if 
the ToBRFV is present in those places. Leaf tissue 
of tomato with symptoms was included and RT-
PCR was performed with primers that amplify a 
segment of the ORF2 of the genome of this virus; 
further, grids were prepared for observation under 
the transmission electron microscope (TEM). The 
expected amplicon was obtained and the sequences 
had a similarity of 99 to 100 % with ToBRFV. At 
the TEM, rigid rod-shaped viral particles typical of 
tobamoviruses were observed. To our knowledge, 
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observado cultivos de jitomate y chile con síntomas 
similares a los antes mencionados por lo que el ob-
jetivo del presente trabajo fue determinar si el To-
BRFV se encuentra presente en estas localidades. 
Se colectó tejido foliar de jitomate con síntomas y 
se realizó RT-PCR con iniciadores que amplifican 
un segmento del ORF2 del genoma de este virus; 
además, se prepararon rejillas para su observación 
al microscopio electrónico de transmisión (MET). 
Se obtuvo el amplicón esperado y las secuencias 
tuvieron una similitud de 99 a 100 % con ToBRFV. 
Al MET se observaron partículas virales en forma 
de varilla rígida típicas de tobamovirus. Hasta don-
de sabemos este es el primer reporte de la presencia 
del ToBRFV asociado a plantas de jitomate y chile 
cultivados en México.

Palabras clave: Tobamovirus, Solanaceae, RT-
PCR, microscopía electrónica de transmisión

De acuerdo a Dombrovsky y Smith (2017) el 
comercio mundial de semillas ha contribuido a la 
transmisión y diseminación de brotes de nuevas en-
fermedades en diferentes países, particularmente de 
virus pertenecientes al género Tobamovirus, entre 
ellos el ToBRFV. Los cultivos de tabaco, jitomate 
y chile (familia Solanaceae) son afectados severa-
mente por virus del género Tobamovirus: Tobacco 
mosaic virus (TMV), Tobacco mild green mosaic 
virus (TMGMV), Tomato mosaic virus (ToMV) y 
Pepper mild mottle virus (PMMoV) (Dombrovsky 
y Smith, 2017).

Las especies del género Tobamovirus son partí-
culas de varilla rígida, poseen un genoma de ARN 
monocatenario de sentido positivo de ~6.4 kb con 
cuatro marcos de lectura abierto (ORFs por sus si-
glas en inglés de Open reading frames). El ORF1 y 
ORF2 están separados por un codón de paro y codi-
fican dos proteínas relacionadas con la replicación 

it is the first report of the presence of ToBRFV 
associated to tomato and pepper plants grown in 
Mexico.

Key words: Tobamovirus, Solanaceae, RT-PCR, 
transmission electron microscopy

According to Dombrovsky and Smith (2017), 
world seed trade has contributed to the transmission 
and dissemination of outbreaks of new diseases, 
particularly from viruses belonging to the genus 
Tobamovirus, including the ToBRFV. Tobacco, 
tomato and chili pepper (Solanaceae family) crops 
are severely affected by the virus of the genus 
Tobamovirus: Tobacco mosaic virus (TMV), 
Tobacco mild green mosaic virus (TMGMV), 
Tomato mosaic virus (ToMV) and Pepper mild 
mottle virus (PMMoV) (Dombrovsky and Smith, 
2017).

The species of the Tobamovirus genus have 
rod-shaped particles, and a positive-sense single-
stranded RNA genome of ~6.4 kb with four Open 
Reading Frames (ORFs). ORF1 and ORF2 are 
separated by a stop codon and they codify two 
proteins related to the replication of the virus with 
a weight of 126 and 183 kDa, respectively. ORF3 
codifies the movement protein of 30 kDa, while 
ORF4 codifies the capsid of 17.5 kDa (Luria et al., 
2017).

The tobamoviruses are easily transmitted 
mechanically and via seeds (infectious particles in 
the testa) that infect sprouts when they germinate. 
The virus may remain in plant residues and soils 
contaminated with the virus for several months, and 
in infected seeds for several years (Dombrovsky 
and Smith, 2017).

Recently, in Israel (Luria et al., 2017) and 
Jordan (Salem et al., 2015), there were reports of 
tomatoes infected by a new tobamovirus called 
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del virus con un peso de 126 y 183 kDa, respectiva-
mente. El ORF3 codifica la proteína de movimien-
to de 30 kDa, mientras que el ORF4 codifica para la 
cápside de 17.5 kDa (Luria et al., 2017).

Los tobamovirus se transmiten fácilmente de 
forma mecánica y semilla (partículas infecciosas 
en la testa) que al germinar infectan las plántulas. 
El virus puede permanecer en residuos vegetales y 
suelos contaminados con virus durante varios me-
ses y en semillas infectadas durante varios años 
(Dombrovsky y Smith, 2017).

Recientemente en Israel (Luria et al., 2017) y 
Jordania (Salem et al., 2015) se reportó un nuevo 
tobamovirus denominado Tomato brown rugose 
fruit virus (ToBRFV) infectando jitomate, el cual 
ocasiona una reducción en la cantidad de flores y 
frutos, necrosis en el pedúnculo del fruto y hojas 
del cáliz. En los frutos de plantas enfermas se ob-
servan áreas de color amarillo o marrón y rugosida-
des en su superficie (Salem et al., 2015).

En 2018, productores de jitomate y chile de la 
región de Yurécuaro y Tanhuato, Michoacán, han 
reportado síntomas en frutos con coloración ama-
rilla, manchas verdes y deformación, estriado ver-
de y manchas irregulares color marrón (Fig. 1a) y 
en hojas síntomas de mosaico, moteado y amari-
llamiento. Por lo anterior, el objetivo del presente 
trabajo fue determinar si el ToBRFV se encuentra 
presente en Yurécuaro y Tanhuato, Michoacán, 
afectando los cultivos de jitomate y chile. 

La presente investigación se llevó a cabo en las 
instalaciones del Centro Nacional de Referencia 
Fitosanitaria. En septiembre de 2018, en los mu-
nicipios de Yurécuaro y Tanhuato, Michoacán, se 
colectó tejido foliar, flores y frutos de plantas de ji-
tomate y chile con síntomas de la enfermedad: fru-
tos con coloraciones amarillas, manchas y estria-
dos verdes, manchas irregulares de color marrón y 
deformación, mientras que en el follaje, moteados 
cloróticos y mosaicos. En flores no se observaron 

Tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV), which 
causes a reduction in the amount of flowers and 
fruits, necrosis in the peduncle of the fruit and 
leaves of the calyx. The fruits of infected plants 
presented yellow or brown areas and rough areas 
on their surface (Salem et al., 2015).

In 2018, tomato and chili farmers of the region 
of Yurecuaro and Tanhuato, Michoacan, have 
reported symptoms on fruits regarding yellow 
colors, green spots and deformations, green grooves 
and irregular brown spots (Fig. 1a), and on leaves, 
mosaic symptoms, spots and yellowing. The aim 
of the present work was to determine if ToBRFV 
is present in Yurecuaro and Tanhuato, Michoacan, 
affecting tomato and chili crops. 

The present study was carried out in the 
facilities of the National Plant Health Reference 
Center. In September of 2018, in the municipal 
areas of Yurecuaro and Tanhuato, Michoacan, leaf 
tissue, flowers and fruits were taken from tomato 
and chili plants with symptoms of the disease: 
fruits showing yellowing, spots and green grooves, 
irregular brown spots and deformation, while the 
foliage presented chlorotic spots and mosaic. No 
symptoms were found in flowers, according to 
reports by other authors. In Yurecuaro, two samples 
were taken of tomato plants in different production 
units, and in Tanhuato, six samples were taken 
(five of tomato and one of chili). The samples were 
properly labeled and taken to the laboratory, where 
they were maintained at 4 ˚C.

In each sample, midribs of the leaves were 
separated and cut transversally to divide the sample 
into two parts: the first was used for the preparation 
of gridsfor the transmission electron microscope, 
and the second, for the extraction of total RNA. 

Central midribs of infected leaves (0.1 g) were 
grinded in 500 µL of bi-distilled water using a 
sterile plastic mortar; the macerate was centrifuged 
at 9000 g for three minutes to eliminate any 
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síntomas de acuerdo a lo reportado por otros auto-
res. En Yurécuaro se tomaron dos muestras simples 
dirigidas de plantas de jitomate de diferentes uni-
dades de producción y en Tanhuato seis muestras 
(cinco de jitomate y una de chile). Las muestras 
fueron debidamente identificadas y trasladadas al 
laboratorio donde fueron resguardadas a 4 ˚C hasta 
su análisis.

De cada muestra, se separó la nervadura central 
de las hojas y se les realizó un corte trasversal para 
dividir la muestra en dos partes: la primera se uti-
lizó para la preparación de rejillas y observarlas al 
microscopio electrónico de transmisión, y la segun-
da para la extracción de RNA total. 

Se maceró 0.1 g de nervadura central de hojas 
infectadas en 500 µL de agua bidestilada con un 
pistilo de plástico estéril; el macerado fue centri-
fugado a 9000 g durante tres minutos para eliminar 
restos de tejido vegetal. Sobre rejillas de cobre de 
300 mallas (Electron Microscopy Sciences®) recu-
biertas con una membrana de formvar/carbon® se 
colocaron 10 µL de sobrenadante y 10 µL de ácido 
fosfotúngstico al 1 % (Fluka analytical), se mezcla-
ron por pipeteo y se dejaron durante 30 segundos, 
al término de los cuales se eliminó el exceso con 
un pedazo de papel filtro. Las rejillas se observaron 
por microscopia electrónica de transmisión y las 
imágenes fueron fotografiadas.

El RNA total se extrajo a partir de 100 mg de 
nervaduras centrales con el Kit SV Total RNA Iso-
lation System Start-Up® (Promega™), de acuer-
do a las indicaciones del fabricante. La pureza y 
concentración del RNA extraído se cuantificó por 
espectrofotometría (Nano Drop 2000®, Thermo 
Scientific™). 

La retrotranscripción se realizó con iniciado-
res aleatorios (Random Hexamer, Invitrogen™), 
siguiendo las indicaciones del fabricante con las 
siguientes condiciones de amplificación: 1 ciclo 
a 42 ˚C por 30 min, 1 ciclo a 99 ˚C por 5 min y 

remaining plant tissue. Copper grids of 300 mesh 
(Electron Microscopy Sciences®) covered with a 
formvar/carbon® membrane, were covered with 10 
µL of supernatant and 10 µL of phosphotungstic 
acid at 1 % (Fluka analytical), both were mixed 
with a pipette and left them for 30 seconds and the 
excess was eliminated with a piece of filter paper.  
Grids were observed under a transmission electron 
microscope and the images were photographed.

Total RNA was extracted from 100 mg of 
central midribsby the SV Total RNA Isolation 
System Start-Up® (Promega™) kit, according to 
the indications of the manufacturer. The purity and 
concentration of the RNA extracted was quantified 
by spectrophotometry (Nano Drop 2000®, Thermo 
Scientific™).

Retrotranscription was carried out using 
random primers (Random Hexamer, Invitrogen™), 
according to the manufacturer instructions. 
Conditions of amplification were: 1 cycle at 42 ˚C 
for 30 min, 1 cycle at 99 ˚C for 5 min, and finally, 
12 ˚C for 5 min.  PCR was performed with primers 
F-3666 (5´-ATGGTACGAACGGCGGCAG-3´) 
and R-4718 (5´-CAATCCTTGATGTG 
TTTAGCAC-3´) which amplified a fragment of 
1052 pb of ORF2 (Luria et al., 2017). The reaction 
mixture consisted of 12.5 µL of Platinum™ 
SuperFi™ PCR Master Mix (2X) (Invitrogen), 5 µL 
of Super FiTM GC Enhancer (5X) (Invitrogen), 3 
µL of molecular biology degree water (Invitrogen), 
1.25 µL of primer F-3666 (10 µM), 1.25 µL of 
primer R-4718 (10 µM) and 2 µL of cDNA template, 
in a final volume of 25 µL. The amplification was 
performed under the following conditions: 1 cycle 
at 98 ˚C for 5 min, 25 cycles at 98 ˚C for 1 min, 
62 ˚C for 3 min and 72 ˚C for 3 min with a final 
extension of 72 ˚C for 10 min. The amplified 
products were observed by electrophoresis in an 
agarose gel at 1.5 %.
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finalmente a 12 ˚C durante 5 min. En la PCR se 
usaron los iniciadores F-3666 (5´-ATGGTACGA-
ACGGCGGCAG-3´) y R-4718 (5´-CAATCCTT-
GATGTGTTTAGCAC-3´) que amplifican un frag-
mento de 1052 pb del ORF2 (Luria et al., 2017). 
La mezcla de reacción consistió en 12.5 µL de Pla-
tinum™ SuperFi™ PCR Master Mix (2X) (Invi-
trogen), 5 µL de Super FiTM GC Enhancer (5X) 
(Invitrogen), 3 µL de agua grado biología molecular 
(Invitrogen), 1.25 µL del primer F-3666 (10 µM), 
1.25 µL del primer R-4718 (10 µM) y 2 µL del tem-
plado de cDNA, en un volumen final de 25 µL. La 
amplificación se llevó bajo las siguientes condicio-
nes: 1 ciclo de 98 ˚C por 5 min, 25 ciclos a 98 ˚C 
por 1 min, 62 ˚C por 3 min y 72 ˚C por 3 min con 
una extensión final a 72 ̊ C por 10 min. Los produc-
tos amplificados fueron visualizados en un gel de 
agarosa al 1.5 %.

Los productos de la RT-PCR fueron secuenciados 
en el Laboratorio de Biología Molecular del Centro 
Nacional de Referencia Fitosanitaria, utilizando el 
equipo Applied Biosystems modelo 3130; las se-
cuencias obtenidas fueron ensambladas y editadas 
para obtener tamaños de 900 pb y comparadas en la 
base de datos del GenBank  (https://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_
TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome). El 
alineamiento local se realizó utilizando el progra-
ma MEGA v7.0.26 y el algoritmo MUSCLE. Se 
construyó una matriz con secuencias de Tobacco 
mosaic virus (TMV), Tomato mosaic virus (ToMV) 
y Tomato mottle mosaic virus (ToMMV) para rea-
lizar un análisis filogenético. Se usaron como gru-
po externo dos secuencias correspondientes a Pe-
pper mild mottle virus (PMMoV) (NC_003630.1) 
y Tobacco mild green mosaic virus (TMGMV) 
(AB078435.1). Se usó el método Maximum Like-
lihood (ML) basado en el modelo de Tamura-Nei, 
con 1000 iteraciones de bootstrap. Los árboles ini-
ciales para la búsqueda heurística se obtuvieron au-
tomáticamente aplicando los algoritmos Neighbor-

RT-PCR products were sequenced in the 
National Plant Health Reference Center Molecular 
Biology Lab. (Applied Biosystems, model 
3130); sequences were assembled and edited 
to obtain sizes of 900 bp, and compared in the 
GenBank database (https://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_
TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome). 
Local alignment was carried out with MEGA 
v7.0.26 and the algorithm MUSCLE. A matrix 
was built with Tobacco mosaic virus (TMV), 
Tomato mosaic virus (ToMV) and Tomato mottle 
mosaic virus (ToMMV) sequences to carry out 
a phylogenetic analysis. As an external group, 
we used two sequences from Pepper mild mottle 
virus (PMMoV) (NC_003630.1) and Tobacco mild 
green mosaic virus (TMGMV) (AB078435.1). 
The Maximum Likelihood (ML) model was 
used, based on the model by Tamura-Nei, with 
1000 bootstrap iterations. The initial trees for the 
heuristic analysis were obtained automatically by 
applying the Neighbor-Join and BioNJ algorithms 
to a distance by estimated pairs matrix, using the 
Maximum Composite Likelihood (MCL) approach 
and selecting the topology with a higher log 
verosimilitude value with MEGA v7.0.26.

Symptoms in tomato fruits and plants observed 
in Yurecuaro and Tanhuato were similar to those 
reported by Luria et al. (2017) and Salem et al. (2015) 
(Figure 1a). The samples analyzed amplified the 
expected product of 1052 bp. Sequences obtained 
from samples M1 (MK273183), M2 (MK273184), 
M5 (MK273187) and M7 (MK273189) had 
a similarity of 100 % with those from Israel 
(KX619418.1) and Jordan (KT383474.1), while 
samples M3 (MK273185), M4 (MK273186), M6 
(MK273188) and M8 (MK273190) had a similarity 
of 99 % for both isolates (Figure 1b). 

The phylogenetic tree with the highest 
probability of registering (-2680.43) shows that the 
sequences of samples M1-M8 were grouped within 
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Join y BioNJ a una matriz de distancias por pares 
estimadas utilizando el enfoque Maximum Compo-
site Likelihood (MCL) y seleccionando la topolo-
gía con un valor de verosimilitud log superior con 
el programa MEGA v7.0.26.

Los síntomas en frutos y plantas de jitomate co-
lectadas en Yurécuaro y Tanhuato fueron similares 
a los reportados por Luria et al. (2017) y Salem 
et al. (2015) (Figura 1a). Las muestras analiza-
das amplificaron el producto esperado de 1052 
pb. Las secuencias obtenidas de las muestras M1 
(MK273183), M2 (MK273184), M5 (MK273187) 
y M7 (MK273189) tuvieron 100 % de identidad 
con las secuencias de las muestras identificadas 
en Israel (KX619418.1) y Jordania (KT383474.1), 
mientras que las muestras M3 (MK273185), M4 
(MK273186), M6 (MK273188) y M8 (MK273190) 
mostraron 99 % de identidad con las secuencias de 
Israel y Jordania. (Figura 1b). 

En el árbol filogenético con la mayor proba-
bilidad de registro (-2680.43) se observa que las 
secuencias de las muestras M1-M8 se agruparon 
dentro del nodo que tiene las secuencias de Israel 
(KX619418.1) y Jordania (KT383474.1) (Figura 
1c). Todos los grupos correspondientes a las otras 
especies de Tobamovirus tienen porcentajes de in-
ferencia del 90 – 100 % a partir de 1000 iteraciones 
bootstrap. En las rejillas preparadas con extractos 
de hojas de jitomate se observaron partículas vira-
les en forma de varilla rígida de aproximadamente 
300 nm de longitud similares a las reportadas por 
Luria et al. (2017) (Figura 1d).

Estos resultados indican la presencia de Tomato 
brown rugose fruit virus asociadas a plantas de jito-
mate y chile colectadas en Yurécurao y Tanhuato y 
sugieren que proceden de semilla comercial produ-
cida en Israel y Jordania. El ToBRFV solo ha sido 
reportado en Asia y Medio Oriente y se tienen re-
portes sobre su fácil diseminación mecánica y por 
semillas (Dombrovsky y Smith, 2017). Con base 

the node that contains the Israeli (KX619418.1) 
and Jordanian sequences (KT383474.1) (Figure 
1c). All groups of tobamoviruses have percentages 
of inference of 90 – 100 % from 1000 bootstrap 
iterations. In grids prepared with tomato leaf 
extracts, rod-shaped viral particles of approximately 
300 nm in length, similar to those reported by Luria 
et al. (2017) were observed (Figure 1d).

These results indicate the presence of Tomato 
brown rugose fruit virus associated to tomato 
and chili pepper plants collected in Yurecuaro 
and Tanhuato, and suggest its introduction by 
commercial seeds produced in Israel and Jordan. 
The ToBRFV has only been reported in Asia and 
the Middle East, and there are reports that is easily 
mechanically transmitted  and disseminated by 
seed (Dombrovsky and Smith, 2017). Based on 
the results obtained, it is necessary to carry out 
pathogenicity tests in the future.

CONCLUSIONS

Based on the results obtained in the present 
study, it is established that Tomato brown rugose 
fruit virus is associated to commercial tomato and 
chili pepper crops from Yurecuaro and Tanhuato, 
Michoacan. These plants presented the symptoms 
described by Luria et al. (2017) and Salem et al. 
(2015).
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Figura 1. Síntomas observados en frutos de jitomate positivos al ToBRFV. Frutos con coloraciones amarillas (a), manchas 
verde y deformación (b), estriado verde (c) y frutos con manchas marrón (d). Productos de 1052 pb obtenidos por 
RT-PCR utilizando los oligonucleótidos para el género Tobamovirus (e). Árbol de máxima probabilidad de las se-
cuencias del fragmento ORF2 de muestras ToBRFV con otros Tobamovirus (TMV, ToMMV y ToMV) (f). Partícula 
viral en forma de varilla rígida presente en muestras de jitomate característico de Tobamovirus (g).

Figure 1. Symptoms observed on tomato samples positive for ToBRFV. Fruits with yellow colourations (a), green spots and 
deformation (b), green striate (c) and fruits with brown spots (d). Products of 1052 bp obtained by RT-PCR using 
the oligonucleotides for the Tobamovirus genus (e). Maximum-likelihood tree of sequences of fragment ORF2 from 
samples ToBRFV with others Tobamovirus (TMV, ToMMV and ToMV) (f). Viral rods particle present in tomato 
samples characteristic of Tobamovirus (g).
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a los resultados obtenidos, se considera necesario 
que en el futuro se realicen las  pruebas de patoge-
nicidad correspondientes.

CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en la 
presente investigación se establece que el Tomato 
brown rugose fruit virus se encuentra asociado a 
plantas de jitomate y chile de cultivos comercia-
les en los municipios de Yurécuaro y Tanhuato, 
Michoacán. Estas plantas presentaron los sínto-
mas descritos por Luria et al. (2017) y Salem et al. 
(2015). 
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Resumen. Muerte de naranjos (Citrus sinensis L. 
Osberck) var. “Valencia” fue observada en el Valle 
del Yaqui, México, en agosto de 2017. Para identifi-
car el agente causal, se recolectaron hojas, ramas y 
raíces de árboles sintomáticos. Siete aislados fúngi-
cos fueron obtenidos de raíces presentando oscure-
cimiento del sistema vascular, llamados FS1 a FS7. 
Las características macro y microscópicas típicas 

First report of Fusarium wilt on Citrus sinensis 
var. Valencia in the Yaqui Valley, Mexico

Primer reporte de marchitamiento por Fusarium en 
Citrus sinensis  var. Valencia en el Valle del Yaqui, México

Fannie Isela Parra-Cota, Campo Experimental Norman E. Borlaug, INIFAP, Norman E. Borlaug Km 12, 
C.P.85000, Ciudad Obregón, Sonora, México, Jesús García Pereyra, Gabriel Nicolás Aviña Martínez, 
Instituto Tecnológico del Valle del Guadiana, Carretera Durango - México Km 22.5, C.P. 34371, Ejido Villa 
Montemorelos, Durango, Sergio de los Santos-Villalobos*, CONACYT-Instituto Tecnológico de Sonora, 5 de 
febrero 818 Sur, Colonia Centro, C.P.85000, Ciudad Obregón, Sonora, México. *Autor para correspondencia: 
sergio.delossantos@itson.edu.mx

Recibido: 13 de Octubre, 2018.          Aceptado: 22 de Diciembre, 2018.

Abstract. Death of orange trees (Citrus sinensis 
L. Osberck) var. “Valencia” was observed in the 
Yaqui Valley, Mexico, in August 2017. In order 
to identify the causal agent, leaves, branches, 
and roots from symptomatic trees were collected. 
Seven fungal isolates were obtained from brown 
roots, encoded FS1 to FS7. Macro and microscopic 
characteristics typical of the genus Fusarium were 
observed in all obtained single-spored isolates, 
such as: abundant white cottony mycelium and 
a purple or yellow undersurface on PDA, curved 
macroconidia widest in the middle of their length, 
and oval, reniform, elongated oval to obovoid 
with a truncate base, and septated microconidia. 
The sequencing of the Internal Transcribed Spacer 
(ITS) region showed high coverage and similarity 
(>99%) to sequences of the Fusarium solani species 
complex (FSSC). The inoculation of 1-year-old 
orange trees with each obtained Fusarium isolate 
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del género Fusarium fueron observadas en todos 
los aislados mono-espóricos obtenidos, tales como: 
abundante micelio algodonoso de color blanco y 
un anverso de color púrpura o amarillo en PDA, 
macroconidias curvas más ancha en la parte central 
de su longitud, y ovaladas, reniformes, alargadas, 
de ovaladas a obovoides con una base truncada, 
y microconidias septadas. La secuenciación de la 
región de Espaciadores Internos Transcritos (ITS) 
mostró una alta cobertura y similitud (> 99%) con 
secuencias del Complejo de Especies de Fusarium 
solani (CEFS). La inoculación de naranjos de 1 año 
de edad con cada uno de los aislados de Fusarium 
obtenidos provocó el oscurecimiento del sistema 
vascular de la raíz y la muerte de estos árboles, lo 
que confirma que estos aislado fueron los agentes 
causales del marchitamiento por Fusarium obser-
vados en árboles de naranja en campos comercia-
les del Valle del Yaqui. Este es el primer reporte de 
marchitamiento por Fusarium en cítricos en dicha 
región.

Palabras clave: Hongo, Postulados de Koch, ITS.

La producción de cítricos en México ha aumen-
tado, al ser este cultivo frutal el de mayor valor en el 
mercado internacional (http://www.fao.org) debido 
a su uso en la producción de jugos, mermeladas y 
otros. Sin embargo, las enfermedades de cítricos, 
en particular aquellas causadas por hongos, causan 
pérdidas económicas en todo el mundo y, en algu-
nos casos, pueden reducir la producción total hasta 
en 50% (Ochoa et al., 2007). En agosto de 2017 se 
observaron síntomas tales como clorosis, necrosis, 
desecamiento, caída prematura de hojas, marchi-
tez, y luego muerte (~ 60 ha y-1) de naranjos (Citrus 
sinensis L. Osberck) var. “Valencia” en huertos co-
merciales de naranjo en el Valle del Yaqui, Sonora 
(26° 45’-27° 33’N latitud y 109° 30’-110° 37’W 

caused browning of the root vascular system and 
death of these trees, confirming that those isolates 
were the causal agents of Fusarium wilt observed 
in orange tress in commercial fields in the Yaqui 
Valley. This is the first report of Fusarium wilt on 
citrus in that region. 

Key words: Fungi, Koch’s postulates, ITS.

The citrus production in Mexico has increased 
as this crop is the highest value fruit crop in the 
international trade (http://www.fao.org), due to its 
use in the production of juice, marmalade, among 
others. However, citrus diseases, particularly those 
caused by fungi, cause economic losses throughout 
the world, and in some cases can reduce total 
production by 50% (Ochoa et al., 2007). In August 
2017, symptoms such as chlorosis, necrosis, 
dieback, premature leaf drop, wilting, and then 
death (~ 60 ha y-1) of orange trees (Citrus sinensis 
L. Osberck) var. “Valencia” were observed in 
orange commercial fields in the Yaqui Valley, 
Sonora (26° 45’-27° 33’ N latitude and 109° 30’-
110° 37’ W longitude), one of the most important 
agricultural regions in Mexico (Figure 1A). Then, 
leaves, branches, and roots from ten symptomatic 
orange trees were collected and placed into 
moist chambers at 4 °C for their transportation to 
laboratory, in order to identify the biological casual 
agents of those symptoms. The visual analysis of 
collected samples showed browning of the root 
vascular system (Figure 1B). Thus, fifty pieces 
of brown roots were surface sterilized using 1% 
sodium hypochlorite for 2 min, washed twice using 
sterile (121 °C and 15 psi for 15 min) distilled 
water, and cut into 1 cm pieces. Later, these root 
pieces were placed on Potato Dextrose Agar (PDA) 
(supplemented with 80 µg mL-1 nalidixic acid), and 
incubated for 5 days at 28±2 °C (12 h of darkness 
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longitud), una de las regiones agrícolas más impor-
tantes de México (Figura 1A). Así, se recolectaron 
hojas, ramas y raíces de diez naranjos sintomáticos 
y fueron colocados en cámaras húmedas a 4 °C para 
ser transportadas al laboratorio, donde se identificó 
el agente biológico causal de dichos síntomas. El 
análisis visual de las muestras colectadas indicó  la 
presencia de oscurecimiento (tonos de color café) 
en el sistema vascular de las raíces de dichos árbo-
les (Figura 1B). Por ello, se esterilizaron cincuenta 
segmentos de dichas raíces usando una solución 
de hipoclorito de sodio al 1% por 2 min, la-
vadas dos veces usando agua destilada (121 °C y 
15 psi por 15 min), y se cortaron en pedazos de 
1 cm. Más adelante, los pedazos de raíces fueron 
colocados en Papa-Dextrosa-Agar (PDA) (com-
plementado con 80 µg mL-1 de ácido nalidíxico), e 
incubadas por 5 días a 28±2 °C (12 h de oscuridad 
y 12 h de luz) (Villa-Rodriguez et al., 2016). Des-
pués del periodo de incubación, cada colonia fún-
gica fue aislada usando el medio y las condiciones 
de cultivo mencionadas anteriormente, con lo cual 
se obtuvieron siete aislados fúngicos, a los que se 
les dieron claves FS1 a FS7. Estos aislados fueron 
depositados en la Colección de Microorganismos 
Edáficos y Endófitos Nativos- COLMENA (www.
itson.edu.mx/colmena) (de los Santos-Villalobos et 
al., 2018).

Se observaron características macro y micros-
cópicas (se produjeron preparaciones semiper-
manentes en ácido láctico y examinadas con un 
microscopio óptico) típicas del género Fusarium 
para los siete aislados obtenidos de cultivos mo-
no-espóricos (Leslie y Summerell,  2006), i.e. 1) 
abundante micelio algodonoso y un color morado o 
amarillo debajo de la superficie en PDA, 2) macro-
conidios curveados con un mayor ancho a la mitad 
de su largo, y 3) microconidios septados ovalados, 
reniformes, ovalados alargados a obovoides con 
una base truncada (Figura 2). La identificación 

and 12 h of light) (Villa-Rodriguez et al., 2016). 
After the incubation period, each mycelial colony 
was isolated using the culture medium and growth 
conditions mentioned above, obtaining seven 
fungal isolates, which were encoded FS1 to FS7. 
These isolates were deposited in Colección de 
Microorganismos Edáficos y Endófitos Nativos- 
COLMENA (www.itson.edu.mx/colmena) (de los 
Santos-Villalobos et al., 2018).

Macro and microscopic characteristics 
(semipermanent preparations in lactic acid were 
made and examined with an light microscope) 
typical of the genus Fusarium were observed for the 
seven obtained single-spored isolates (Leslie and 
Summerell,  2006), i.e. 1) abundant white cottony 
mycelium and a purple or yellow undersurface 
on PDA, 2) curved macroconidia widest in the 
middle of their length, and 3) oval, reniform, 
elongated oval to obovoid with a truncate base, and 
septated microconidia (Figure 2). The molecular 
identification –at genus level- of these isolates was 
carried out by sequencing the Internal Transcribed 
Spacer (ITS) region. Firstly, 1 x 106 spores of 
each fungal isolate was separately inoculated in 
tubes containing 5 mL of Potato Dextrose Broth 
(PDB), and incubated for 3 days at 28 °C (24 h 
of darkness). At the end of the incubation period, 
cell suspension was centrifuged for 5 min at 
2,500 Relative Centrifugal Force (RCF) to obtain 
fungal mycelium. The fungal genomic DNA was 
extracted from 500 mg of fresh mycelium, which 
was re-suspended in 500 µL extraction buffer 
(200 mmol Tris HCl pH 8.5, 250 mmol NaCl, 25 
mmol EDTA, and 0.5% SDS) by stirring with a 
pipette tip. The slurry was mixed homogeneously 
with 350 µL phenol. Then, 150 µL chloroform 
were added and mixed, and the suspension was 
centrifuged for 1 h in an Eppendorf centrifuge 
(13,000 RCF). The upper aqueous phase was 
transferred into a sterile Eppendorf tube and mixed 
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Figura 1. Síntomas de naranjos (Citrus sinensis L. Osberck) var. Valencia” en el Valle del Yaqui, Sonora. A) Síntomas inclu-
yen: clorosis, necrosis, desecamiento, caída prematura de hojas, marchitez y luego muerte vs. un árbol sano. B) 
Naranjo sintomático presentando tonos de color café en el sistema vascular de las raíces vs. raíz sana.

Figure 1. Symptoms of orange trees (Citrus sinensis L. Osberck) var. Valencia” in commercial fields in the Yaqui Valley, 
Sonora. A) Symptoms include: chlorosis, necrosis, dieback, premature leaf drop, and wilting vs. a healthy tree. B) 
Symptomatic orange tree root showing browning of the root vascular system vs. healthy root.
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molecular –a nivel de género – de estos aislados 
se realizó secuenciando la región de Espaciadores 
Internos Transcritos (ITS). Primeramente, 1 x 106 
esporas de cada aislado fúngico fueron inoculadas 
de manera separada en tubos con 5 mL de Caldo de 
Papa y Dextrosa (CPD), e incubados por 3 días a 
28 °C, (en oscuridad). Al final del periodo de incu-
bación, la suspensión celular fue centrifugada por 
5 min a 2,500 de Fuerza Centrífuga Relativa (FCR) 

with about 0.54 volume isopropanol (250 µL), and 
centrifuged for 5 min in an Eppendorf centrifuge 
(13,000 RCF) for DNA precipitation (Valenzuela-
Aragon et al., 2018). The obtained DNA was dried 
at room temperature and re-suspended in 30 µL 
Nuclease-Free Water (sterile). Then, the 50 µL 
PCR mixture contained 100 ng fungal genomic 
DNA as template, 0.2 µmol of each pair of primers 
[ITS1 (5´-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3´) 

Figura 2. Caracterización morfológica de agentes asociados aislados de raíces sintomáticas. Características macroscópicas, 
abundante micelio algodonoso de color blanco y un anverso de color púrpura o amarillo en PDA. Características 
microscópicas, macroconidios curveados, de mayor ancho a mitad de su longitud.

Figure 2. Morphological characterization of associated agents isolated from symptomatic roots. Macroscopic characteristics, 
abundant white cottony mycelium and a dark-purple undersurface on PDA. Microscopic characteristics, curved 
macroconidia widest in the middle of their length.
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para obtener micelios fúngicos. El ADN genómico 
fúngico fue extraído de 500 mg de micelio fresco, 
el cual fue resuspendido con una pipeta en 500 µL 
de una solución amortiguadora de extracción (200 
mmol Tris HCl pH 8.5, 250 mmol NaCl, 25 mmol 
EDTA, y 0.5% SDS). La solución acuosa resultan-
te fue mezclada de forma homogénea con 350 µL 
de fenol. Posteriormente, se agregaron y mezclaron 
150 µL de cloroformo, y la suspensión fue centrifu-
gada por 1 h en una centrífuga Eppendorf (13,000 
RCF). La fase superior acuosa fue transferida a un 
tubo Eppendorf esterilizado y mezclado con alre-
dedor de 0.54 volúmenes de isopropanol (250 µL), 
y centrifugada por 5 min en una centrífuga Eppen-
dorf (13,000 RCF) para la precipitación de ADN 
(Valenzuela-Aragon et al., 2018). El ADN obtenido 
fue secado a temperatura ambiente y resuspendi-
do en 30 µL de agua libre de nucleasas (esteriliza-
da). Luego, la mezcla de 50 µL de PCR contuvo 
100 ng de ADN genómico fúngico, 0.2 µmol de 
cada par de oligonucleótidos [ITS1 (5´-TCCG-
TAGGTGAACCTGCGG-3´) y ITS4 (5’-TCCTC-
CGCTTATTGATATGC-3’) (White et al., 1990)], y 
4 U MyTaq polimerasa (Bioline). Las condiciones 
de PCR para la amplificación de la región de ITS 
consistió en un paso inicial de desnaturalización 
a 94 °C (3 min), 35 ciclos de desnaturalización a 
94 °C (30 s), seguido de un alineamiento a 55 °C 
(30 s), y extensión a 72 °C (1 min), así como un 
paso final de extensión a 72 °C (10 min) (de los 
Santos-Villalobos et al., 2013). Los productos del 
PCR fueron analizados por electroforesis en gel de 
agarosa/TAE (2%), y purificados usando ISOLATE 
II PCR y Gel Kit (Bioline), y luego fueron secuen-
ciados usando la plataforma Sanger (ABI 3730 XL, 
Applied Biosystem) de Genomic Services Labora-
tory (LANGEBIO, Irapuato, Guanajuato, Mexico). 
Las secuencias de ADN obtenidas fueron editadas 
y analizadas usando el software FinchTV 1.4.0 by 
Geospiza, Seattle, WA; y BLAST (NCBI, www.

and ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) 
(White et al., 1990)], and 4 U MyTaq DNA 
polymerase (Bioline). The PCR conditions for the 
amplification of ITS region consisted of an initial 
denaturation step at 94 °C (3 min), 35 cycles of 
denaturation at 94 °C (30 s), followed by annealing 
at 55 °C (30 s), and extension at 72 °C (1 min), 
and a final step at 72 °C (10 min) (de los Santos-
Villalobos et al., 2013). The PCR products were 
analyzed by electrophoresis in agarose/TAE gel 
(2%), and purified using ISOLATE II PCR and Gel 
Kit (Bioline), and then sequenced using Sanger 
platform (ABI 3730 XL, Applied Biosystem) 
by Genomic Services Laboratory (LANGEBIO, 
Irapuato, Guanajuato, Mexico). The obtained 
DNA sequences were edited and analyzed using 
the software FinchTV 1.4.0 by Geospiza, Seattle, 
WA; and BLAST (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov), 
respectively. The obtained ITS sequences showed 
high coverage (>99%) and similarity (>99%) to 
Fusarium solani species complex (FSSC), which 
is a group currently estimated to contain at least 60 
phylogenetically distinct species (Coleman, 2016). 
Thus, based on the ITS molecular identification, 
all seven studied isolates were affiliated to the 
genus Fusarium, where additional and more robust 
molecular phylogenetic relationships need to be 
carried out in order to classify those isolates at 
specie level. The obtained Fusarium sequences 
were deposited in the NCBI Genbank as: FS1 
(MG262553), FS2 (MG262554), FS3 (MG262555), 
FS4 (MG262556), FS5 (MG262557), FS6 
(MG262558), and FS7 (MG262559).

Pathogenicity assays were conducted separately 
for each studied Fusarium isolate under greenhouse 
conditions (13 h of darkness at 14 °C, 2 h of light at 
18 °C, 7 h of light at 25 °C, and 2 h of light at 18 °C; 
and 80% of relative humidity). Thus, five 1-year-
old orange trees var. “Valencia” having damaged 
(small cuts were made using a sterile scalpel) 
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ncbi.nlm.nih.gov), respectivamente. Las secuen-
cias de ITS obtenidas presentaron una alta cobertu-
ra (> 99%) y similitud (> 99%) con el complejo de 
especies de Fusarium solani (CEFS), el cual es un 
grupo que en la actualidad se estima que contiene 
al menos 60 especies filogenéticamente diferentes 
(Coleman, 2016). Por ende, con base en la identifi-
cación molecular de ITS, los siete aislados estudia-
dos pertenecen al género Fusarium, sin embargo 
más y más robustas relaciones filogenéticas deben 
ser desarrolladas para clasificar estos aislados a ni-
vel de especie. Las secuencias obtenidas de Fusa-
rium fueron depositadas en el Genbank de NCBI 
como: FS1 (MG262553), FS2 (MG262554), FS3 
(MG262555), FS4 (MG262556), FS5 (MG262557), 
FS6 (MG262558), y FS7 (MG262559). 

Se llevaron a cabo ensayos de patogenicidad de 
forma separada para cada aislado  estudiado de Fu-
sarium bajo condiciones de invernadero (13 h de 
oscuridad a 14 °C, 2 h de luz a 18 °C, 7 h de luz 
a 25 °C, y 2 h de luz a 18 °C; y 80% de humedad 
relativa). Así, cinco naranjos de un año de edad de 
la var. “Valencia” con raíces dañadas (se realizaron 
pequeñas incisiones con un bisturí estéril) fueron 
inoculados con una suspensión conidial (1x104 

conidios mL-1 y 50 mL planta-1); se estableció un 
control negativo con agua destilada estéril rociada 
sobre la herida de la planta. Después de 30 días, se 
observó una coloración café en el sistema vascular 
de las raíces en 100% de los árboles inoculados (las 
plantas control fueron asintomáticas y no se recupe-
ró ningún cultivo de Fusarium), causando la muer-
te de los mismos, de donde se recuperó cada aisla-
do de Fusarium y se caracterizó como se describe 
anteriormente, confirmando 1) la alta virulencia de 
estos aislados , y 2) su papel como agente causal de 
los síntomas y la muerte de naranjos observados en 
huertos comerciales en el Valle del Yaqui. 

Con base en observaciones morfológicas, la ca-
racterización molecular parcial y el cumplimiento 

roots were inoculated with a conidial suspension 
(1x104 conidia mL-1 and 50 mL plant-1), a negative 
control with sterile distilled water sprayed on the 
plant wound. After 30 days, browning of the root 
vascular system of 100% of inoculated trees was 
observed (control plants were asymptomatic and 
no Fusarium colony was recovered), causing death 
of them, from which each Fusarium isolate was 
recovered and characterized as described above, 
confirming 1) the high virulence of those isolates, 
and 2) their role as the causal agents of the observed 
symptoms and death of orange trees in commercial 
fields in the Yaqui Valley. 

Based on morphological observations, partial 
molecular characterization, and the fulfilment 
of Koch’s postulates, we identified that studied 
isolates (belonging to the FSSC) were the causal 
agent of wilt on orange trees var. “Valencia” in the 
Yaqui Valley. Similar findings have been reported in 
California (United States), identifying to Fusarium 
solani and Phytopstora spp. as the causal agent 
of dark decay in the bark of large scaffold roots 
and the lower crown of the trunk, and chlorosis 
in leaves, and wilting on lemon and orange trees 
(Adesemoye et al., 2011). In addition, Fogliata et 
al. (2013) reported the presence of Fusarium rot 
on lemon trees, identifying Fusarium oxysporum 
as the causal agent. Recently, Sandoval-Denis 
et al. (2018) established the Fusarium diversity 
associated to citrus trees in Europe, by using 
morphological and molecular multi-locus analysis. 
The most commonly isolated species were F. 
sarcochroum, F. oxysporum and Fusarium solani. 
They also proposed a new fully-supported lineage, 
phylogenetically and morphologically divergent, 
which is named F. citricola species complex 
(FCCSC). 

Although the citrus wilt had been observed 
previously in Mexico, there are only two cases 
reported in the US National Fungus Collection 
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de los postulados de Koch, pudimos identificar que 
los aislados estudiados (pertenecientes al CEFS) 
fueron el agente causal del marchitamiento en na-
ranjos var. “Valencia” en el Valle del Yaqui. Ha-
llazgos similares han sido reportados en California 
(Estados Unidos), identificando a Fusarium solani 
y Phytopstora spp. como los agentes causales de la 
descomposición oscura en la corteza de las raíces 
y la corona inferior del tronco, así como clorosis 
en hojas y marchitamiento en naranjos y limone-
ros (Adesemoye et al., 2011). Además, Fogliata et 
al. (2013) reportaron la presencia de pudrición por 
Fusarium en limoneros, e identificaron a Fusarium 
oxysporum como el agente causal. Recientemen-
te, Sandoval-Denis et al. (2018) establecieron la 
diversidad de Fusarium relacionada a árboles de 
cítricos en Europa, al usar el análisis morfológico 
y molecular. Las especies más comúnmente aisla-
das fueron F. sarcochroum, F. oxysporum y Fusa-
rium solani; también propusieron un nuevo linaje 
totalmente apoyado, divergente filogenéticamente 
y morfológicamente, que se llama complejo de es-
pecie F. citricola (CEFC). 

Si bien el marchitamiento había sido observa-
do previamente en México, existen sólo dos casos 
reportados en la Colección Nacional de Hongos de 
EE.UU. (https://nt.ars-grin.gov/fungaldatabases/). 
Por ello, hasta donde es de nuestro conocimiento, 
este es el primer reporte de marchitez por Fusa-
rium en naranjos del Valle del Yaqui, causando un 
oscurecimiento en el sistema vascular de raíces y 
la muerte de árboles (~ 60 ha y-1). Como Fusarium 
es un fitopatógeno virulento, es posible que el uso 
intensivo del arado para desagregar suelo arcilloso 
compactado en los huertos comerciales de naran-
jos en el Valle del Yaqui haya dañado el sistema de 
raíces de los árboles, lo cual, en combinación con 
condiciones del suelo y climáticas (temperatura y 
humedad) fue una de las fuerzas impulsoras para el 
brote de marchitamiento por Fusarium. 

(https://nt.ars-grin.gov/fungaldatabases/). Thus, to 
our knowledge, this is the first report of Fusarium 
wilt on the orange trees in the Yaqui Valley, causing 
browning of the root vascular system and death of 
trees (~ 60 ha y-1). Since Fusarium is a virulent 
phytopathogen, probably the intensive use of 
tillage in order to disaggregate compacted clayed 
soil in the Yaqui Valley´s orange commercial fields 
damaged the orange trees root system, which in 
combination with soil and climatic (temperature 
and humidity) conditions, was the major driving 
forces for the Fusarium wilt outbreak. 
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