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Resumen. El chile es la segunda hortaliza de ma-
yor produccién en México. El objetivo de la in-
vestigacion fue evaluar la actividad antagoénica in
vitro e in vivo de Trichoderma harzianum (T-H4)

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021

Abstract. Chili is the second largest vegetable
in Mexico. The objective of the investigation was
to evaluate the in vitro and in vivo antagonistic
activity of Trichoderma harzianum (T-H4) and T.
koningiopsis (T-K11) versus Fusarium solani (MX-
MIC 798) in the germination and establishment
of seedling of chili Miahuateco. The dual culture
technique was used to determine the percentage of
radial growth inhibition (PRGI) of the MX-MIC
798 strain. In addition, the germination percentage
in Miahuateco chili seeds was analyzed in nursery,
as well as the mortality of seedlings and degree
of severity at 40 days after transplantation (dat)
in Santa Maria Tecomavaca, Oaxaca, through
biocontrol and chemical control (Mancozeb 80®).
The T-H4 strain presented the highest PIRG
antagonic level (53.3%) in vitro and class II on
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y T. koningiopsis (T-K11) versus Fusarium solani
(MX-MIC 798) en la germinacion y establecimiento
de plantula de chile Miahuateco. Se utilizo la técni-
ca de cultivo dual para determinar el porcentaje de
inhibicion de crecimiento radial (PICR) de la cepa
MX-MIC 798. Ademas, se analizo el porcentaje de
germinacion en semillas de chile Miahuateco en vi-
vero, asi como la mortalidad de plantulas y grado
de severidad a los 40 dias después del trasplante
(ddt) en Santa Maria Tecomavaca, Oaxaca, a través
de biocontrol y control quimico (Mancozeb 80%). La
cepa T-H4 presento el nivel antagénico PICR mas
alto (53.3%) in vitro y clase 1l en la escala de Bell,
asimismo obtuvo 82% de germinacion en semillas
de chile Miahuateco en vivero y 48% de mortalidad
en campo; de manera que igualo al control quimi-
co y supero a 7. koningiopsis T-K11. La actividad
antifungica de Trichoderma spp., ofrecen una alter-
nativa para el biocontrol de la marchitez y necrosis
en raiz del cultivo de chile Miahuateco causada por
F solani MX-MIC 798.

Palabras clave: Antagonismo, crecimiento mice-
lial, PICR, mortalidad, Capsicum.

La diversidad genética de los diferentes tipos
de chiles en México es poco estudiada, encontran-
do que gran variedad de estos son nativos, como
los denominados Poblanos (Toledo-Aguilar et al.,
2016). En el ano 2018, el chile Poblano (Capsicum
annuum) presentd un area de siembra de aproxi-
madamente 17,729.80 ha, con una produccién de
391,133.26 t dejando una derrama econdémica de $
3°038,997.37 millones de pesos (SIAP, 2020). El
chile poblano tiene gran importancia gastronéomica,
econdmica y social por ser un ingrediente basico
de platillos tradicionales e influencia culinaria de
otros alimentos en el mundo, representando uno
de los ejes de desarrollo o aglutinadores de empleo

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021

Bell’s scale, also obtained 82% germination in
Miahuateco chili seeds in nursery and 48% of field
mortality; So, he matched chemical control and
beat T koningiopsis T-K11. The antifungal activity
of Trichoderma spp., They offer an alternative for
the biocontrol of the wilt and necrosis as a root in
the cultivation of Miahuateco chili caused by F
solani MX-MIC 798.

Key words: Antagonism, mycelial growth, PRGI,
mortality, Capsicum.

The genetic diversity of the different types of
chilies in Mexico has been scarcely studied, and a
large variety have been found to be native, such as
the Poblanos (Toledo-Aguilar et al., 2016). In the
year 2018, the Poblano chili (Capsicum annuum)
was found to have been planted in an area of
approximately 17,729.80 ha, with a production
of 391,133.26 t and an income of $ 3°038,997.37
pesos (SIAP, 2020). The Poblano chili has great
gastronomic, economic and social importance,
since it is a basic ingredient of traditional dishes
and has a culinary influence on other foods
worldwide, being one of the cornerstones of
development or providers of jobs and income in
the areas (Rodriguez et al., 2007; Pérez-Carrasco
etal.,2017).

In the town of Santa Maria Tecomavaca, in the
state of Oaxaca, Mexico, the Miahuateco chili is
grown, which is a variety of Poblano chili and the
current production in the region is jeopardized by the
presence of fungal diseases. The genus Capsicum
presents a higher fungal incidence in the seedling
stage. These diseases are caused by pathogens such
as Phytophthora sp., Rhizoctonia sp. and Fusarium
spp., which lead to the loss of over one third of the
production of the crop. The main symptom is the
premature death of the plants, since it causes the
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e ingreso en las regiones (Rodriguez et al., 2007;
Pérez-Carrasco et al., 2017).

En la comunidad de Santa Maria Tecomavaca,
en el estado de Oaxaca, México, se cultiva el chile
Miahuateco, que es una variedad de chile Poblano
y actualmente la produccion en la region se ve com-
prometida por la presencia de enfermedades fungo-
sas. El género Capsicum presenta mayor incidencia
fungosa en la etapa de plantula, estas enfermedades
son causadas por patdégenos como Phytophthora
sp., Rhizoctonia sp. y Fusarium spp., que provocan
la pérdida de mas de un tercio de la produccion del
cultivo. El principal sintoma es la muerte prematu-
ra de las plantas, al causar la obstruccion y desequi-
librio del funcionamiento de los haces vasculares,
ademas de presentar defoliacion, cambios de color,
rizado del follaje, dafo a estructuras reproductivas,
maduracion adelantada e irregular pudricion de la
raiz y necrosis en el tallo (Rivera-Jiménez et al.,
2018; Guenoun et al., 2019). Fusarium oxysporum
y F. solani se han aislado de la pudricion de la co-
rona y la base del tallo de plantas maduras de chile
Poblano en vivero, ademas F. solani es el agente
causal de marchitez y necrosis en raiz y tallo de
chile Chilaca en Queréndaro, Michoacan, México
(Rivera-Jiménez et al., 2018; Reyes-Tena et al.,
2019).

Los productos de sintesis quimica se han em-
pleado por décadas para el control de estas enfer-
medades (Gan y Wickings, 2017). Sin embargo,
su uso esta relacionado con la generacion de resis-
tencia en fitopatogenos, dafios al ambiente y salud
humana (Chen et al., 2014; Andrade-Hoyos et al.,
2019). Ante esta situacion, el control bioldgico se
considera una practica eficiente y ecoldgicamente
viable para el desarrollo de una agricultura sosteni-
ble (Pérez-Torres et al., 2018).

El género Trichoderma contiene a las especies
antagonistas mds relevantes para el biocontrol de
hongos fitopatdégenos, utilizado principalmente

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021

obstruction and imbalance in the functioning of the
vascular bundles, defoliation, color changes, curling
of the foliage, damage to reproductive structures,
early maturation and irregular rot of the root and
necrosis in the stem (Rivera-Jiménez et al., 2018;
Guenoun et al., 2019). Fusarium oxysporum and F.
solani have been isolated from the rot of the crown
and the base of the stem of mature Poblano chili
plants in nursery. In addition, F solani is the causal
agent of wilting and necrosis in the root and stem
of the Chilaca chili in Queréndaro, Michoacan,
Mexico (Rivera-Jiménez et al., 2018; Reyes-Tena
etal.,2019).

The products of chemical synthesis have been
used for decades to control these diseases (Gan
and Wickings, 2017). However, their use is related
to the generation of resistance in phytopathogens,
damages to the environment and to human
health (Chen et al., 2014; Andrade-Hoyos et al.,
2019). In the light of this situation, biological
control is considered an efficient practice and
environmentally feasible for the development of
sustainable agriculture (Pérez-Torres et al., 2018).
The genus
relevant antagonistic species for the biocontrol of
phytopathogenic fungi, used mainly by organic
farmers and in good agricultural practices for
the management of diseases and as a compost
enhancer (Romero-Arenas et al., 2017; Launio
et al., 2020). Its use and success in agriculture is
due to action mechanisms such as competition for
space, mycoparasitism, antibiosis (Nawrocka et al.,
2018) and the production of volatile compounds
(Hernandez-Melchor et al., 2019). In previous
investigations, 7. harzianum T-H4 presented a
higher percentage of inhibition (78.3%) against

Trichoderma contains the most

Phytophthora cinnamomi than T. koningiopsis
T-K11 in vitro (Andrade-Hoyos et al., 2020).
Likewise, the strain T-H4 presented 63.6% of PICR
and class III of the Bell scale against Fusarium sp.
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por productores orgdnicos y de buenas practicas
agricolas para el manejo de enfermedades y poten-
ciador de compost (Romero-Arenas et al., 2017,
Launio et al., 2020). El éxito y uso en la practica
agricola, se debe a sus mecanismos de acciéon como
la competencia por espacio, micoparasitismo, an-
tibiosis (Nawrocka et al., 2018) y la produccion
de compuestos volatiles (Hernandez-Melchor et
al., 2019). En trabajos previos, 7. harzianum T-H4
presentd el mayor porcentaje de inhibicion (78.3%)
contra Phytophthora cinnamomi que T. koningiop-
sis T-K11 in vitro (Andrade-Hoyos et al., 2020).
Asi mismo la cepa T-H4 present6 63.6% de PICR
y clase III de la escala de Bell contra Fusarium sp.
(Morales et al., 2020). En consecuencia, el objeti-
vo de este trabajo de investigacion fue: Evaluar la
actividad antagdnica de dos cepas de Trichoderma
(T-H4 y T-K11), versus F. solani MX-MIC 798 en
la germinacion de semilla y vigor de plantulas de
chile Miahuateco para la comunidad de Santa Ma-
ria Tecomavaca, Oaxaca, México.

MATERIALES Y METODOS

Antagonismo de 7. harzianum y T. koningiopsis
ante F solani en cultivos duales. La evaluacién
del antagonismo se realizo con las cepas T-H4 de 7.
harzianum y T-K11 de T. koningiopsis, ambas ais-
ladas de laraiz de Persea americana, cuyas secuen-
cias se encuentran en la base de datos del National
Center for Biological Information (NCBI) con el
numero de acceso MK779064.1 y MK791648.1,
respectivamente. Asi mismo, se utilizdo la cepa
MX-MIC 798 de F. solani con nimero de acceso
MK532475, la cual fue donada por el Laboratorio
de Patologia Vegetal del Instituto de Investigacio-
nes Agropecuarias y Forestales de la Universidad
Michoacana. Todo el material bioldgico esta res-
guardado en el laboratorio 204 del Eco-Campus

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021

(Morales et al., 2020). Consequently, the aim of
this investigation was to evaluate the antagonistic
activity of two strains of 7richoderma (T-H4 and
T-K11), versus F. solani MX-MIC 798 in the
germination of seeds and vigor of Miahuateco chili
seedlings for the town of Santa Maria Tecomavaca,
Oaxaca, Mexico.

MATERIALS AND METHODS

Antagonism of 7. harzianum and T. koningiopsis
against F. solani in dual cultures. The evaluation
of the antagonism was carried out with strains T-H4
of T. harzianum and T-K11 of T. koningiopsis,
both isolated from the root of Persea americana,
the sequences of which are found in the National
Center for Biological Information (NCBI) data
base, with accession numbers MK779064.1 and
MK791648.1, respectively. Likewise, F. solani
strain MX-MIC 798, with accession number
MKS532475 was used, which was donated by the
Plant Pathology Laboratory of the Agricultural
and Forestry Research Institute of the Universidad
Michoacana. All the biological material is stored
in laboratory 204 of the Eco-Campus Valsequillo
of the Institute of Science of the Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla (BUAP).

For the evaluation of mycelial growth, fragments
of F. solani IMX-MIC 798), T. harzianum (T-H4)
and 7. koningiopsis (T-K11), 5 mm in diameter,
were planted in Petri dishes with PDA (Potato
Dextrose Agar), each in triplicate and incubated
in the dark at 28 °C for 10 days. The mycelial
diameter was measured every 12 h to estimate the
growth speed (cm), which was calculated with the
function of linear growth y=mx + b (where ‘y’ is
distance, ‘x’ is time and ‘b’ is the constant factor)
and it was expressed in centimeters per day (cm
d") (Zeravakis et al., 2001). The diameter of the
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Valsequillo del Instituto de Ciencias de la Benemé-
rita Universidad Autonoma de Puebla (BUAP).

Para la evaluacion del desarrollo micelial, se
sembraron fragmentos de 5 mm de diametro de £
solani (MX-MIC 798), T. harzianum (T-H4) y T.
koningiopsis (T-K11) en cajas Petri con PDA (Agar
de Papa y Dextrosa), cada uno por triplicado y se
incubaron en condiciones de oscuridad a 28 °C por
10 dias. Se midi6 el diametro micelial cada 12 h
para estimar la velocidad de crecimiento (cm), la
cual se calcul6 con la funcion de crecimiento lineal
y=mx + b (donde ‘y’ es la distancia, ‘x’ es el tiem-
po y ‘b’ el factor constante) y se expresd en cen-
timetros por dia (cm d') (Zeravakis et al., 2001).
El didmetro del crecimiento milcelial se determind
con un vernier digital (CD-6 Mitutoyo) tomando la
misma direccion por triplicado.

La técnica de cultivo dual se utilizé de acuer-
do con Andrade-Hoyos et al. (2019) por triplicado
para determinar el porcentaje de inhibicion de cre-
cimiento radial (PICR) para cada ensayo evaluado,
por un lapso de 10 dias con la formula PICR=[(R1-
R2/R1) x 100]. Donde R1 es el diametro del testigo
(promedio del crecimiento radial de los triplicados
de cada cepa) y R2: es el diametro del organismo
ensayado. Para complementar las evidencias del
antagonismo, se compar6 y clasificé cada ensa-
yo con la escala establecida por Bell et al. (1982)
(Cuadro 1).

mycelial growth was determined with a digital
caliper (CD-6 Mitutoyo) taking the same direction
in triplicate.

The dual culture technique was used following
Andrade-Hoyos et al. (2019) in triplicate to
determine the percentage of inhibition of radial
growth (PICR) for each trial evaluated, for 10 days
using the formula PICR= [(R1-R2/R1) x 100],
where R1 is the diameter of the control (average of
the radial growth of the triplicates in each strain)
and R2 is the diameter of the tested organism. To
complement the evidence of the antagonism, each
trial was compared and classified using the scale
established by Bell et al. (1982) (Table 1).

Nursery tests to analyze the percentage of
germination and rotting of seedlings. Miahuateco
chili seeds were used, which were provided by
farmers from Santa Maria Tecomavaca in the state
of Oaxaca. The trial was held under controlled
conditions in the nursery of the Eco-Campus
Valsequillo, ICUAP-BUAP. Before the seeds
germinated, they were disinfested with sodium
hypochlorite at 0.3% (v/v) for 10 min, rinsed three
times with sterile water and dried with sterile paper
(Illa et al., 2019). The pathogen F. solani was
inoculated in a salt suspension at a concentration
of 1x108 conidia mL"! with a Neubauer chamber
(PAUL MARIENFELD), in 400 seeds for each

Cuadro 1. Escala de antagonismos propuesta por Bell ef al. (1982).
Table 1. Scale of antagonisms proposed by Bell e al. (1982).

Clase Caracteristicas

micelial del patogeno.

Crecimiento de Trichoderma spp., que cubrid toda la superficie del medio y redujo el crecimiento

I Crecimiento de Trichoderma spp., que cubri6 al menos 2/3 partes del medio.

I otro.

Trichoderma spp., y fitopatogeno crecieron 1/2 y 1/2 la superficie del medio, uno no se sobrepuso al

IV Hongo patégeno creci6 al menos 2/3 partes del medio y resistio a la invasion de Trichoderma spp.
V  Crecimiento del patdgeno que cubriod toda la superficie del medio.

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021
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Pruebas en vivero para analizar el porcentaje
de germinaciéon y podredumbre de plantulas.
Se utilizaron semillas de chile Miahuateco, pro-
porcionadas por productores de la comunidad de
Santa Maria Tecomavaca en el estado de Oaxaca.
El ensayo se llevd bajo condiciones controladas
en el vivero del Eco-Campus Valsequillo, ICUAP-
BUAP. Previo a la germinacion de semillas; estas
se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 0.3%
(v/v) durante 10 min, se enjuagaron tres veces con
agua estéril y se secaron con papel estéril (Illa et
al., 2019). La inoculaciéon del patdégeno F. solani
se realizd en una suspension salina estéril a una
concentracion de 1x108 conidios mL"! por medio de
una camara de Neubauer (PAUL MARIENFELD),
en 400 semillas para cada tratamiento en estudio;
una vez impregnado el patégeno y secas las semi-
llas, se procedio a inocular 7. harzianum y T. konin-
giopsis. La inoculacion se realizo a través de una
suspension de telidsporas a una concentracion de
1x108 conidios mL™! para dos tratamientos por se-
parado, cada uno de ellos con 400 semillas (Reyes-
Tena et al., 2019).

Una vez inoculados las semillas con los hongos,
las semillas se colocaron en charolas germinadoras
con Peatmoss y Agrolita (1:1 v/v), previamente es-
terilizado a 121 °C y 15 1b de presion (Mannai et
al.,2018). Las semillas fueron sembradas mediante
un procedimiento mecanico estandarizado; el sus-
trato himedo se deposito a tres cuartas partes de la
capacidad total de la cavidad, se coloco una semilla
por cavidad a una profundidad de 1 cm (Castillo-
Aguilar et al., 2015). Se utilizo Mancozeb 80® como
tratamiento quimico, donde se siguid las recomen-
daciones del productor para la produccion de plan-
tula (1 kg de semilla por 5 g de producto), ademas
se utilizdé un tratamiento control; el cual consistid
en semillas desinfectadas en una solucion estéril de
agua destilada y sacarosa al 3%, sin presencia de
actividad fingica. Por ultimo, se cubrieron las cha-
rolas con plastico negro por 10 dias, y se mantuvo
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treatment under study; once the pathogen was
soaked and the seeds were dry, 7" harzianum and T.
koningiopsis were inoculated. This was carried out
with a suspension of teliospores at a concentration
of 1x10% conidia mL"! for two separate treatments,
each one with 400 seeds (Reyes-Tena ef al., 2019).
Once the seeds were inoculated with the fungi,
the seeds were placed in germinating trays with
Peatmoss and Agrolita (1:1 v/v) after sterilizing
it at 121 °C and 15 1b of pressure (Mannai et al.,
2018). The seeds were planted using a standard
mechanical procedure; the humid substrate was
placed to take up three quarters of the total cavity,
and one seed was placed in each cavity at a depth
of 1 cm (Castillo-Aguilar et al., 2015). Mancozeb
80" was used as a chemical treatment, following
the manufacturer’s recommendations for the
production of the seedling (1 kg of seed for every
5 g of product), along with the use of a control
treatment, which consisted of seeds that were
disinfested in a solution of sterile distilled water
and sucrose at 3%, without fungal activity. Finally,
the trays were wrapped with black plastic for 10
days and the temperature was kept between 10
and 27 °C during germination (Castillo-Aguilar
et al., 2015). The percentages of seed germination
were calculated using the following formula:
seed germination (%) = (number of germinated
seeds/total number of seeds) x 100 (Al-Fadhal et
al., 2019). The data were taken when the control
treatment presented a germination rate of > 90%.

Mortality and rate of severity in plants 40 dat. We
used 1,500 Miahuateco chili seedlings 15 days after
emergence, provided by local farmers. The trial was
conducted under open field conditions in the town
of Santa Maria Tecomavaca, between parallels 17°
51’ and 18° 03’ latitude N, and meridians 96° 57’
and 97° 15’ longitude W, at an altitude between
400 and 2600 masl. The predominant climates in
the area are dry warm (40.5%) and semidry warm
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la temperatura entre 10 y 27 °C para la germinacion
(Castillo-Aguilar et al., 2015). Los porcentajes de
germinacion de semillas se calcularon de acuerdo
con la siguiente formula: Germinacion de semillas
(%) = (nimero de semillas germinadas/nimero to-
tal de semillas) x 100 (Al-Fadhal et al., 2019). Los
datos se tomaron en el momento que el tratamiento
control presentd una germinacion > 90%.

Mortalidad e indice de severidad en plantas de
40 ddt. Se utilizaron 1,500 plantulas de chile Mi-
ahuateco de 15 dias de emergencia proporcionadas
por productores de la comunidad. El ensayo se lle-
vo6 bajo condiciones a campo abierto en la comuni-
dad de Santa Maria Tecomavaca, entre los paralelos
17° 51’y 18° 03’ de latitud norte; los meridianos
96° 57’y 97° 15° de longitud oeste con una altitud
entre 400 y 2 600 m. Los climas predominantes en
la zona son seco calido (40.5%) y semiseco calido
(17.5%) (INEGI, 2017). La preparacion del terreno
se realizd por productores de la comunidad tres me-
ses antes del establecimiento del cultivo. Se llevo a
cabo una labor de arado de 50 cm de profundidad
para disminuir la compactacion y favorecer el dre-
naje y dos volteos de 30 cm de profundidad para
airear el suelo. La fecha de trasplante fue el 27 de
marzo de 2018 a una profundidad de 3 cm. Se fer-
tilizé con 90-80-80 de N, Py K a los 15 dias (ddt).
El diseno experimental fue bloques al azar con tres
repeticiones, la densidad de poblacion fue de seis
plantas por m?. Durante el desarrollo del cultivo se
realizaron riegos con intervalos de cinco a seis dias,
aplicados antes que la humedad del suelo alcanzara
el 50% de la capacidad de campo (Vazquez-Cas-
arrubias et al., 2011).

La inoculacion de F. solani (MX-MIC 798) se
realizo al cuello de cada una de las plantas de chile
(100 plantulas por tratamiento distribuidas en cinco
bloques al azar) con 1 mL de solucién a una con-
centracion de 1x108 conidios. Después de 36 h se
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(17.5%) (INEGI, 2017). The ground was prepared
by local farmers three months before planting. The
field was plowed to a depth of 50 cm in order to
reduce compaction and favor draining, along with
two harrows-turns to a depth of 30 cm to ventilate
the soil. The transplanting date was March 27,2018,
at a depth of de 3 cm. Fertilization was carried out
with 90-80-80 of N, P and K after 15 days (dat).
The experimental design was random block with
three repetitions and the population density was six
plants per m?. During the development of the crop,
the field was irrigated every five to six days, before
the soil humidity reached 50% of the capacity of
the field (Vazquez-Casarrubias et al., 2011).

F solani (MX-MIC 798) was inoculated at
the neck of each chili plant (100 seedlings per
treatment distributed into five random blocks)
with 1 mL of solution at a concentration of 1x108
conidia. After 36 h, the plants were inoculated with
strains of Trichoderma (T-H4 and T-K11) at the
same concentration as the pathogen (1x10® conidia
mL™"), for each strain, applied to the root for all
treatments. For the chemical treatment, Mancozeb
80" was applied on the third day, following the
recommendations provided by the manufacturer
(480 g 200 L' of water per ha). The control
treatment was only given sterile water with no
fungal activity. The plants were kept on the field for
40 days. The severity of the disease was calculated
in the infected section in relation with the total root
length (Perveen et al., 2010) and classified on the
scale of 0 to 3, where 0 = 0 to 25% of severity, 1
=26 to 50%, 2 =51 to 75% and 3 = 76 to 100%
(Bokhari and Perveen, 2013).

Finally, after week 6 in the field, reisolation was
carried out. Small symptomatic root sections were
taken (approx. 1 x 1 cm), sterilized with sodium
hypochlorite at 1% for 30 s and rinsed three times
with sterile distilled water. The segments were then
placed in a PDA medium and incubated in the dark
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procedio a inocular las plantas con cepas de Tricho-
derma (T-H4 y T-K11) a una misma concentracion
que del patdégeno (1x108 conidios mL™"), por cada
cepa, aplicado a la raiz para todos los tratamientos.
Para el tratamiento quimico, se aplic6 Mancozeb 80°
al tercer dia, de acuerdo con las recomendaciones
del proveedor (480 g 200 L' de agua por ha). El
tratamiento control inicamente se aplicd agua es-
téril sin presencia de actividad fungica. Las plantas
se mantuvieron durante 40 dias en campo. La se-
veridad de la enfermedad se calculd en la porcion
infectada en relacion con la longitud total de las
raices (Perveen et al., 2010) y clasificada en la es-
calade 0 a3 donde, 0 =0 a 25% de severidad, 1 =
26 a50%,2=51a75%y3=76a100% (Bokhari
y Perveen, 2013).

Finalmente, se realiz6 el re-aislamiento a la sex-
ta semana en campo. Se tomaron secciones peque-
fias (aprox. 1 X 1 cm) de raiz con sintomas de en-
fermedad, se esterilizaron con hipoclorito de sodio
al 1% durante 30 s y se enjuagaron tres veces con
agua destilada estéril, los segmentos fueron coloca-
dos en medio PDA, se incubaron bajo oscuridad a
28 °C por 10 dias. Las colonias desarrolladas fue-
ron purificadas por cultivos monosporicos o punta
de hifa y se identificaron las estructuras con claves
taxonomicas de Barnett y Hunter (1998) en un sis-
tema de micro cultivo con un microscopio optico
(Carl Zeiss, Jena, Alemania) a 1000x magnificacio-
nes (Samson et al., 2014) y se conservaron en una
solucion de glicerol al 20% a -84 °C (Morales et
al., 2020).

Analisis estadistico. Los datos se analizaron con
ANOVA (dos vias) en el paquete estadistico IBM
SPSS Statistics version 25. La velocidad de creci-
miento y la tasa de desarrollo fueron las variables
de respuestas con tres repeticiones y se valido por
duplicado en un disefo estadistico completamen-
te al azar. Se realizd una comparacion de medias
por el método de Tukey-Kramer con un nivel de
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at 28 °C for 10 days. The cultures that developed
were purified with monosporic or hyphae tips and
the structures were identified using taxonomic keys
by Barnett and Hunter (1998) in a microculture
system using an optical microscope (Carl Zeiss,
Jena, Germany) at a magnification of 1000x
(Samson et al., 2014), and were stored in a 20%
glycerol solution at -84 °C (Morales et al., 2020).

Statistical analysis. The data were analyzed with
an ANOVA (two-ways) in the IBM SPSS Statistics
statistical package, version 25. Growth speed and
development rate were the response variables with
three repetitions and they were validated in duplicate
in a totally random statistical design. Means were
compared with the method by Tukey-Kramer with a
level of probability of p<0.05. PICR, the percentage
of germination, mortality (%) and the severity of
the disease were expressed as percentages and
transformed with an angular arccosine Vx+1. They
then underwent an analysis of variance (two-
way), along with the variables of total height, root
height and rootless plant; the Tukey-Kramer test
was used to determine the significant differences
between treatments with a significance of p<0.05.
In turn, the PICR was compared based on Student’s
t test for paired samples (p<0.05) using the same
statistical package.

RESULTS AND DISCUSSION

Evaluation of the antagonism of 7. harzianum
and 7. koningiopsis against F. solani in dual
cultures. Areas of interaction appeared between
T harzianum (TH-4) and T. koningiopsis (T-K11)
against F. solani (MX-MIC 798), where parasitism
was observed after 132 h. The rate of development
and speed of growth presented significant
differences (p<0.05), where 7. harzianum obtained
the highest value (Table 2) with 0.972+0.008
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probabilidad de p<0.05. El PICR, el porcentaje
de germinacion, la mortalidad (%) y la severidad
de enfermedad fueron expresados en porcentajes
y transformados con arco-coseno angular Vx+1.
Posteriormente, se sometieron a un analisis de va-
rianza (dos vias), al igual que las variables altura
total, altura raiz y altura planta sin raiz; se utilizd
la prueba de Tukey-Kramer para determinar las di-
ferencias significativas entre los tratamientos con
una significancia de p<0.05. Asi mismo, el PICR
se compararon en base a la prueba ¢ de student para
muestras apareadas (p<0.05) utilizando el mismo
paquete estadistico.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion del antagonismo de 7. harzianum y
T. koningiopsis ante F. solani en cultivo dual. Se
presentaron zonas de interaccion entre 7. harzia-
num (TH-4) y T. koningiopsis (T-K11) frente a F.
solani (MX-MIC 798), donde se observo un para-
sitismo a las 132 h. La tasa de desarrollo y la velo-
cidad de crecimiento tuvieron diferencias significa-
tivas (p<0.05), donde 7 harzianum obtuvo el valor
mas alto (Cuadro 2) con 0.972+0.008 mm h' y

mm h' and 1.3238+0.0024 cm d!, respectively.
Morales et al. (2020) reported a higher speed of
growth than in the present study for strain TH-4
with 1.86+ 0.22 ¢cm d! and 1.67 £ 0.01 mm h'!
for the development rate. F. solani presented
the lowest speed of growth (0.4718+0.00063
cm d'). A study carried out by Andrade-Hoyos
et al. (2019) reaffirm the results obtained in the
present investigation, in which different species
of Trichoderma spp. have superiorities over the
mycelial growth of £ oxysporum (0.22 mm). The
reduction in the growth rate of dual cultures is an
indicator of the antagonistic ability of Trichoderma
(Guigén-Lopez et al., 2010). The percentage of
inhibition of radial growth (PICR) of F solani
exerted by 7. koningiopsis and T. harzianum
presents significant differences (p<0.0001) from
day eight (Table 2), when the strain T-H4 was
1.33% higher than 7. koningiopsis T-K11 and a
class II classification (Figure 1 A and B), according
to the scale established by Bell ef al. (1982).

The present investigation coincides with
Sundaramoorthy and Balabaskar (2013), who
found an inhibition of 53% in the mycelial growth
of F. oxysporum f. sp. lycopersici. Likewise,
Jagraj et al. (2018) reported a PICR of 55.6% for

Cuadro 2. Tasa de desarrollo, velocidad de crecimiento, porcentaje de inhibicion de crecimiento radial de Zricho-

derma'y F. solani bajo condiciones In vitro.

Table 2. Rate of development, growth speed, percentage of inhibition of radial growth of Trichoderma and F. solani

under in vitro conditions.

Nombre Tasa de desarrollo Velocidad de crecimiento PICR? Clase.:
(mm hy (cm d'y Antagonismo
T harzianum 0.972+0.08* 1.3238+0.024*
T. koningiopsis 0.912+0.012% 1.2369+0.063°
F. solani 0.391+0.019¢ 0.4718+0.006°
F solani vs. T. harzianum 53.33+0.20* I
F. solani vs. T. koningiopsis 5240.002° 11

YLetras diferentes significa diferencia significativa entre tratamientos de acuerdo con Tukey-Kramer para p<0.05. “Medias
con letras diferentes, indican diferencias significativas con la prueba de t de student (p<0.05). / YDifferent letters mean
significant difference between treatments according to Tukey-Kramer for p<0.05. “Means with different letters indicate
significant differences with Student’s ¢ test (p<0.05).
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1.3238+0.0024 cm d’!, respectivamente. Morales et
al. (2020) presentaron una velocidad de crecimien-
to mayor que en el presente estudio para la cepa
TH-4 con 1.86+ 0.22 cm d' y 1.67 = 0.01 mm h!
para la tasa de desarrollo. F. solani present6 la me-
nor velocidad de crecimiento (0.4718+0.00063 cm
d™"). Un estudio realizado por Andrade-Hoyos et al.
(2019) reafirman los resultados obtenidos en la pre-
sente investigacion, donde diferentes especies de
Trichoderma spp., poseen superioridades sobre el
crecimiento micelial de F oxysporum (0.22 mm).
La reduccion en la tasa de crecimiento en cultivos
duales es un indicador de la capacidad antagoni-
ca de Trichoderma (Guigon-Lopez et al., 2010).
El porcentaje de inhibicién de crecimiento radial
(PICR) de F. solani ejercido por T. koningiopsis y
T harzianum presenta diferencias significativas (p
<0.0001) a partir del dia ocho (Cuadro 2), donde la
cepa T-H4 presento6 1.33% mayor a 7. koningiopsis
T-K11 y una clasificacion clase I (Figura 1 Ay B)
de acuerdo con la escala que establecio Bell et al.
(1982).

La presente investigacion coincide con Sunda-
ramoorthy y Balabaskar (2013), donde encontraron
una inhibicion del 53% de crecimiento micelial de

F. oxysporum against T. koningiopsis, for strains
isolated from tomato plants. Michel-Aceves et
al. (2019) obtained a class II antagonism on F
oxysporum with T harzianum, which were similar
results to those obtained in this investigation.
Suarez et al. (2008) presented 12 isolations
of T harzianum confronted with F. solani, where
they obtained a PICR between 60 and 70% of
the antagonism. Nagendran et al. (2016) reported
that 15 isolations of Trichoderma spp. reached an
inhibition of over 50% on the mycelial growth
of F. solani, in which strain Phyto-4 obtained the
highest inhibition (66.1%). Likewise, Sanchez-
Garcia et al. (2017) reported a PICR of 59.1% for
F. solani against T. harzianum (Tri-4), which are
higher results than those obtained in the present
investigation. This indicates that 7. harzianum
may have a higher rate of incorporation of
nutrients and a higher metabolism than F. solani,
as well as different mechanisms for the secretion
of hydrolytic enzymes, including cellulases,
chitinases, glucanases, xylases and proteases,
which may be involved in biocontrol mechanisms,
helping it make better use of nutrients from the
medium and deprive the pathogen of the resources

Figura 1. Antagonismo de Trichoderma con F. solani en escala de Bell e al. (1982), a las 132 h en cajas con medio PDA,
incubados a 28 °C por 10 dias, (A) antagonismo clase II de 7. harzianum (T-H4) y F. solani (MX-MIC 798), (B)
antagonismo clase III de 7. koningiopsis (T-K11) y F. solani (C) F. solani sin interaccion.

Figure 1. Antagonism of 7richoderma with F. solani on the scale by Bell ef al. (1982) after 132 h in dishes with PDA medium,
incubated at 28 °C for 10 days, (A) class II antagonism of 7. harzianum (T-H4) and E solani (MX-MIC 798), (B)
class I1I antagonism of 7. koningiopsis (T-K11) and F. solani (C) F. solani without interaction.
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F. oxysporum f. sp. lycopersici. Asimismo, Jagraj
et al. (2018) reportan un PICR de 55.6% para F.
oxysporum frente a T. koningiopsis, para cepas ais-
ladas de plantas de jitomate. Michel-Aceves et al.
(2019) obtuvieron un antagonismo clase II sobre F.
oxysporum con T. harzianum, que fueron resulta-
dos similares a los obtenidos en la presente inves-
tigacion.

Suarez et al. (2008) presentaron 12 aislamien-
tos de T harzianum confrontados para F. solani,
donde obtuvieron un PICR entre el 60 y 70% del
antagonismo. Nagendran et al. (2016) reportaron
que 15 aislados de Trichoderma spp., alcanzaron
mas del 50% de inhibicién sobre el crecimiento
micelial de F. solani; donde la cepa Phyto-4 obtu-
vo la mayor inhibicion (66.1%). De igual manera,
Sanchez-Garcia et al. (2017) reportan un PICR de
59.1% para F. solani frente a T. harzianum (Tri-4),
resultados superiores a los obtenidos en el presen-
te trabajo. Esto indica que probablemente, 7. har-
zianum puede tener una tasa de incorporacion de
nutrientes y un metabolismo superior a £ solani,
asi como distintos mecanismos de secrecion de en-
zimas hidroliticas; entre ellas celulasas, quitinasas,
glucanasas, xylasas y proteasas, las cuales pueden
estar implicadas en los mecanismos de biocon-
trol, permitiéndole aprovechar mejor los nutrien-
tes del medio y privar al patogeno de utilizar los
recursos (Michel-Aceves et al., 2005). Ademas T.
harzianum es capaz de inhibir del crecimiento de
fitopatdgenos porque produce numerosos antibioti-
cos como tricodermina, suzukacilina, alameticina,
dermadina, penicilina, tricotecenos, tricorzianinas,
entre otros (Andrade-Hoyos et al., 2020).

El micoparasitismo es otro mecanismo de ac-
cioén que presenta el género Trichoderma. En esta
investigacion, se logrd observar granulacion de la
cepa MX-MIC 798 inducida por T. harzianum, asi
como ruptura de septos y estrangulacion (Figura 2).
Esto resalta 1a eminente capacidad micoparasitica de

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021

(Michel-Aceves et al., 2005). T. harzianum is also
capable of inhibiting the growth of phytopathogens,
since it produces numerous antibiotics, such as
trichodermine, suzukacillin, alameticin, dermadin,
penicillin, trichothecenes, trichorzianines and
others (Andrade-Hoyos et al., 2020).

Mycoparasitism is another action mechanism
displayed by the genus Trichoderma. In this
investigation, we found granulation from the strain
MX-MIC 798 induced by 7. harzianum, as well as
the breaking of septa and strangulation (Figure 2).
This highlights the eminent mycoparasitic ability
of strain TH-4. Duarte-Leal et al. (2017) found
mycoparasitism between hyphae in 7. asperellum
(Ta.25), in which they observed lysis in hyphae of
F. oxysporum f. sp. ciceri (F-50), as reported in the
present investigation. Other studies, carried out by
Hyderetal.(2017), refers to the enzyme degradation
of the cell wall of phytopathogenic fungi during the
mycoparasitic action, which causes lysis and thus
the disorganization of the cytoplasmic content. For
T koningiopsis, this investigation was unable to
observe the mycoparasitic mechanism or breaking
of the septae.

The growth rate and antagonism tests are
tools to predict and determine the biocontrolling
ability. According to Morales et al. (2020), these
studies help select efficient antagonistic strains for
evaluation under field conditions and obtain the
best results.

Percentage of germination and rot caused by
E solani in Miahuateco chili seedlings in the
nursery. The germination of the seeds from the
control treatment was displayed after 12 days
with 91% and significant differences (p=0.0023)
in regard to the remaining treatments (Table 3), in
which the effect of the inoculation from F. solani
(MX-MIC 798), which affected the neck of the
root, causing rot and death of the plant, as well
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Figura 2. Micoparasitismo de 7. harzianum (T-H4) sobre F. solani (MX-MIC 798) en medio PDA, incubados a 28 °C por 10
dias; A) interaccién de conidios de 7. harzianum vs. macroconidios septados de F. solani; B) granulaciéon y ruptura
de septos de la cepa MX-MIC 798 inducida por 7. harzianum; C) estrangulamiento de hifas de F. solani por la

cepa TH-4.

Figure 2. Mycoparasitism of 7. harzianum (T-H4) on E solani (MX-MIC 798) in PDA medium, incubated at 28 °C for 10
days; A) interaction of 7. harzianum conidia vs. F. solani septated macroconidia; B) granulation and breaking of
septa of the strain MX-MIC 798 induced by 7. harzianum; C) strangling of F. solani hyphae by strain TH-4.

la cepa TH-4. Duarte-Leal et al. (2017) observa-
ron micoparasitismo entre hifas de 7. asperellum
(Ta.25) donde se observo lisis en hifas de F. oxys-
porum f. sp. ciceri (F-50), como lo reportado en
la presente investigacion. Otros estudios realiza-
dos por Hyder et al. (2017), hacen referencia so-
bre la degradacién enzimatica de la pared celular
de los hongos fitopatogénicos durante la accidén
micoparasitica, que causa lisis y con ello la des-
organizacion del contenido citoplasmatico. En el
presente trabajo, para 1. koningiopsis, no se logro
observar el mecanismo de micoparasitismo ni rup-
tura de septos.

La tasa de crecimiento y las pruebas de anta-
gonismo son herramientas para predecir y determi-
nar la capacidad biocontroladora. De acuerdo con
Morales et al. (2020) estos estudios permiten la
seleccion de cepas antagonicas eficientes para ser
evaluadas en condiciones de campo y obtener me-
jores resultados.

Porcentaje de germinacion y podredumbre
causada por F. solani en plantulas de chile
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as the lowest percentage of germination (30%).
In this investigation, the Miahuateco chili seeds
inoculated with strain MX-MIC 798 treated with
T harzianum T-H4 showed a germination rate
of 82%, even higher than the value reported by
Ezziyyani ef al. (2004), who obtained a percentage
of germination of 60% in bell pepper seeds treated
with T harzianum after 10 days. In untreated plants
inoculated with F solani, root rot reached level
4.0 and a mortality of 70% (Table 3) in the scale
proposed by Ezziyyani et al. (2004). Madhavi et
al. (2006) reported a percentage of germination of
90.3% in chili seedlings (C. annuum) inoculated
with 7. harzianum-m1 and F. solani under nursery
conditions, similar results to thos found in the
present investigation.

The microbial antagonists reduced rot caused by
F. solani under nursery conditions in Miahuateco
chili seeds significantly (22%), whereas T
harzianum presented the lowest percentage of plant
mortality (18%), higher than strain T-K11, which
obtained 26%. The group treated with Mancozeb
80® reduced seed mortality by 28% and presented
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Miahuateco en vivero. La germinacion de semi-
llas del tratamiento control se presento a los 12 dias
en 91%, con diferencias significativas (p= 0.0023)
respecto a los tratamientos restantes (Cuadro 3),
donde se observo el efecto de la inoculacion de F
solani (MX-MIC 798), que afectd el cuello de la
raiz al provocar podredumbre y muerte de la plan-
ta, asi como el porcentaje de germinacion mas bajo
(30%). En esta investigacion, las semillas de chile
Miahuateco inoculadas con la cepa MX-MIC 798
tratadas con 7. harzianum T-H4 mostraron 82% de
germinacion; un valor aun mas alto que lo reporta-
do por Ezziyyani ef al. (2004) donde obtuvieron un
porcentaje de germinacion del 60% en semillas de
pimiento tratadas con 7. harzianum a los 10 dias.
En las plantas no tratadas e inoculadas con F. so-
lani, la podredumbre de la raiz alcanzé el nivel 4.0
y una mortalidad de 70% (Cuadro 3) en la escala
propuesta por Ezziyyani et al. (2004). Madhavi et
al. (2006) reportaron un porcentaje de germinacion
del 90.3% en plantulas de chile (C. annuum) ino-
culadas con T. harzianum-m1 y F. solani en inver-
nadero, resultados similares a los encontrados en la
presente investigacion.

no significant differences with 7. koningiopsis; the
control treatment accounted for a feasibility of 91%
in seed germination (Table 3).

The Mancozeb 80® chemical
presented high mortality results, which could

treatment

indicate the creation of resistance by F. solani to
this fungicide. Some fungicides used, such as
triazoles, tend to develop resistance to the fungal
populations due to genic factors (accumulative
with time), since they only have one place of action
(Leroux and Walker, 2011; Ziogas and Malandrakis,
2015). Chen et al. (2014) reported that Fusarium
fujikuroi uses a resistance mechanism generated by
the mutation of f2tub by the fungicide carbendazim,
making its management difficult, although it opens
the possibility of generating new control measures
with antagonistic agents.

Mortality and rate of severity in plants 40
dat. The Miahuateco variety chili seedlings that
were inoculated with F solani at the moment of
transplanting displayed rot in the roots 40 days
after inoculation. Long reddish lesions were found,
which covered 10% of the total surface of the main

Cuadro 3. Efecto de la actividad antagénica de 7. harzianum y T. koningiopsis sobre la germinacion y
podredumbre causada por F solani en semillas de chile Miahuateco, bajo condiciones de

vivero.

Table 3. Effect of the antagonistic activity of 7. harzianum and T. koningiopsis on the germination and
rot caused by F. solani in Miahuateco chili seeds, under nursery conditions.

Tratamientos Comminacion  goyerigage Podiedumbre causada por
F. solani (MX-MIC 798) 30¢ 4 80
F solani vs. T. harzianum (T-H4) 82° 1 25
F. solani vs. T. koningiopsis (T-K11) 74¢ 2 30
F. solani vs. Mancozeb 80 72¢ 2 30
Tratamiento control 912 0 0

“Evaluacion realizada en la escala graduada de 0 (ningln sintoma) a 5 (planta muerta) propuesta por Ezzi-
yyani et al. (2004). YLetras diferentes significa diferencia significativa entre tratamientos de acuerdo con
Tukey-Kramer para p<0.05. / “Evaluation performed on the gradual scale of 0 (no symptoms) to 5 (dead
plant) proposed by Ezziyyani ef al. (2004). YDifferent letters mean significant differences between treatments

according to Tukey-Kramer for p<0.05.
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Los antagonistas microbianos redujeron signifi-
cativamente (22%) la podredumbre de semillas en
chile Miahuateco causada por F. solani en vivero,
T. harzianum presento el porcentaje mas bajo de
mortalidad en plantulas (18%), superior a la cepa
T-K11, que obtuvo 26%. El grupo tratado por Man-
cozeb 80® redujo la mortalidad de semillas en un
28% y no presento diferencias significativas con 7.
koningiopsis; el tratamiento control representd el
91% de viabilidad en la germinacion de semillas
(Cuadro 3).

El tratamiento quimico Mancozeb 80" presentd
resultados altos de mortalidad, lo que puede indicar
generacion de resistencia por parte de F. solani ante
este fungicida. Algunos fungicidas utilizados como
los triazoles, tienden a desarrollar resistencia a la
poblacién de hongos por factores génicos (acumu-
lable con el tiempo) ya que poseen un sélo sitio de
accion (Leroux y Walker, 2011; Ziogas y Malan-
drakis, 2015). Chen et al. (2014) reportaron que
Fusarium fujikuroi utiliza un mecanismo de resis-
tencia generado por la mutacion de la f2tub ante el
fungicida carbendazim, lo que dificulta su manejo,
sin embargo, abre la posibilidad de generar nuevas
medidas de control con agentes antagonistas.

Mortalidad e indice de severidad en plantas de
40 ddt. Las plantulas de chile variedad Miahuateco
que fueron inoculadas con F. solani al momento del
trasplante, presentaron pudriciones en la raiz a los
40 dias después de la inoculacion; se observaron
lesiones alargadas de color rojizo que cubrian 10%
de la superficie total de la raiz principal, ademas, se
pudo apreciar manchas café-rojizas en la porcion
del tallo que se encuentra por debajo del suelo y
una pérdida considerable de raices laterales, esto
coincidio6 con lo descrito por Agrios (2006).

Los resultados de campo mostraron que los trata-
mientos con actividad antifingica fueron efectivos
para reducir entre el 48 y 51% de mortalidad por
marchitez y pudricidon de la raiz en plantas de chile
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root and reddish-brown spots were also observed in
the section of the stem found under the soil surface,
along with a considerable loss of lateral roots. This
coincided with descriptions by Agrios (2006).

The field results showed that the treatments
with antifungal activity were effective to reduce
mortality by wilting and root rot in Miahuateco
chili plants under induced infection by 48 and
51% respectively, and it reduced the severity of
the disease 40 dat by 50% (Table 4). Strain T-H4
presented the lowest percentage of plant mortality
(48%), yet it displayed no significant differences
with the Mancozeb 80® fungicide, which accounted
for 47% of the mortality. Similarly, Thangavelu
et al. (2004) showed that 7. harzianum (Th-10)
efficiently controlled the fusarial wilting of the
banana tree, comparable to chemical control.
Nagendran (2016), found the highest percentage
(36.9%) of the reduction of the disease with strain
Phyto-6, and also displayed a lower severity in
witling, as shown by the present investigation. 7.
koningiopsis T-K11 obtained a mortality of 51%,
presenting significant differences with the control
group (23%), which obtained the lowest mortality.

During their development, the plants infected
by F. solani presented symptoms of yellowing in
the basal part, yellowing of the nervations in 30%
of leaves, as described by Black et al. (1993) in
chili plants (C. annuum) that survived the infection
on the field. The analysis of variance for the total
plant height displayed highly significant differences
(p= 0.0002) between treatments. Mancozeb 80®
obtained the greatest height (25.6£2.78 cm),
followed by plants inoculated with 7. harzianum
(24£1.98 cm) and T. koningiopsis (21£1.81 cm).
The lowest height appeared recurrently in plants
inoculated with F. solani with 16+0.28 cm, as
shown in Figure 3A. Agrios (2006) mentions that
plants affected by Fusarium sp. reduce their growth,
due to the ability of the pathogen to colonize roots,
preventing the adequate nutrition of the plant.
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Miahuateco bajo infeccion inducida y, disminuyo
50% la severidad de la enfermedad a los 40 ddt
(Cuadro 4). La cepa T-H4 present6 el porcentaje
mas bajo de mortalidad (48%) de plantas; sin em-
bargo, no presentd diferencias significativas con el
fungicida Mancozeb 80®, que represento el 47%
de mortalidad. De manera similar, Thangavelu et
al. (2004) mostraron que 7. harzianum (Th-10)
controlo eficazmente el marchitamiento fusarial del
banano, comparable al control quimico. Nagendran
(2016), encontro6 el porcentaje maximo (36.9%) de
reduccion de la enfermedad con la cepa Phyto-6,
ademas mostré una menor severidad en la marchi-
tez, como se observo en la presente investigacion.
T’ koningiopsis T-K11 obtuvo el 51% de mortali-
dad, presentando diferencias significativas con el
grupo control (23%), que obtuvo la mortalidad mas
baja.

Durante el desarrollo de las plantas infectadas
por F. solani, presentaron sintomas de amarilla-
miento en la parte basal, aclaramiento de nervadu-
ras en un 30% de las hojas, como lo describieron
Black et al. (1993) en plantas de chile (C. annuum)
que sobrevivieron a la infeccién en campo. El ana-
lisis de varianza de altura total de la planta presentd

The genus Trichoderma can parasite pathogenic
fungi and produce antibiotics. It also presents
positive effects in plant growth, yield, absorption of
nutrients, fertilizer use efficiency and the systemic
resistance of plants to diseases (Hyder et al., 2017;
Andrade-Hoyos et al., 2020). In a study carried out
by Cole and Zvenyika (1988), they noticed that
the infection caused by F. solani in tobacco plants
could be controlled when applying 7. harzianum
in disease management procedures. Likewise in a
study by Yedidia et al. (1999), when inoculating 7.
harzianum in early growth, where the absorption of
nutrients in the plantimproved. These investigations
agree with studies by Tsegaye-Redda et al. (2018),
who mention that 7richoderma sp. has the ability to
antagonize the phytopathogens present in the soil,
and also induces the promotion of plant growth and
protects plants from biotic and abiotic stress. The
studies by Dubey et al. (2007) have been confirmed
in T. harzianum, where seed germination, root
health and sprout length have improved and the
frequency of healthy plants has increased, as
confirmed by the present investigation.

Forty dat with the strain MX-MIC 798 that led
to the development of necrotic lesions in the roots

Cuadro 4. Actividad antagonica de Trichoderma sobre el porcentaje de mortalidad a los 40 ddt y severidad de la enfermedad
inducida por F solani en cultivo de chile Miahuateco.
Table 4. Antagonistic activity of Trichoderma on the percentage of mortality 40 dat and severity of the disease induced by F.
solani in Miahuateco chili crop.

Tratamientos Mortalidad Severidad de la Tamaifio de planta sin Tamafio de raiz ~ Altura total
(%)* enfermedad raiz (cm)* (cm)? (cm)?
F. solani (MX-MIC 798) 86+1.34° 3-76% 1241.12¢ 1.3+0.12¢ 16+0.28¢
F solani vs. T. harzianum (T-H4) 48+1.16¢ 1-25% 18+1.97¢ 2.1+0.09° 24+1.98°
F. solani vs. T. koningiopsis (T-K11) S1+1.31° 2-51% 1742.62% 1.9+0.30° 21+1.812
gvfa‘;fg)’;é tfsg'o;f)ratam‘e““’ quimico 47+1.36° 1-25% 2142.15° 2.6+0.26° 25.6+2.78*
Grupo control 23+0.38¢ 0-0% 16+0.02° 1.6+0.18° 18.4+1.08°

Evaluacion realizada en la escala graduada de 0 a 3 donde, 0 =0 a 25% de severidad, 1 =26 a 50%,2=51a75%y 3 =76 a 100%
propuesta por Bokhari y Perveen, 2013. “Letras diferentes significa diferencia significativa entre tratamientos de acuerdo con Tukey-
Kramer para p<0.05. / Evaluation performed on the gradual scale of 0 to 3, where 0 = 0 to 25% of severity, 1 =26 to 50%, 2 =51 to
75% and 3 =76 to 100% proposed by Bokhari and Perveen, 2013. “Different letters mean a significnat difference between treatments
according to Tukey-Kramer for p<0.05.
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diferencias altamente significativas (p= 0.0002)
entre los tratamientos. Mancozeb 80® obtuvo la
mayor altura (25.6+2.78 cm), seguido por las plan-
tas inoculadas por 7. harzianum (24£1.98 cm)y T.
koningiopsis (21+1.81 cm), de manera recurrente,
la menor altura se presentd en plantas inoculadas
con F. solani con 16+0.28 cm, como se muestra
en la Figura 3A. Agrios (2006), menciona que
las plantas afectadas por Fusarium sp., reducen su
crecimiento debido a la capacidad del patdégeno de
colonizar raices, lo que impide una adecuada nutri-
cion de la planta.

El género Trichoderma puede parasitar hon-
gos patdgenos y producir antibidticos. Ademas,
presenta efectos positivos en el crecimiento de las
plantas, el rendimiento, la absorcion de nutrientes,

and stems of evaluated plants, we proceeded to re-
isolate in order to satisfy Koch’s postulates. The
fungal cultures developed abundant aerial mycelia,
with a cotton-like texture and white in color with
purple tones (Figure 3B), which appeared more
intense in the middle of the culture medium
(Renteria-Martinez et al., 2018). The duration of
the microculture until chlamidospores were visible
was 14 days; for macroconidia, seven days; and for
phialides and microconidia, four days. Oval-shaped
septated mycelia and abundant microconidia were
observed, with an average size of 2.4 x 6.3 pum in
length by 2 x 4 um in width (Figure 3C), along with
the typically crescent-moon shaped macroconidia,
one to four septa (Figure 3F), an average size of 2.4
x 4.1 pm in width and 11.8 x 36.4 pm long (Barnett

Figura 3. Estructuras de reproduccion de F solani (MX-MIC 798) de 10 dias en medio PDA a 28 °C. A) planta muerta de
Capsicum annuum variedad Miahuateco inoculada con F solani MX-MIC 798, B) colonia de F. solani en medio
PDA; C) microconidios de F. solani; D) fialides y microconidios en falsas cabezas de F. solani; E) clamidosporas de

F solani; F) micro y macroconidios de F solani.

Figure 3. Reproduction structures of F. solani (MX-MIC 798) after 10 days in a PDA medium at 28 °C. A) dead Capsicum
annuum var Miahuateco plant inoculated with F solani MX-MIC 798, B) F. solani culture in PDA medium; C)
microconidia of F solani; D) phialides and microconidia in false F. solani heads; E) F. solani chlamydospores; F)

F. solani micro and macroconidia.

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021

243



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLLy BILINGUAL

la eficiencia en la utilizacion de fertilizantes y
la resistencia sistémica a las enfermedades de las
plantas (Hyder ef al., 2017; Andrade-Hoyos et al.,
2020). En un estudio realizado por Cole y Zvenyi-
ka (1988), observaron que la infeccién causada por
F solani en plantas de tabaco, podria controlarse
al aplicar T harzianum en los procedimientos de
manejo de enfermedades. Asi como se demostro
por un estudio realizado por Yedidia et al. (1999)
al inocular 7. harzianum en el crecimiento tempra-
no, donde mejoro la absorcion de nutrientes por la
planta. Estos trabajos concuerdan con los estudios
de Tsegaye-Redda et al. (2018) quienes mencionan
que Trichoderma sp., tiene la capacidad de antago-
nizar a los fitopatdgenos presentes en el suelo, asi
como también induce la promocion del crecimiento
de las plantas y protege a las plantas del estrés bio-
tico y abidtico. Los estudios de Dubey et al. (2007)
han sido confirmados en el caso de 7. harzianum,
donde ha mejorado la germinacion de las semillas,
la sanidad de las raices y la longitud de los brotes,
ademas de aumentar la frecuencia de plantas sanas,
como lo confirmado en la presente investigacion.
Transcurridos 40 ddt con la cepa MX-MIC 798
y que indujo desarrollo de lesiones necrdticas en
raices y tallos de las plantas evaluadas, se procedio
al re-aislamiento con el fin de cumplir con los pos-
tulados de Koch. Las colonias fungicas desarrolla-
ron micelio aéreo abundante, de textura algodono-
sa 'y de color blanco con tonalidad purpura (Figura
3B), mas intenso en el centro del medio de cultivo
(Renteria-Martinez et al., 2018). La duracion del
micro-cultivo para observar las clamidosporas fue
de 14 dias, de macroconidias siete dias, asi como
de fialides y microconidias con cuatro dias. Se lo-
gro observar micelio septado y abundantes micro-
conidias en forma ovoide de tamafo promedio de
2.4x 6.3 pm de largo por 2 x 4 pm de ancho (Figura
3(C), ademas de macroconidias con la tipica forma
de hoz o de luna, de uno a cuatro septos (Figura
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and Hunter, 1998). Likewise, chlamidospores were
also observed (Figure 3E), 8.4-10.5 pm in diameter
and with particular morphometric characteristics
reported by Montealegre et al. (2003).

CONCLUSIONS

The strains 7. harzianum (TH-4) and T
koningiopsis (T-K11) displayed classes Il and 111
of antagonism, respectively, on F. solani on the
Bell scale. In addition7. harzianum TH-4 displayed
the highest rate of development, speed of growth
and percentage of inhibition of PICR radial growth
on F solani MX-MIC 798 (53%) under in vitro
conditions.

In nursery conditions, 7. harzianum TH-4
(82%) and T. koningiopsis T-K11 (74%) presented
the best response in the germination of Miahuateco
variety chili plants, with the highest percentage
of germination in comparison with the chemical
treatment (72%), although 7. harzianum TH-4
reduced rot caused by the F solani strain by 75%.

In the town of Santa Maria Tecomavaca, in the
state of Oaxaca, Mexico, 7. harzianum (T-H4) and
the Mancozeb 80® chemical treatment presented
the best response in the reduction of the mortality
and severity of the disease in Miahuateco chili
plants 40 dat.

End of the English version

3F), de tamaino promedio de 2.4 x 4.1 um de ancho
y 11.8 x 36.4 um de largo (Barnett y Hunter, 1998).
Asi también se observaron clamidosporas (Figura
3E) con un diametro entre de 8.4-10.5 pum, carac-
teristicas morfométricas peculiares de estos fitopa-
togenos reportados por Montealegre et al. (2003).
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CONCLUSIONES

Las cepas T. harzianum (TH-4) y T. koningiop-
sis (T-K11), mostraron antagonismo clase II y III
respectivamente, ejercido en F. solani en la escala
de Bell, ademas, 7. harzianum TH-4 mostré mayor
tasa de desarrollo, velocidad de crecimiento y por-
centaje de inhibicién de crecimiento radial PICR
sobre F. solani MX-MIC 798 (53%) en condiciones
in vitro.

En condiciones de vivero, T. harzianum TH-4
(82%) y T. koningiopsis T-K11 (74%) presentaron
mejor respuesta en la germinacion de plantas de
chile variedad Miahuateco; presentando el porcen-
taje de germinacién mayor en comparacion al trata-
miento quimico (72%), sin embargo, 7. harzianum
TH-4 redujo en un 75% la podredumbre causada
por la cepa F. solani.

En la comunidad de Santa Maria Tecomavaca
en el estado de Oaxaca, México, Trichoderma har-
zianum (T-H4) y el tratamiento quimico Mancozeb
80" presentaron la mejor respuesta en la reduccion
de mortalidad y severidad de la enfermedad de
plantas de chile Miahuateco a los 40 ddt.
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Resumen. Se determing la eficacia en el control
de la antracnosis en la poscosecha de mango cv.
Azucar sometiendo la fruta a un tratamiento hi-
drotérmico a 53 °C, realizando posteriormente dos
heridas de 2 mm de profundidad, luego se realizo
la inmersion en suspensiones de los antagonistas
o quitina en diferentes concentraciones, posterior-
mente en cada herida se inocul6 una gota de 5 puL
del patdgeno, almacenando la fruta a 23 °C. De este
ensayo se seleccion6 a Lysinibacillus xylaniticus
Ap282, Rhodotorula glutinis Lv316 y quitina
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Abstract. The efficacy in the control of mango cv.
Azlcar anthracnose in postharvest was determined
by subjecting the fruit to a hydrothermal treatment
at 53 °C; later two wounds of 2 mm deep were made
and the fruits were immersed in suspensions of the
antagonists or chitin in different concentrations.
After, each wound was inoculated with a drop of
5 pL of the pathogen, and the fruits were storage
at 23 °C. From this trial, Lysinibacillus xylaniticus
Ap282, Rhodotorula glutinis Lv316, and chitin 10
mg L' were selected for showing an efficacy in the
disease control of 49% to 69%. The bioassay was
repeated, but adding the chitin to the hydrothermal
treatment and evaluating the control of the disease
from pathogen’s quiescent infections, storage the
fruit at 13 °C. The combination of hydrothermal
treatment and tempered of the fruit in the AP282
suspension presented the highest efficacy in the
control of anthracnose (84%) in fruits inoculated
with the pathogen, while, in the disease control
from the quiescent infections, the combination
of hydrothermal treatment adding the chitin or
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(10 mg L") por presentar una eficacia del 49% al
69% en el control de la enfermedad. El bioensa-
yo se repitio, adicionando la quitina al tratamiento
hidrotérmico y evaluando el control de la enferme-
dad a partir de infecciones quiescentes del patoge-
no, almacenando la fruta a 13 °C. La combinacién
del tratamiento hidrotérmico y el temperado de la
fruta en la suspension de AP282 presento6 la mayor
eficacia en el control de la antracnosis (84%) en
frutos inoculados con el patdgeno, mientras que, en
el control de la enfermedad a partir de las infec-
ciones quiescentes la combinacién del tratamiento
hidrotérmico adicionando la quitina o el temperado
en suspensiones microbianas presentd una eficacia
del 83 al 89%.

Palabras clave: Colletotrichum gloeosporioides,
tratamiento hidrotérmico, eficacia, infecciones
quiescentes.

En Colombia se cultivan diferentes variedades
de mango (Mangifera indica) con una produccion
de 321,083 t en 28,000 ha, para el consumo en fres-
co y el procesamiento agroindustrial (MINAGRI-
CULTURA, 2018). Este cultivo es importante en el
aporte de la economia campesina ya que es tipica-
mente minifundista (Alvarado y Moreno, 2012) y
tiene caracteristicas de baja tecnificacion y asisten-
cia técnica. Asi mismo, se cultiva en predios mane-
jados con buenas practicas de acuerdo con la expe-
riencia y capacidad econdmica de inversion de los
productores (Asmar, 2021). El mango cv. Azlicar es
una variedad colombiana que se caracteriza por ser
un fruto ovalado y pequeino, de escasa fibra, buen
aroma y sabor; presenta, especialmente en la pulpa
madura, un contenido importante en fenoles totales
y carotenoides, que le confieren potencial antioxi-
dante, asi como compuestos activos y nutricionales
benéficos para la salud y es considerado como un
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tempering in the microbial suspensions showed an
efficacy of 83% to 89%.

Key words:
hydrothermal
infections.

Colletotrichum  gloeosporioides,

treatment, efficacy, quiescent

Different varieties of mango (Mangifera indica)
are cultivated in Colombia, with a production of
321,083 t in 28,000 ha, for fresh consumption and
agro-industrial processing (MINAGRICULTURA,
2018). This crop is important for its contribution
to farmers economy, since it is typically produced
on a small scale (Alvarado and Moreno, 2012),
it has low technification characteristics and low
technical assistance. Additionally, it is cultivated
on fields managed with good practices according to
the experience and ability for economic investment
of the farmers (Asmar, 2021). Mango cv. Azlcar
is a colombian variety, characterized for being
and oval and small fruit, with little fiber, pleasant
in aroma and flavor; particularly, the mature pulp,
contains important amounts of total phenols and
carotenoids, which give antioxidant potential,
as well as active and nutritional compounds that
are beneficial to human health. It is considered a
very profitable fruit, since it has the best price in
comparison with other varieties, 10 months of the
year (Corrales-Bernal et al., 2014).

Itisthereforenecessarytocontinueworkingonthe
implementation of pre and postharvest technologies
that help obtain fruits with phytosanitary and
organoleptic quality to positioning the mango
cv. Azlcar in internal and external markets. This
has been done for the past three years by farmers
with mango cv. Azlicar plantations located in the
department of Magdalena, where exports have
increased between 2018 and 2020, with an annual
growth of 33% (Asmar, 2021).
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fruto muy rentable porque presenta el mejor precio
comparado con otras variedades durante 10 meses
del afio (Corrales-Bernal ef al., 2014).

Consecuentemente, se hace necesario continuar
trabajando en la implementacion de tecnologias en
pre y poscosecha que permitan obtener frutos de
calidad fitosanitaria y organoléptica para posicio-
nar el mango Azlcar en los mercados internos y
externos. Esto lo han realizado durante los tltimos
tres afos, productores que tienen predios cultivados
con mango Aztcar ubicados en el departamento del
Magdalena, en donde se han incrementado las ex-
portaciones entre 2018 y 2020, con un crecimiento
anual del 33% (Asmar, 2021).

Sin embargo, una de las principales limitantes
en su produccion y poscosecha es la antracnosis,
enfermedad causada por Colletotrichum gloeos-
porioides, la cual es la mas importante en la pro-
duccion de mango en el mundo (Kamle y Kumar,
2016). En campo, el hongo produce infecciones
quiescentes en frutos inmaduros, las cuales se desa-
rrollan durante la poscosecha a causa del ambiente
y maduracién del fruto, provocando pérdidas que
pueden superar el 50% (Arauz, 2000; Prusky et al.,
2013; Kamle y Kumar, 2016). Su control se realiza
principalmente con fungicidas sistémicos; aunque
son eficientes, presentan efectos negativos como la
residualidad o la generacion resistencia en el hon-
go, siendo su uso cada vez menos aceptados por
los paises importadores, ya que su toxicidad es po-
tencialmente nociva para el consumidor (Bautista-
Rosales et al., 2014; Chechi et al., 2019).

De acuerdo con esto, el uso de alternativas de
control inocuas y eficientes se plantea como una
necesidad. El control bioldégico es una estrategia
que involucra el uso de microorganismos como le-
vaduras y bacterias, las cuales se caracterizan por
tener rapido crecimiento sobre la superficie vege-
tal, con la produccion de metabolitos que inhiben
el crecimiento de fitopatdgenos y por tolerar, en el
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However, one of the main limitations in its
production and postharvest is the anthracnose,
which is the most important disease in mango
production worldwide caused by Colletotrichum
gloeosporioides (Kamle and Kumar, 2016). In the
field, the fungus produces quiescent infections in
immature fruits, which develop during postharvest,
due to the environment and the maturation of the
fruit, causing losses that can exceed to 50% (Arauz,
2000; Prusky et al., 2013; Kamle and Kumar, 2016).
It is mainly controlled using systemic fungicides
which, although efficient, have negative effects
such as residuality or the generation of resistance
of the fungus, and its use is therefore becoming less
accepted by importing countries, since its toxicity
is potentially harmful to consumers (Bautista-
Rosales et al., 2014; Chechi et al., 2019).

Given this, the use of innocuous and efficient
control alternatives is presented as a necessity.
Biological control is a strategy that involves the
use of microorganisms such as yeast and bacteria,
which have a rapid growth on the surface of the
plant, produce metabolites that inhibit the growth
of plant pathogens and tolerate, in the case of
some strains, extreme conditions such as low
temperatures or activity of water (aw) and the
presence of fungicides (Lastochkina et al., 2019;
Liu et al., 2013). Likewise, the application to the
fruits of biopolymers such as chitin is proposed,
since its cationic character presents antifungal
activity mediated by the interaction of its free
amino groups (positively charged in an acidic
medium), modifying the permeability of the
plasmatic membrane, altering its function, or
forming a film on the fruit that changes the internal
atmosphere, favoring its conservation (Ban et al.,
2015; Bautista-Bafios et al., 2006).

Some studies have proven the efficacy of
alternatives for the control of postharvest diseases
such as physical treatments in fruits and vegetables
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caso de algunas cepas, condiciones extremas como
bajas temperaturas, baja actividad de agua (aw) y
presencia de fungicidas (Lastochkina et al., 2019;
Liu et al., 2013). De igual manera se plantea la
aplicacion de biopolimeros como la quitina al fru-
to, ya que su caracter catidnico presenta actividad
antifungica mediada por la interaccion de sus gru-
pos amino libres (cargados positivamente en medio
acido), modificando la permeabilidad de la mem-
brana plasmatica, alterando su funcion, o forman-
do peliculas en el fruto que cambian la atmosfera
interna favoreciendo su conservacion (Ban et al.,
2015; Bautista-Batios et al., 2006

Algunos estudios han mostrado la eficacia de
alternativas para el manejo de enfermedades pos-
cosecha como tratamientos fisicos en frutas y en
vegetales (Usall et al., 2016) dentro de los cuales
se encuentra la hidroterapia, realizada por inmer-
sidn, enjuague o cepillado; en la inmersion se apli-
can temperaturas entre 43 °C y 53 °C por periodos
que van de minutos hasta 2 horas de acuerdo con
la especie de la fruta y estado de madurez, en tanto
que el enjuague y cepillado son empleados de 10
a 25 segundos a temperaturas entre 43 °C y 53 °C
(Fallik, 2004). El tratamiento por inmersion es el
mas reportado y puede llegar a estimular respuestas
de defensa contra la antracnosis en frutos sin afec-
tar negativamente su calidad sensorial y fisica (Vi-
laplana et al., 2018), siendo efectivo contra otros
patogenos en poscosecha como Botrytis cinerea 'y
Alternaria alternata (Fallik et al., 1996).

Se ha observado que el uso combinado de di-
ferentes alternativas puede aumentar el efecto de
las alternativas individuales (Perez et al., 2016). El
éxito del uso de las alternativas combinadas radica
sus diferentes modos de accion, por ejemplo, los
tratamientos fisicos actian sobre las superficies se-
llando o curando aberturas y como desinfectantes
de superficies limitando los sitios de infeccion del
patégeno, mientras que la aplicacion posterior de
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(Usall et al., 2016), including hydrotherapy, carried
outby immersion, rinsing or brushing. Inimmersion,
temperatures of 43 °C to 53 °C are applied for
periods lasting between a few minutes and 2 hours,
depending on the species of the fruit and the stage
of maturity, whereas rinsing and brushing are used
for 10 to 25 seconds at temperatures ranging from
43 °C to 53 °C (Fallik, 2004). The immersion
treatment is the most commonly reported and may
lead to the stimulation of responses of defense
against anthracnose in fruits, without affecting it
sensorial and physical quality (Vilaplana et al.,
2018), making it efficient against pathogens in
postharvest such as Botrytis cinerea and Alternaria
alternata (Fallik et al., 1996).

It has been observed that the combined use of
different alternatives may increase the effect of
individual alternatives (Perez et al., 2016). The
success of the use of combined alternatives lies
in their modes of action. For example, physical
treatments act on the surfaces, sealing or curing
openings, and as surface disinfectants, limiting
the infection sites of the pathogen, whereas the
posterior application of antagonists or bioactive
compounds provides a persistent protective action
through the restriction of secondary diseases
(Zhang et al., 2017).

Considering the potential of the use of these
alternatives in the control of Colletotrichum
gloeosporioides during the postharvest of mango
cv. Azticar in Colombia, the aim of this study was
to determine their efficacy with the use of microbial
antagonists, a hydrothermal treatment at 53 °C and
different concentrations of chitin, as well as the
combination of the best treatments.

MATERIALS AND METHODS

This investigation was carried out in the
Agricultural Microbiology Laboratory of the
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antagonistas o compuestos bioactivos provee una
accion protectora persistente a través de la res-
triccion de infecciones secundarias (Zhang et al.,
2017).

Teniendo en cuenta el potencial de uso de estas
alternativas en el control de Colletotrichum gloeo-
sporioides durante la poscosecha de mango Azucar
en Colombia, el objetivo de este estudio fue deter-
minar la eficacia mediante el uso de antagonistas
microbianos, un tratamiento hidrotérmico a 53 °C
y quitina en diferentes concentraciones, asi como la
combinacion de los mejores tratamientos.

MATERIALES Y METODOS

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

Material vegetal y patégeno. Se utilizaron frutos
de mango variedad Azucar (susceptible a la antrac-
nosis) en etapa de madurez fisiologica (ligeramente
verde con tonalidad amarilla rosada y pulpa ama-
rilla), asintomaticos a cualquier patologia, con un
tamafio entre 8 a 10 cm y peso promedio de 100 g,
provenientes de un cultivo comercial del munici-
pio de Ciénaga (departamento del Magdalena, Co-
lombia). Para reducir la expresion de infecciones
quiescentes del patdogeno, la fruta se sometid a un
tratamiento hidrotérmico a 53 °C por 5 minutos
(bafio termostatado Memmert WNB 14) y atempe-
rando por inmersion en agua a 17 °C por 10 min,
posteriormente con una aguja de diseccion estéril
se realizaron dos heridas de 2 mm de profundidad
en una de las caras del fruto, separadas 5 cm en-
tre si (basado y modificado de la metodologia de
Trinidad-Angel et al, (2017)).

Para seleccionar el patogeno se evaluaron tres
aislamientos (Y1, Y2, Y3), seleccionando Y3 (C.

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021

Tibaitata Research Center of the Corporacion
Colombiana de
AGROSAVIA.

Investigacion ~ Agropecuaria

Plant and pathogenic material. Azicar mango
variety fruits (susceptible to anthracnose) in the
stage of physiological maturity (slightly green
with a pinkish-yellow tone and a yellow pulp),
asymptomatic to any pathology, sized 8 to 10 cm
and an average weight of 100 g, from a commercial
plantation in the municipal area of Ciénaga were
used (department of Magdalena, Colombia). To
reduce the expression of quiescent infections of
the pathogen, the fruit underwent a hydrothermal
treatment at 53 °C for 5 minutes (Memmert WNB
14 waterbath) and tempering by immersion in
water at 17 °C for 10 min, followed by producing
two lesions, each 2 mm deep, with a sterilized
dissection needle on one of the faces of the fruit,
with a distance of 5 cm from each other (based on
the methodology by Trinidad-Angel et al. (2017),
modified).

To select the pathogen, three isolations were
evaluated (Y1, Y2, Y3). Y3 (C. gloeosporioides)
was selected from the Yulima variety of mangoes,
identified by its morphology and selected due to its
pathogenicity when carrying out Koch’s postulates
(data not shown). Conidia inoculum was obtained
from cultures in Potato Dextrose Agar (PDA,
Ox0id®) previously incubated at 25 °C for 10
days and adjusted to 1x10° conidia mL"!in sterile
distilled water.

Efficacy of antagonistic microorganisms in
the control of anthracnose. The AGROSAVIA
Microorganism Germplasm Bank provided the
antagonistic microorganisms
previous studies and which displayed control
over different pathogens (Zapata and Cotes, 2013;
Diaz-Garcia et al., 2015), which were the bacteria

characterized in

Bacillus amyloliquefaciens Bs006 (Gamez et al.,
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gloeosporioides), proveniente de frutos de mango
variedad Yulima, identificado por su morfologia
y seleccionado por su patogenicidad al realizar
los postulados de Koch (datos no mostrados). Su
inoculo se obtuvo a partir de conidios colectados
de cultivos en Agar Papa Dextrosa (PDA, Oxo0id®)
incubados a 25 °C durante 10 dias, a partir de los
cuales se realizé una suspension de 1x10° conidios
mL"en agua destilada estéril.

Eficacia de microorganismos antagonistas en
el control de la antracnosis. El Banco de Ger-
moplasma de Microorganismos de AGROSAVIA
proporcioné los microorganismos antagonistas que
en estudios previos se caracterizaron y mostraron
control sobre diferentes patogenos (Zapata y Cotes,
2013; Diaz-Garcia et al., 2015), los cuales corres-
pondieron a las bacterias Bacillus amyloliquefa-
ciens Bs006 (Gamez et al., 2015), Bacillus safensis
AP280y Lysinibacillus xylaniticus AP282;y las le-
vaduras Candida oleophila 1Lv037, Pichia onychis
Lv297 y Rhodotorula glutinis Lv316 (Moreno et
al.,2012; Zapata et al., 2011). Para su crecimiento,
las bacterias fueron cultivadas en caldo Luria Ber-
tani (LB, Ox0id®) y las levaduras en caldo extracto
de malta y levadura (YM, Oxo0id®) a 125 rpm, 28 °C
durante 48 y 72 horas respectivamente. Para el in6-
culo se realizaron suspensiones en agua destilada
estéril a concentraciones de 1x10%células mL! para
las bacterias y 1x107 células mL"' para las levadu-
ras. La fruta se inoculd6 mediante inmersion en las
suspensiones de cada microorganismo durante
10 min; posteriormente se secaron a 18 °C y sobre
las heridas se inoculd una gota de 5 uL del pato-
geno.

Eficacia de los aditivos quitinosos en el control
de la antracnosis. Se empled quitina (Sigma®
C7170) en concentraciones de 0.5; 0.8; 10; 100 y
1000 mg L', Se realizé la inmersion de la fruta en
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2015), Bacillus safensis AP280 and Lysinibacillus
xylaniticus AP282; and the vyeasts Candida
oleophila 1v037, Pichia onychis Lv297 and
Rhodotorula glutinis Lv316 (Moreno et al., 2012;
Zapata et al., 2011). In order for them to grow, the
bacteria were cultivated in a Luria Bertani broth
(LB, Oxo0id®), and the yeasts, in a broth composed
of malt extract and yeast (YM, Oxoid®) at 125
rpm, 28 °C for 48 and 72 hours, respectively. For
the inoculant, suspensions were made in sterile
distilled water at concentrations of 1x10% cells
mL! for the bacteria and 1x107 cells mL"! for the
yeasts. The fruit was inoculated by immersion in
the suspensions of each microorganism for 10 min,
they were later dried at 18 °C and a 5 pL drop of the
pathogen was inoculated on the lesions.

Efficacy of chitinous additives in the control of
anthracnose. Chitin (Sigma® C7170) was used in
concentrations of 0.5; 0.8; 10; 100 and 1000 mg
L. The fruit was immersed in the suspension of
the additive in each defined concentration for 10
min, dried at 18 °C and 5 pL drop of the pathogen
was inoculated on the lesions.

Efficacy of the combination of alternatives in the
control of anthracnose in mangoes inoculated
with C. gloeosporioides. Four treatments were
proposed to determine the efficacy in the control
of anthracnose in mangoes inoculated with C.
gloeosporioides (Table 1). First, the hydrothermal
treatment was carried out, followed by the lesions
on the fruit and then depositing them in suspensions
of controlling microorganisms or the concentration
of chitin (10 mg L) for 10 min. They were then
inoculated with the pathogen at the concentration
described earlier and storage in humid chambers.

Efficacy in quiescent C. gloeosporioides
infections: The same treatments mentioned
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la suspensioén del aditivo en cada concentracion de-
finida por 10 min, se secaron a 18 °C y sobre las
heridas se inocul6 una gota de 5 pL del patdgeno.

Eficacia de la combinacion de alternativas en
el control de la antracnosis en mangos inocula-
dos con C. gloeosporioides. Se plantearon cuatro
tratamientos para determinar la eficacia en el con-
trol de la antracnosis en mangos inoculados con C.
gloeosporioides (Cuadro 1). Primero se realizo el
tratamiento hidrotérmico, luego se realizaron las
heridas en los frutos y se depositaron en las sus-
pensiones de los microorganismos controladores o
la concentracion de quitina (10 mg L) durante 10
min, se secaron e inocularon con el patégeno a la
concentracion descrita previamente y se almacena-
ron en camaras hiimedas.

Eficacia en infecciones quiescentes de C. gloeos-
porioides: Se evaluaron los mismos tratamientos
mencionados anteriormente (Cuadro 1) sobre in-
fecciones quiescentes de C. gloeosporioides pero
sin realizar in6culo del patdégeno. Inicialmente se
realizé el tratamiento hidrotérmico, posteriormente
los frutos se dispusieron en las suspensiones de los
microorganismos controladores durante 10 minu-
tos; para el tratamiento que contenia quitina esta
se agrego durante el tratamiento hidrotérmico; pos-
teriormente se dejaron secar y se almacenaron en
camaras humedas.

Para los tratamientos donde se determino la efi-
cacia de los microorganismos y las diferentes con-
centraciones de los sustratos quitinosos, los frutos
se dispusieron en camaras himedas (Humedad rela-
tiva (HR) del 90%) almacendndolas a 23 °C durante
siete dias, condiciones Optimas para el patogeno
y severas para la seleccion de las alternativas; por
otra parte, los frutos correspondientes a la combi-
nacion de alternativas se almacenaron en camaras
himedas a 13 °C durante 19 dias como una aproxi-
macion al almacenamiento de la fruta.
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above (Table 1) were evaluated on quiescent C.
gloeosporioides infections, without inoculating
the pathogen. The hydrothermal treatment was
carried out, followed by the placement of the fruits
in suspensions of controlling microorganisms for
10 minutes. For the treatment that contained chitin,
it was added during the hydrothermal treatment.
They were then left to dry and storage in humid
chambers.

For the treatments in which the efficacy of the
microorganisms and the different concentrations
of chitinous substrates were determined, the fruits
were places in humid chambers (Relative humidity
(RH) of 90%)), storage at 23 °C for seven days, under
conditions considered optimal for the pathogen and
severe for the selection of alternatives. On the other
hand, the fruits corresponding to the combination
of alternatives were storage in humid chambers
at 13 °C for 19 days as an approximation to the
storage of the fruit.

Variables evaluated. As a response variable,
we calculated the efficacy in the control of the
disease by applying the Schneider-Orelli formula:
Percentage of efficacy = ((b - k) / (100 - k)) *
100, where b= area under the disease progress
curve (AUDPC) in the treatment depending on
the diameter of the lesion in fruits and k= AUDPC
in the pathogen control (Koller ef al., 2016). The

Cuadro 1. Combinacién de tratamientos evaluados para
el control de la antracnosis a partir de la ino-
culaciéon de C. gloeosporioides Y3 en frutos de
mango cv. Azicar.

Table 1. Combination of treatments evaluated for the

control of anthracnose from the inoculation of C.
gloeosporioides Y3 in mango cv. Azicar fruits.

Tratamiento

Control: 53 °C 5 min
53 °C 5 min + AP282
53 °C 5 min + Lv316
53 °C 5 min + Quitina 10 mg L
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Variables evaluadas. Como variable respuesta se
calcul6 la eficacia en el control de la enfermedad,
aplicando la formula de Schneider-Orelli: Porcen-
taje de eficacia = ((b - k) / (100 - k)) * 100, donde
b= area bajo la curva de la enfermedad (AUDPC)
en el tratamiento de acuerdo con el didmetro de la
lesion en los frutos y k= AUDPC en el control pa-
togeno (Koller ef al., 2016). Se tomo en cuenta la
distribucion irregular de las lesiones de la enfer-
medad, por lo que en las infecciones quiescentes
se empleo la escala de severidad de la enfermedad
de Brodrick (1978, citado por Corkidi et al., 2006)
(Cuadro 2, Figura 1).

Disefio experimental y analisis de datos. Los
bioensayos se establecieron bajo un disefo de blo-
ques completamente al azar, la unidad experimen-
tal consistio en tres frutos, con tres repeticiones y
dos réplicas, contando con un control sin tratar y
un control patogeno. Se realizo un analisis de va-
rianza y una prueba de comparacion de medias de

Cuadro 2. Escala para la evaluacion de severidad de an-
tracnosis causada por C. gloesosporioides en
mango cv. Azicar. Valores en porcentaje de area
del fruto con sintomas.

Table 2.Scale to evaluate the severity of anthracnose

caused by C. gloesosporioides in mango cv. Azicar.
Values as percentages of the area of the fruits with

symptoms.
Nivel Area afectada
0 0%
1 1-5%
2 6-9 %
3 10-49 %
4 50-100 %

irregular distribution of the lesions of the disease
were taken into consideration and therefore, in
quiescent infections, Brodrick’s disease severity
scale (1978, cited by Corkidi et al., 2006) was used
(Table 2, Figure 1).

Experimental and data

Bioassays were established under a completely

design analysis.

Figura 1. Escala de severidad para la evaluacién de antracnosis en mango cv. Azicar, apariencia de los frutos en cada nivel
de severidad. A. nivel 0, B. nivel 1, C. nivel 2, D. nivel 3, E. nivel 4.

Figure 1. Scale of severity for the evaluation of anthracnose in mango cv. Azicar, appearance of the fruits in each level of
severity. A. level 0, B. level 1, C. level 2, D. level 3, E. level 4.
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Tukey (p<0.05), empleando el software estadistico
Statistix 10.0.

RESULTADOS

Eficacia de microorganismos antagonistas en
el control de la antracnosis. Se observo una di-
ferencia en el desempenio de los microorganismos
entre las dos réplicas realizadas en tiempos diferen-
tes, pudiendo estar influenciado por la incidencia
de las infecciones quiescentes; sin embargo, para
la réplica uno en los tratamientos AP282, Bs006 y
Lv316 se observo la mayor eficacia en el control
de la enfermedad con valores entre el 62% y 65%,
mientras que en la réplica dos la mayor eficacia se
obtuvo con AP282 (49%) siendo ademas el trata-
miento mas consistente de acuerdo con la réplica
uno (Figura 2).

random block design. The experimental unit
consisted of three fruits, with three repetitions and
two replicates, including an untreated control and
one pathogenic control. An analysis of variance
was carried out, along with Tukey’s test (p<0.05),
using the statistics software Statistix 10.0.

RESULTS

Efficacy of antagonistic microorganisms in the
control of anthracnose. A difference was noted in
the performance of the microorganisms between
the two replicates carried out in different times,
possibly under the influence of the quiescent
infections. However, in replicate one the treatments
AP282, Bs006 and Lv316 displayed the highest
efficacy in the control of the disease, with values
between 62% and 65%, whereas in replicate two, the

80
mRéplical * Réplica 2
60
S
= a
8 40
Qo
=
m
20 ab ab
b
I'Bl
0
Lv037 Lv297 Lv316 Bs006 AP280 AP282
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Figura 2. Eficacia de los antagonistas microbianos en la reduccion de la antracnosis en frutos de mango cv. Azucar inocula-
dos con C. gloeosporioides Y3 después de siete dias de almacenamiento a 23 °C. Columnas con la misma letra no
son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey (*= P>0.05).

Figure 2. Efficacy of microbial antagonists in the reduction of anthracnose in mango cv. Azucar fruits inoculated with C.
gloeosporioides Y3 after storage for 7 days at 23 °C. Columns with the same letter are not significantly different,

according to Tukey’s test (*= P>0.05).
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Eficacia de los aditivos quitinosos en el control
de la antracnosis. Las diferentes concentraciones
de quitina evaluadas presentaron algin porcentaje
de control; sin embargo, la concentracion de 10 mg
L' con una eficacia del 42% en la réplica uno y
49% en réplica dos presentd la mayor proteccion
frente al crecimiento de C. gloeosporioides, siendo
ademas el tratamiento mas consistente (Figura 3).

Eficacia de la combinacion de alternativas en el
control de la antracnosis en mangos inoculados
con C. gloeosporioides. Todos los tratamientos
mostraron algin nivel de control sobre el desarrollo
de la enfermedad en los mangos inoculados con C.
gloeosporioides; sin embargo, la combinacion del
tratamiento hidrotérmico y el temperado de los fru-
tos en la suspension de L. xylaniticus AP282 pre-
sentd el mayor control con una eficacia del 84%,

60

highest efficacy was obtained with AP282 (49%)),
which was also the most consistent treatment in
accordance with the first replicate (Figure 2).

Efficacy of chitinous additives in the control
of anthracnose. The different concentrations of
chitin evaluated displayed some percentage of
control, although the concentration of 10 mg L™
with an efficacy of 42% in replicate one and 49%
in replicate two presented the greatest protection
against the growth of C. gloeosporioides, and was
also the most consistent treatment (Figure 3).

Efficacy of the combination of alternatives in the
control of anthracnose in mangoes inoculated
with C. gloeosporioides. All treatments displayed
some level of control on the development of
the disease in mangoes inoculated with C.

50
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Figura 3. Eficacia de la quitina en diferentes concentraciones sobre la reduccion de la antracnosis en frutos de mango cv.
Azucar inoculados con C. gloeosporioides Y3 después de siete dias de almacenamiento a 23 °C. Columnas con la
misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey (*= P>0.05).

Figure 3. Efficacy of chitin in different concentrations on the reduction of anthracnose in mango cv. Azucar fruits inoculated
with C. gloeosporioides Y3 after storage for seven days at 23 °C. Columns with the same letter are not significantly

different, according to Tukey’s test (= P>0.05).
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en tanto que al evaluar inicamente el tratamiento
hidrotérmico se obtuvo el menor desempefio con
un 19% de eficacia (Figura 4).

Eficacia de la combinacién de alternativas en el
control de la antracnosis a partir de infecciones
quiescentes de C. gloeosporioides. Con respecto
a la reduccién en la expresion de las infecciones
quiescentes, se observd que al combinar el trata-
miento hidrotérmico con la adicion de quitina o el
posterior temperado de los frutos en las suspensio-
nes de L. xylaniticus AP282 o R. glutinis Lv316, se
redujo la incidencia de las infecciones con mayor
eficacia en el control de la enfermedad en compara-
cion con solo el tratamiento hidrotérmico, y aunque
estos tratamientos superaron el 80% de eficacia fue
la combinacion de la hidroterapia y la inmersion en
la Lv316 con un 89% el mas destacado (Figuras 5

y 6).

100

gloeosporioides. However, the combination of the
hydrothermal process and the tempering of the fruits
in the L. xylaniticus AP282 suspension presented
the greatest control, with an efficacy of 84%,
whereas an evaluation of only the hydrothermal
treatment presented the lowest performance, with
an efficacy of 19% (Figure 4).

Efficacy of the combination of alternatives
in the control of anthracnose from quiescent
C. gloeosporioides infections. Regarding the
reduction in the expression of quiescent infections,
combining the hydrothermal treatment with the
addition of chitin or the later tempered of the fruits
in the L. xylaniticus AP282 or R. glutinis Lv316
suspensions reduced the incidence of infections
with a greater efficacy in the control of the disease in
comparison with the hydrothermal treatment alone,
and although these treatments surpassed an efficacy

80

60

Eficacia (%)

40
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Hidrotérmico

Tratamiento

Hidrotérmico +Quitina

Hidrotérmico+AP282 Hidrotérmico+Lv316

Figura 4. Eficacia de la combinacién de tratamientos en la reduccion de la antracnosis en frutos de mango cv. Azicar ino-
culados con C. gloeosporioides Y3 después de 15 dias de almacenamiento a 13 °C. Columnas con la misma letra no
son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey (¥*= P>0.05).

Figure 4. Efficacy of the combination of treatments in the reduction of anthracnose in mango cv. Azicar fruits inoculated
with C. gloeosporioides Y3 after storage for 15 days at 13 °C. Columns with the same letter are not significantly

different, according to Tukey’s test (*= P>0.05).
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Figura 5. Eficacia de la combinacion de tratamientos en la reduccion de la antracnosis a partir de infecciones quiescentes de
C. gloeosporioides en frutos de mango cv. Aziicar después de 19 dias de almacenamiento a 13 °C. Columnas con la
misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey (*= P>0.05).

Figure 5. Efficacy of the combination of treatments in the reduction of anthracnose from quiescent infections of C. gloeospo-
rioides in mango cv. Azucar fruits after storage for 19 days at 13 °C. Columns with the same letter are not signifi-
cantly different, according to Tukey’s test (*= P>0.05).

Lv316+53°C

Figura 6. Sintomas de antracnosis en frutos de mango cv. Azicar tratados con la combinacién de tratamientos en almacena-
miento a 13 °C. Superior: Frutos inoculados con C. gloeosporioides Y3 después de 15 dias de almacenamiento. Infe-
rior: Infecciones quiescentes de C. gloeosporioides en los frutos tratados después de 19 dias de almacenamiento.

Figure 6. Symptoms of anthracnose in mango cv. Aziicar fruits treated with the combination of treatments storage at 13
°C. Top: Fruits inoculated with C. gloeosporioides Y3 after 15 days of storage. Bottom: Quiescent infections of C.
gloeosporioides in treated fruits after 19 days of storage.
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DISCUSION

Lysinibacillus xylaniticus AP282, R. glutinis
Lv316 y quitina (10 mg L") mostraron control de
la antracnosis en los frutos inoculados con el pa-
togeno en condiciones de almacenamiento que
favorecian su desarrollo (HR del 90% a 23 °C) y
posteriormente, al evaluarse en una condicion mas
cercana al almacenamiento comercial (13 °C) man-
tuvieron o aumentaron su proteccion y redujeron
ademas la expresion de infecciones quiescentes.
Mientras que la aplicacion tnica del tratamiento
hidrotérmico mostrd una eficacia del 19%, pero al
combinarse con el temperado en la suspension de
los antagonistas o la adicion de quitina, la eficacia
aumento, particularmente en el caso de las infec-
ciones quiescentes.

En este sentido, el desarrollo de C. gloeospo-
rioides puede limitarse por la ausencia de nutrien-
tes como nitrogeno organico y microelementos
como hierro, necesarios para la germinacién de los
conidios y posteriores procesos de infeccion de te-
jidos, de igual forma por la exposiciéon a metaboli-
tos producidos por microorganismos antagonistas
que puedan tener accidn sobre el desarrollo del pa-
togeno a partir de las infecciones quiescentes (Liu
etal.,2013).

Bacterias y levaduras presentan mecanismos
de accion que pueden inhibir el desarrollo de dife-
rentes patogenos, siendo estos la competencia por
espacio y nutrientes, la produccion de antibidticos,
sideroforos, el parasitismo y la induccion de res-
puestas de defensa en las plantas (Rungjindamai,
2016). Aunque se conoce muy poco de los meca-
nismos de accion de L. xylaniticus, se sabe que
otras especies de este género, como Lysinibacillus
sphaericus ZA9 tienen la capacidad de inhibir in
vitro el crecimiento de Aspergillus sp., A. alternata,
Bipolaris spicifera, Curvularia lunata y Scleroti-
nia sp., mediante la secrecion de siderdforos, acido

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021

of 80%, the combination of hydrotherapy and the
immersion in Lv316 was the most outstanding,
with 89% (Figures 5 and 6).

DISCUSSION

Lysinibacillus xylaniticus AP282, R. glutinis
Lv316 and chitin (10 mg L) proved to control
the anthracnose in the fruits inoculated with the
pathogen under storage conditions that favors their
development (RH of 90% at 23 °C) and afterwards,
when evaluating under a condition nearer to
commercial storage (13 °C), they maintained or
increased their protection and also reduced the
expression of quiescent infections. Meanwhile, the
single application of the hydrothermal treatment
displayed an efficacy of 19%, but when combining
it with tempering in the suspension of antagonists
or adding chitin, its efficacy increased, particularly
in the case of quiescent infections.

In this of C.
gloeosporioides may be limited by the absence

sense, the development
of nutrients such as organic nitrogen and
microelements such as iron, needed in the
germination of conidia and later tissue infection
processes, as well as by the exposure to metabolites
produced by antagonistic microorganisms that
may take action on the pathogen from quiescent
infections (Liu et al., 2013).

Bacteria and yeasts display action mechanisms
that may inhibit the development of different
pathogens, competition for space
and nutrients, the production of antibiotics,
siderophores, parasitism and the induction of
defense responses in plants (Rungjindamai,
2016). Although little is known on the action
mechanisms of L. xylaniticus, other species of this

namely,

genus, such as Lysinibacillus sphaericus ZA9, are
known to have the ability to inhibit the growth of
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cianhidrico (HCN), quitinasas, proteasas y lipasas,
compuestos tipo clicloalcano y quinolina (Naureen
et al., 2017). Sin embargo, para tener claridad con
respecto a como L. xylaniticus AP282 ejerce con-
trol sobre C. gloeosporioides Y3 es necesario de-
terminar sus mecanismos de accion.

De otra parte, R. glutinis puede competir por es-
pacio y nutrientes con diferentes patogenos, estu-
dios han demostrado la capacidad de esta levadura
para colonizar heridas en frutos de fresa y peras,
observando una rapida colonizacion de heridas y
control sobre B. cinerea a 20 °C sin afectar para-
metros de calidad como pérdida de masa, firmeza
y acidez (Zhang et al., 2008, 2010). Adicionalmen-
te, R. glutinis produce acido rodotortlico, side-
roforo que quela el hierro presente en el sustrato
ofreciéndole una ventaja competitiva (Calvente et
al., 1999). Para R. glutinis L.v316, en estudios de-
sarrollados por Zapata y Cotes, (2013) se obtuvo
un control del 60% para B. cinerea en cultivos co-
merciales de mora, superior al obtenido con aplica-
ciones de Procloraz (58%) y Carbendazim (27%),
relacionandose con la reduccion de las infecciones
quiescente en las flores.

En cuanto a la quitina por su caracter cationi-
co presenta actividad antifingica mediada por la
interaccioén de sus grupos amino libres (cargados
positivamente en medio acido) con los residuos
negativos de las moléculas en la pared de los hon-
gos, modificando la permeabilidad en la membrana
plasmatica provocando homeostasia idonica de Ky
Ca?" causando la pérdida de pequefias moléculas
como fosfatos, nucledtidos y sustrato de reacciones
enzimaticas que eventualmente afectan el metabo-
lismo fangico (Ban ef al., 2015; Bautista-Bafios et
al., 2006). Lucas-Bautista ef al. (2019), encontra-
ron mayor contenido de quitinasas en cascaras ma-
duras de papaya liofilizadas (29.000 unidades de
quitinasa (UQ) g') a las contenidas en céscaras
maduras congeladas (1.500 UQ g'), ademas de
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Aspergillus sp., A. alternata, Bipolaris spicifera,
Curvularia lunata and Sclerotinia sp. in vitro, by
secreting siderophores, hydrocyanic acid (HCN),
chitinases, proteases and lypases, cycloalkane and
quinoline type compounds (Naureen et al., 2017).
However, in order to clarify how L. xylaniticus
AP282 controls C. gloeosporioides Y3, its action
mechanisms should be stablished.

On the other hand, R. glutinis may compete
for space and nutrients with different pathogens.
Studies have shown the ability of this yeast to
colonize lesions in strawberry and pear fruits,
observing a rapid colonization on lesions and
control over B. cinerea at 20 °C without affecting
quality parameters, such as the loss of mass,
firmness and acidity (Zhang et al., 2008, 2010). In
addition, R. glutinis produces rhodotorulic acid, a
siderophore that chelates the iron in the substrate,
giving it a competitive advantage (Calvente et al.,
1999). For R. glutinis Lv316, a study carried out
by Zapata and Cotes, (2013) obtained a control
of 60% for B. cinerea in commercial berry crops,
higher than that obtained with Prochloraz (58%)
and Carbendazim (27%) applications, relating to
the reduction of quiescent infections in the flowers.

Regarding chitin, its cationic character displays
antifungal activity, mediated by the interaction
of its free amino groups (positively charged in
an acidic medium) with the negative residues in
the molecules of the fungal walls modifying the
permeability of the plasmatic membrane, causing
the ionic homeostasis of K" and Ca** causing
the loss of small molecules such as phosphates,
nucleotides and substrates of enzyme reactions that
will eventually affect the fungal metabolism (Ban
et al., 2015; Bautista-Bafios et al., 2006). Lucas-
Bautista ef al. (2019) found a greater content of
chitinases in mature lyophilized papaya skins
(29.000 units of chitinases (UC) g') than those
contained in mature frozen skins (1.500 UC g?),
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determinar que la quitina contenida en C. gloeos-
porioides como patdogeno presente en la poscose-
cha de papaya puede tener hasta un 20.6%.

Si bien los tratamientos hidrotérmicos tienden a
sellar o curar las heridas limitando los sitios de pe-
netracion para los patogenos (Schirra et al., 2000),
mediante la adicion de quitina (10 mg L) o el tem-
perado de la fruta en las suspensiones de L. xylani-
ticus AP282 o R. glutinis Lv316 se puede reducir
las infecciones secundarias potencializando el con-
trol; sin embargo, es necesario desarrollar estudios
tendientes a desarrollar bioplaguicidas con base
en los microorganismos seleccionados, los cuales
permitan su implementacion a escala comercial,
por otra parte, teniendo en cuenta la eficiencia de
la quitina, es necesario contar con un sustituto co-
mercial considerando que en este trabajo se utilizd
quitina grado reactivo.

La inoculacién de microorganismos antagonis-
tas durante el temperado posterior al tratamiento
hidrotérmico ha mostrado un alto potencial en la
reduccién de dafios por patdégenos en poscosecha,
Karabulut y Baykal (2004) observaron que la in-
cidencia de B. cinerea y Penicillium expansum
en melocotones disminuia al someterse a un tra-
tamiento hidrotérmico a 55 °C por 10 segundos
y posterior inoculacion con C. oleophila. De otra
parte, es posible que con la aplicacion conjunta de
los antagonistas se pueda potenciar ain mas el con-
trol, tal como lo demostraron Carrillo-Fasio et al.,
(2005) quienes evaluaron aislamientos del género
Bacillus y Rhodotorula solos y en combinacion,
encontrando un mayor control sobre antracnosis en
frutos de mango Kent al aplicar la mezcla de bio-
controladores.

En este sentido, el control de las infecciones
quiescentes mediante el tratamiento hidrotérmico
con adicion de quitina a 10 mg L o el posterior
temperado de la fruta en la suspension de R. glu-
tinis Lv316 o L. xylaniticus AP282 puede ser una
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and they also determined that the chitin contained
in C. gloeosporioides as a pathogen present in the
papaya postharvest may contain up to 20.6%.
Despite  the of  hydrothermal
treatments to seal or cure lesions, limiting the
areas of penetration for the pathogens (Schirra et
al., 2000), with the action of chitin (10 mg L) or
the tempering of the fruit in the suspensions of L.
xylaniticus AP282 or R. glutinis Lv316, it is possible
to reduce secondary infections by reinforcing

tendency

control. However, studies must be carried out
to develop biopesticides based on the selected
microorganisms to allow their implementation on
a commercial scale. On the other hand, considering
the efficacy of chitin, it is necessary to have a
commercial substitute, considering that this study
used reactive grade chitin.

The inoculation of antagonistic microorganisms
during the tempering after the hydrothermal
treatment has shown a high potential for the
reduction of damages by pathogens in postharvest.
Karabulut and Baykal (2004) observed that the
incidence of B. cinerea and Penicillium expansum
in peaches decreased with a hydrothermal treatment
at 55 °C for 10 seconds followed by inoculation with
C. oleophila. On the other hand, it is possible that
with the combined application of the antagonists,
the control may be greater, as proven by Carrillo-
Fasio et al. (2005), who evaluated isolations of the
genus Bacillus and Rhodotorula on their own and
combined, finding a greater control of anthracnose
in Kent mango fruits when applying the mixture of
biocontrol agents.

In this sense, controlling quiescent infections
with the hydrothermal treatments with the addition
of chitin at 10 mg L' or the later tempering of
the fruit in the suspension of R. glutinis Lv316
or L. xylaniticus AP282 may be a strategy to
treat the mango cv. Azucar immediately after its
harvest, allowing the microorganisms in the fruit

262



FuLLy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

estrategia para tratar el mango Azlcar inmediata-
mente después de su cosecha, permitiendo el es-
tablecimiento de los microorganismos en la fruta
para aumentar su capacidad protectora durante el
almacenamiento.

CONCLUSIONES

La combinacioén del tratamiento hidrotérmico a
53 °C por 5 minutos con adicién de quitina a 10 mg
L' o el posterior temperado de los mangos en las
suspensiones de R. glutinis Lv316 o L. xylaniticus
AP282 presentd una eficacia del 83 al §89% en el
control de la antracnosis originada partir de las in-
fecciones quiescentes de C. gloeosporioides, alter-
nativas que pueden considerarse en el tratamiento
poscosecha del mango cv. Azlcar.
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CONCLUSIONS
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Resumen. Baja California es uno de los princi-
pales productores de jitomate (Solanum lycopersi-
cum) en México. La marchitez vascular, causada
por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol), es
una de las principales enfermedades que afectan al
cultivo del jitomate en el estado de Baja California;
sin embargo, se desconoce la identidad de las espe-
cies de Fusarium, la ocurrencia de Fol y las razas
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Abstract. In Baja
oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) is the causal

California, Fusarium
agent of vascular wilt of tomato; however, the races
present in the state remain unknown. The objective
ofthiswork wastoisolate and identify Fusarium spp.
and to validate a multiplex-PCR system to identify
strains Fol and at the race level. Sixty symptomatic
plants were collected, of which 45 isolates were
obtained. When analyzed microscopically, it was
confirmed that 44 corresponded to Fusarium spp.
The use of the sp13 and sp23 oligonucleotide pairs
that amplified the pgx4 and pg!/ polygalacturonase
genes, respectively, indicated the presence of Fol
races 1 and 3 in the area. Sequence analysis of the
elongation factor of the la translation (TEF1-a) of
representative strains served to confirm its identity
and the presence of Fol and F. solani in tomato
plants with symptoms of vascular wilt. Finally, a
RAPD analysis showed that the oligonucleotide
OPA-11, generates a specific banding pattern in
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presentes. El objetivo del presente trabajo fue aislar
e identificar aislados de Fusarium de plantas enfer-
mas de jitomate y validar métodos de diagnoéstico
para identificar Fo/ a nivel de raza. Se colectaron
60 plantas sintomaticas, de las que se obtuvieron
45 aislados. Al ser analizadas microscopicamente
se confirm6 que 44 pertenecieron al género Fusa-
rium. El uso de los pares de oligonucleotidos sp13
y sp23, que amplifican los genes de poligalacturo-
nasas pgx4 y pgl, indicaron la presencia de Fo/ ra-
zas 1 y 3 en la zona. El analisis de secuencias del
factor de elongacion de la traduccion la (TEF1-a)
de cepas representativas confirmé la identifica-
cion de la presencia de Fol y de Fusarium solani
en plantas de jitomate con sintomas de marchitez
vascular. Finalmente, un analisis RAPD, identifico
que el oligonucledtido OPA-11 genera un patron de
bandeo especifico en aislados de la raza 1 por lo
que podria emplearse como una forma rapida para
la identificacion de cepas de esta raza.

Palabras clave: polimorfismos de ADN, xilema,
enfermedad vascular, hongos

El jitomate (Solanum lycopersicum) es un cul-
tivo de gran importancia econémica en muchos
paises. México ocupa el segundo lugar con una
producciéon de 2,923,163 t, en una superficie de
47,151 ha (SIAP, 2019). Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici (Fol) es el agente causal de la mar-
chitez vascular del jitomate. Actualmente, se cono-
cen tres razas fisioldgicas de Fol que difieren en su
grado de virulencia (Biju et al., 2017; Chang et al.,
2018). Para su deteccion se han utilizado distintas
técnicas, como métodos moleculares (Chang et al.,
2018; Murugan et al., 2020) y variedades diferen-
ciales de jitomate con distintos genes de resistencia
a cada una de las razas (Cai et al., 2003; Pirayesh
et al., 2018), y la comparacion de secuencias
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Fol race 1, so it could be used as a quick way to
identify them.

Key words: DNA Polymorphisms, xylem, vascular
disease, fungi

The tomato (Solanum lycopersicum) is a crop
of great economic importance in many countries.
Mexico is its second largest producer, with
2,923,163 t on a surface of 47,151 ha (SIAP, 2019).
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) is the
causal agent of vascular wilting in tomato. Three
physiological races of Fol are currently known,
which vary in their degree of virulence (Biju et al.,
2017; Chang et al., 2018). Different techniques have
been used to detect them, such as molecular methods
(Chang et al., 2018; Murugan et al., 2020), along
with different varieties of tomatoes with different
genes for resistance to each of the races (Cai et al.,
2003; Pirayesh et al., 2018) and the comparison
of nucleotide sequences of the polygalacturonase
genes (Kawabe ef al., 2005; Murugan ef al., 2020).
These enzymes degrade polygaracturonic acid and
are found in all of the organs of the plant, as well
as in the cell walls of the tomato fruit, and they
act as pectin depolymerizers. They therefore help
invade and colonize host tissues (Martel et al.,
1998). Hirano and Arie (2006) compared the partial
nucleotide sequences of an endopolygalacturonase
gene (pgl) and an exopolygalacturonase gene
(pgx4) of the special forms of (ff. spp.) lycopersici
and radicis-lycopersici (which causes the rotting
of the tomato crown), and designed the pairs of
oligonucleotides (spl3 y sp23), based on Single
Nucleotide = Polymorphisms  (SNPs),  which,
combined, help distinguish the Fo/ races.

In Mexico, races 1, 2 and 3 of Fol have been
reported in the state of Sinaloa (Valenzuela-Ureta
et al., 1996; Carrillo et al., 2003; Ascencio-Alvarez
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nucleotidicas de los genes de poligalacturonasas
(Kawabe et al., 2005; Murugan et al., 2020). Estas
enzimas son degradadoras de 4cido poligalacturo-
nico, presente en todos los 6rganos de la planta y
de la pared celular del fruto del jitomate, y actian
como depolimerizadoras de pectina, por lo que fa-
cilitan la invasion y colonizacion de tejido del hos-
pedero (Martel ef al., 1998). Hirano y Arie (2006)
compararon las secuencias nucleotidicas parciales
de un gen de endopoligalacturonasa (pg!) y otro de
una exopoligalacturonasa (pgx4) de las formas es-
peciales (ff. spp.) lycopersici y radicis-lycopersici
(causante de la pudricién de la corona del jitomate)
con las que disenaron los pares de oligonucledti-
dos (sp13 y sp23), basados en polimorfismos de un
solo nucleotido (SNPs, Single Nucleotid Polymor-
phims), que en conjunto permiten diferenciar las
razas de Fol.

En México, se ha reportado la presencia de las
razas 1, 2y 3 de Fol en el estado de Sinaloa (Va-
lenzuela-Ureta et al., 1996; Carrillo et al., 2003;
Ascencio-Alvarez et al., 2008), las razas 2 'y 3 en
Baja California Sur (Holguin-Pefia, 2005) y las
razas 2 y 3 en San Luis Potosi (Hernandez et al.,
2014). Adicionalmente, se ha reportado la presen-
cia de Fusarium circinatum y Fusarium andiyazi
ocasionando marchitez en jitomate en los estados
de Morelos, Puebla y Tlaxcala (Isaac et al., 2018).
En Baja California, se conoce de la presencia de
Fusarium en jitomate, pero no se han identificado
las especies. La correcta identificacion de las va-
riantes patogénicas de Fusarium presentes en una
determinada zona de cultivo, es indispensable para
establecer la utilizacion de cultivares. El objetivo
de este trabajo fue aislar y caracterizar especies
de Fusarium asociadas a plantas de jitomate con
sintomas de marchitez vascular en Baja California,
Meéxico y al mismo tiempo validar un método mo-
lecular para diferenciarlos.
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et al., 2008), races 2 and 3 in Baja California Sur
(Holguin-Pena, 2005), and races 2 and 3 in San
Luis Potosi (Hernandez et al., 2014). Additionally,
the presence of Fusarium circinatum and Fusarium
andiyazi have been reported to cause wilting in
tomatoes in the states of Morelos, Puebla and
Tlaxcala (Isaac et al., 2018). In Baja California, the
presence of Fusarium is known in tomato, although
the species have not yet been identified. The
correct identification of the pathogenic variants of
Fusarium found in a particular cultivation area is
crucial to establish the use of cultivars. The aim of
this investigation was to isolate and characterize
Fusarium species related to tomato plants with
vascular wilt symptoms in Baja California,
Mexico, as well as to validate a molecular method
to differentiate them.

MATERIALS AND METHODS

Collection of samples, isolation and morphologic
characterization of strains

Tomato plants with symptoms of vascular wilt
were gathered from four locations: two from the
town of Maneadero and two from the town of
San Quintin, in the municipal area of Ensenada,
Baja California. In total, 60 tomato plants were
collected, with different levels of vascular wilt
symptoms. Five samples of the Cherry variety
were taken from San Quintin Este, from an open-
air plantation. Ten plants established in bags were
taken from a greenhouse in San Quintin Norte, five
of which were Cherry Zebra and five, Strawberry
tomatoes. From Maneadero Sur, three greenhouses
with plants grown in the soil were sampled; two
Cherry tomato plants were taken from the first one,
along with three Heirloom tomato plants. From the
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MATERIALES Y METODOS

Colecta de muestras, aislamiento y caracteriza-
cion morfologica de cepas

Se colectaron plantas de jitomate con sinto-
mas de marchitez vascular en cuatro sitios, dos del
poblado de Maneadero y dos del poblado de San
Quintin del municipio de Ensenada, Baja Califor-
nia. En total, se colectaron 60 plantas de jitomate
con diferentes niveles de sintomas de marchitez
vascular. De San Quintin Este, se obtuvieron cinco
muestras de la variedad tipo Cherry de un cultivo
establecido a cielo abierto. De San Quintin Norte,
se obtuvieron diez plantas de cultivo en invernade-
ro establecidos en bolsas, cinco tipo Cherry Zebra
y cinco tipo Fresa. De Maneadero Sur, se muestrea-
ron tres invernaderos con cultivos establecidos en
suelo, en el primero se tomaron dos plantas del tipo
Cherry y tres del tipo Heirloom; en el segundo, cin-
co muestras del tipo Heirloom, y en el tercero cinco
muestras, una de la variedad G35, tres de la variedad
RG-871 y una de la variedad TC. Finalmente, en
Maneadero Norte se tomaron muestras de 30 plan-
tas tipo Cherry establecidos a cielo abierto.

Las muestras previamente etiquetadas, fueron
depositadas en bolsas de polietileno e inmediata-
mente trasladadas al laboratorio de Fitopatologia
del Centro de Investigacion Cientifica y de Edu-
cacion Superior de Ensenada (CICESE) para su
procesamiento. Las plantas se lavaron con agua co-
rriente, se secaron con toallas de papel y en el tallo,
a aproximadamente 10 cm de altura de la corona
se realizaron tres cortes transversales y se obtuvie-
ron trozos de tejido sintomadtico. Se sumergieron en
alcohol al 75% y se flamearon rapidamente. Poste-
riormente, con la ayuda de una navaja esterilizada
al calor, se cortaron rebanadas de alrededor de 0.5
cmy se colocaron sobre medio de cultivo agar papa-
dextrosa (PDA), suplementado con cloranfenicol
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second one, five Hierloom samples were taken,
and in the third one, five G5 samples, three of the
RG-871 variety and one TC. Finally, in Maneadero
Norte, 20 samples were taken of Cherry tomato
plants grown in the open field.

The samples were labelled and placed in
polyethylene bags and moved to the Phytopathology
Laboratory of the Scientific Research and Higher
Education Center of Ensenada (Centro de
Investigacion Cientifica y de Educacion Superior
de Ensenada, CICESE) for processing. The plants
were washed with tap water, dried with paper towels
and, on the stem, approximately 10 cm above the
root crown, three cross sectional cuts were made
and pieces of symptomatic tissue were taken. They
were submerged in alcohol at 75% and quickly
flamed. Later, using a heat-sterilized blade, 0.5 cm
pieces were cut and placed in a potato-dextrose-
agar (PDA) culture medium, supplementing with
chloramphenicol (15 pg mL™"), and the Petri dishes
were incubated in the dark at 25 + 2 °C. To obtain
the pure cultures from the fungal growth found,
seven days after harvesting, hyphae tips were
transferred into a PDA medium and their putative
identification was carried out using morphological
observation. From those primary plantations,
monosporic strains were obtained, which were kept
in glycerol at -20 °C until their use.

The fungal isolates were grown in PDA and
agar-carnation (CLA) (Fisher et al., 1982), two
of the standard media used to identify Fusarium
species (Leslie and Summerell, 2008). The Petri
dishes were stored at 27 °C in complete darkness,
following recommendations for their identification.
After 15 days, the morphology and pigmentation of
the culture in PDA were analyzed, along with the
production of sporodochia, sclerotia, reproductive
structures and macroconidia in a CLA medium
using an Olympus SZX12 stereoscopic microscope
and an Axiovert 200 Zeiss® inverted microscope.
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(15 ug mL™") y las cajas se incubaron en la oscuri-
dad a 25 + 2 °C. Para la obtencion de cultivos pu-
ros del crecimiento fingico observado, alrededor
de siete dias después de la siembra, se transfirieron
puntas de hifas a medio PDA y su identidad puta-
tiva se hizo por observacion morfologica. A partir
de éstos cultivos primarios se obtuvieron cepas mo-
nosporicas, que se mantuvieron en glicerol a -20 °C
hasta su utilizacion.

Los aislamientos fungicos se cultivaron en PDA
y agar-clavel (CLA) (Fisher et al., 1982), dos de
los medios estandar utilizados en la identificacion
de las especies de Fusarium (Leslie y Summerell,
2008). Las cajas se mantuvieron a 27 °C en total
obscuridad, de acuerdo a lo recomendado para su
identificacion. Después de 15 dias se analizo la
morfologia y pigmentacion de la colonia en PDA
y la produccion de esporodoquios, esclerocios, las
estructuras de reproduccion y las macroconidias en
medio CLA usando un microscopio estereoscopio
Olympus SZX12 y un microscopio invertido Axio-
vert 200 Zeiss®.

Caracterizacion molecular de razas de F. oxys-
porum f. sp lycopersici

Para la extraccién de ADN, las cepas se cultiva-
ron en papa dextrosa liquido en agitacion a 27 °C
durante cuatro dias. El micelio se recupero por fil-
tracion, se congeld y liofilizé en tubos de micro-
centrifuga de 2 ml y se pulverizé usando varillas
de vidrio de punta aguzada. El ADN genomico se
obtuvo empleando el método de CTAB al 3% y al
final se ajust6 a 50 pg mL.

Para la identificacion de las razas de Fol se mez-
claron dos pares de oligonucledtidos reportados
previamente (Hirano y Arie, 2006) para realizar un
PCR multiple. El par sp13-f (5’-GTCAGTCCATT-
GGCTCTCTC-3") y spl3-r (5’-TCCTTGACAC-
CATCACAGAG-3’) amplifican un fragmento de

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021

Molecular characterization of races of FE
oxysporum f. sp lycopersici

For the extraction of DNA, the strains were
grown in a potato dextrose liquid, shaking at 27
°C for four days. The mycelium was recovered
by filtration, frozen and lyophilized in 2 ml
microcentrifuge tubes, and pulverized using glass
rods with pointed tips. The genomic DNA was
obtained using the CTAB method at 3% and finally,
it was adjusted to 50 pg mL.

To identify the races of Fol, two pairs of
previously reported oligonucleotides (Hirano
and Arie, 2006) were mixed to carry out a multi-
plex PCR. The spl13-f (5’-GTCA GTCCATTG-
GCTCTCTC-3") and spl13-r (5’-TCCTTGACAC-
CATCACAGAG-3’) pair amplify a445 pb fragment
of the gene of one exopolygalacturonase (pgx4) in
races 1 and 3, but not in race 2; the pair of sp23-
f (5’-CCTCTTGTCTTTGTCTCACGA-3’) and
sp23-r (5’-GCAACAGGTCGTGGGGAAAA-3’)
was designed in the site of deletion of two nucleo-
tides (nt 259-260) in the gene of an endopolygalac-
turonase (pgl) and it amplifies a fragment of 518
pb in races 2 and 3, but not in race 1. In the isolates
of F oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, these
oligonucleotides did not amplify any fragments
(Hirano and Arie, 2006). After testing several con-
ditions of amplification by combining the oligo-
nucleotides, the reaction mixture used consisted of
1X buffer (Axygen), 0.2 pg mL-"'de BSA, 0.2 mM
of dNTPs, 2.5 mM of MgCl,, 0.4 uM of each of the
four oligonucleotides, 0.1 U pg™' of Taq polymerase
(5 U, Axygen) and 50 ng of DNA in a final volume
of 25 pL. Amplification consisted of a 94 °C cycle
for 1 min, followed by 45 cycles at 94 °C for
1 min, 61 °C for 1 min, 72 °C for 1 min and a final
extension at 72 °C for 10 min, using a BioRad
T100 thermocycler. The products were evaluated
by electrophoresis in agarose gel at 1% and photo-
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445 pb del gen de una exopoligalacturonasa (pgx4)
en las razas 1 y 3 pero no en la raza 2; el par sp23-f
(5’-CCTCTTGTCTTTGTCTCACGA-3") y sp23-r
(5’-GCAACAGGTCGTGGGGAAAA-3’) fue di-
sefado en el sitio de delecion de dos nucleotidos
(nt 259-260) en el gen de una endopoligalacturo-
nasa (pg/) y amplifica un fragmento de 518 pb en
las razas 2 y 3, pero no en la raza 1. En los aisla-
dos de F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici estos
oligonucleodtidos no amplifican ningiin fragmento
(Hirano y Arie, 2006). Después de probar varias
condiciones de amplificacion combinado los oligo-
nucledtidos, La mezcla de reaccion usada consistio
en 1 X buffer (Axygen), 0.2 ug mL-'de BSA, 0.2 mM
de dNTPs, 2.5 mM de MgCl,, 0.4 uM de cada uno
de los cuatro oligonucledtidos, 0.1 U pg' de Taq
polimerasa (5 U, Axygen) y 50 ng de ADN en un
volumen final de 25 pL. La amplificacion consistio
en un ciclo de 94 °C por 1 min, seguido de 45 ci-
clos de 94 °C por 1 min, 61 °C por 1 miny 72 °C
por 1 min, y una extension final a 72 °C por
10 min, usando un termociclador BioRad T100.
Los productos se evaluaron en electroforesis en
gel de agarosa al 1% y se fotografiaron utilizando
un fotodocumentador Quantity One de BioRad. El
control positivo fue ADN extraido de Fol raza 1y
Fol raza 2, proporcionadas amablemente por el Dr.
Raymundo Garcia del Centro de Investigacion en
Alimentos y Desarrollo (CIAD), unidad Culiacan.
Una vez analizados los productos de PCR, y
para confirmar que el fragmento amplificado co-
rrespondia a la secuencia esperada, se selecciona-
ron al azar cinco aislados de las razas determina-
das. Los productos amplificados seleccionados se
cortaron del gel y se purificaron utilizando el kit
DNA clean y concentrator (Zymo Research) si-
guiendo las instrucciones del fabricante y los frag-
mentos generados fueron enviados a secuenciar a
Eton Bioscience Inc. (San Diego, California). Una
vez obtenidas las secuencias, éstas se compararon
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graphed using a BioRad Quantity One photodocu-
menter. The positive control was DNA taken from
race 1 Fol and race 2 Fol, kindly provided by Dr.
Raymundo Garcia of the Food Research and De-
velopment Center (Centro de Investigacion en Ali-
mentos y Desarrollo, CIAD), Culiacan.

Afteranalyzing the PCR products, and to confirm
that the amplified fragment matched the expected
sequence, five isolates were chosen at random
from the determined races. The amplified products
were cut out of the gel and purified using the DNA
Clean and Concentrator kit (Zymo Research),
following the instructions by the manufacturer and
the fragments generated were sent for sequencing
to Eton Bioscience Inc. (San Diego, California).
Once the sequences were obtained, they were
compared using the Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) algorithm from the National Center
for Biotechnology Information (NCBI). Sequences
from the fragments of pgx4 and pg ! were recovered
and they were all aligned using the program BioEdit
v7.2.3 (copyright (c) 1997-2013, Tom Hall).

To confirmthattheisolates obtained and analyzed
with the multiplex PCR were from F. oxysporum,
some of them were selected and a fragment of
approximately 700 pb from the TEF1-a region was
amplified by PCR, using oligonucleotides EF-1
and EF-2 (O’Donnell ef al., 1998), used earlier to
distinguish between species of Fusarium (Lievens
et al., 2009). The reaction of the PCR was similar
to the one used to amplify the polygalacturonase
genes, but the concentration was reduced to 1.5 mM
of MgCl,. The amplification consisted of an initial
denaturalization of 94 °C for 3 min, followed by 40
cycles of 1 min at 94 °C, 1 min at 61.5 °C, 1 min
at 72 °C and a final extension of 10 min at 72 °C.
The fragments were evaluated by electrophoresis
in agarose gel, purified and sequenced as described
earlier. For the comparative analysis of the
sequences, we accessed the Fusarium-ID (http://
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utilizando el algoritmo Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) del National Center for Bio-
technology Information (NCBI). Se recuperaron
secuencias de los fragmentos de pgx4 y pgl y todas
se alinearon utilizando el programa BioEdit v7.2.3
(copyright (c) 1997-2013, Tom Hall).

Para confirmar que los aislados obtenidos y
analizados con la PCR multiple pertenecian a F
oxysporum, se seleccionaron algunos de ellos y se
amplifico por PCR un fragmento de alrededor de
700 pb de la region del TEF1-a, usando los oligo-
nucledtidos EF-1 y EF-2 (O’Donnell et al., 1998).
Usados anteriormente para diferenciar entre espe-
cies de Fusarium (Lievens et al., 2009). La reac-
cion de PCR fue similar a la usada para amplificar
los genes de poligalacturonasas, excepto que se
disminuy6 la concentracion a 1.5 mM de MgCL,.
La amplificacion constd de una desnaturalizacion
inicial de 94 °C por 3 min, seguido de 40 ciclos de
Imina94°C,1 mina61.5°C, I mina 72 °Cyuna
extension final de 10 min a 72 °C. Los fragmentos
se evaluaron por electroforesis en gel de agarosa,
se purificaron y secuenciaron como se describi6 de
manera previa. Para el analisis comparativo de las
secuencias, se accedio al banco de datos Fusarium-
ID (http://isolate.fusariumdb.org) y al del NCBI,
usando el algoritmo de BLAST. Algunas secuen-
cias que mostraron maxima similitud con las ob-
tenidas en este trabajo se obtuvieron del banco de
datos, y todas se alinearon usando el programa Bio-
Edit v7.2.3. Finalmente, se obtuvo el filograma uti-
lizando el programa MEGAX (Kumar et a/., 2018).

Identificacion de razas de Fol con el uso de va-
riedades diferenciales

Para confirmar la identificacion de las razas de-
terminadas por PCR multiple, se utilizaron cuatro
genotipos de jitomate; Bonny Best (sin resistencia),
Manapal (resistente a Fol raza 1), Walter (resistente
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isolate.fusariumdb.org) and NCBI databanks, using
the BLAST algorithm. Some sequences that showed
the maximum similarity with those obtained in this
work were recovered from the genebank, and they
were all aligned using the program BioEdit v7.2.3.
Finally, the phylogram was obtained using the
program MEGAX (Kumar et al., 2018).

Identification of races of Fol with the use of
differential varieties

Four tomato genotypes were used to confirm
the identity of the races determined by multiplex
PCR: Bonny Best (without resistance), Manapal
(resistant to Fol race 1), Walter (resistant to Fol
race 2) and LR, (resistant to Fol race 3) (Ascencio-
Alvarez et al., 2008).

Seeds of each variety were planted in
polyethylene trays with 72 pits in a 2:1 mixture
of Peat moss-perlite and after 30 days, they were
transplanted into 1 L polyethylene pots. Twenty-one
days after transplanting, six plants of each variety
were inoculated with one out of five of the isolates
selected (the same ones used in the sequencing
analysis), adding 10 mL of a suspension of 1X107
conidia mL' two centimeters from the stem (Baysal
et al., 2009). Fol strain races 1 and 2 were used as
positive controls and the negative control consisted
of 10 mL of water. The plants were kept under
greenhouse conditions at a variable temperature
of 3616 °C, distributed in a completely random
design. Damages were evaluated on a daily basis
until the observation of symptoms in the control
strains (approximately 15 days after inoculation),
based on the arbitrary damage scale proposed
previously (Vakalounakis and Fragkiadakis, 1999),
where: 0 = plant without symptoms, 1 = plant with
slight wilting or similar to a lack of water, 2 = plant
similar to scale 1 + yellow or dry leaves in 50% of
the foliage, 3 = plant similar to scale 1 + yellow or
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Fol raza 2) e IR, (resistente a Fol raza 3) (Ascen-
cio-Alvarez et al., 2008).

Las semillas de cada variedad, se sembraron
en charolas de polietileno de 72 cavidades en una
mezcla 2:1 de Peat moss-perlita. Después de 30
dias, se trasplantaron en macetas de polietileno
de 1 L. A los 21 dias del trasplante, seis plantas
de cada variedad se inocularon con uno de cin-
co aislados seleccionados (los mismos usados en
el analisis de secuenciacion), agregando 10 mL
de una suspension de 1X107 conidios mL! a dos
centimetros del tallo (Baysal et al., 2009). Como
controles positivos se usaron las cepas Fol razas
1 y 2 y como control negativo 10 mL de agua. Las
plantas se mantuvieron en condiciones de inverna-
dero a temperatura variable 3616 °C, distribuidas
en un disefio completamente al azar. La evaluacion
de dafios se realiz6 diario hasta la observacion de
sintomas en las cepas control (aproximadamente
15 dias después de la inoculacion), basandose en
la escala arbitraria de dafio propuesta previamente
(Vakalounakis y Fragkiadakis, 1999), donde: 0 =
planta sin sintomas, 1 = planta con marchitez leve
o similar a la falta de agua, 2 = planta similar a gra-
do 1 + hojas amarillas o secas, en menos del 50%
del follaje, 3 = planta similar a escala 1 + hojas
amarillas o secas en un 50% o mas del follaje y 4
= plantas completamente marchitas. Cada una de
las escalas representa los siguientes porcentajes de
dafio (0%, 25%, 50%, 75% y 100%). Las plantas
que presentaron un porcentaje de marchitez vas-
cular del 20% o menos fueron catalogadas como
resistentes a las cepas inoculadas.

Evaluacion de la variabilidad genética de Fusa-
rium spp. por polimorfismos de ADN amplifica-

dos al azar

Para determinar la variabilidad inter e intra-
especifica entre los aislados, se utilizo la técnica
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dry leaves in 50% or more of the foliage and 4 =
plant completely wilted. Each one of these scales
represents the percentages of damage of 0%, 25%,
50%, 75% and 100%, respectively. The plants
that displayed a percentage of vascular wilting of
20% or less were considered resistant to the strains
inoculated.

Evaluation of the genetic variability of Fusarium
spp. by randomly amplified DNA polymorphisms

To determine the inter and intraspecific vari-
ability between the isolates, we used the RAPD, or
Random Amplified Polymorphic DNA technique
(Assigbetse et al., 1994; Jiménez et al., 2001;
Luna-Paez et al., 2004). The size and number of
fragments generated in strains of Fol/ race 1 and
Fol race 2 were determined by using the universal
oligonucleotides OPA-01 (5’-CAGGCCCTTC-3"),
OPA-03 (5’-AGTCAGCCAC-3’), OPA-05 (5'-A
GGGGTCTTG-3"), OPA-11 (5'-CAATCGCCGT
-37), OPA-15 (5’-TTCCGAACCC-3’), OPAIl6
(5’-AGCCAGCGAA-3’) and OPA 17 (5’-GACC-
GCTTGT-3") (Operon Technologies Inc). The re-
action mixture consisted of 0.75 mM of Taq master
Mix (Mercury, Cat# 790005), 25 ng of DNA and
0.1 mM of one of the oligonucleotides in a final
volume of 25 pL. The conditions for amplification
were 94 °C for 2 min, followed by 35 cycles at 94
°C for one min, 36 °C for 1 min and 72 °C for 1.5
min, with a final extension of 10 min at 72 °C. The
amplified fragments were analyzed in 1.5% agarose
gels and their size was determined using the pro-
gram Quantity one (1D- Analysis Software), with
a 100bp molecular weight marker as a reference.
Based on the results, the oligonucleotides selected
were those which displayed different striping pat-
terns to the amplicons obtained for each race, and
they were used for the typing of the strains obtained
in this study.
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de amplificaciéon al azar de ADN polimorfico
(RAPD) (Assigbetse et al., 1994; Jiménez et al.,
2001; Luna-Paez et al., 2004). El tamafo y nu-
mero de fragmentos generados en las cepas tipo
Folraza 1 y Fol raza 2, se determind mediante el
uso de los oligonucleodtidos universales: OPA-01
(5’-CAGGCCCTTC-3"), OPA-03 (5’-AGTCAGC-
CAC-3’), OPA-05 (5'-AGGGGTCTTG-3"), OPA-
11 (5'-CAATCGCCGT -37), OPA-15 (5’-TTCC-
GAACCC-3’), OPA16 (5°-AGCCAGCGAA-3’),y
OPA 17 (5’-GACCGCTTGT-3") (Operon Techno-
logies Inc). La mezcla de reaccion consistio en 0.75
mM de Taq master Mix (Mercury, Cat# 790005),
25 ng de ADN y 0.1 mM de uno de los oligonu-
cleotidos en un volumen final de 25 pL. Las con-
diciones para la amplificacion fueron, 94 °C por 2
min; seguida de 35 ciclos de 94 °C por un min; 36
°C por 1 miny 72 °C por 1.5 min, y una extension
final de 10 min a 72 °C. Los fragmentos amplifica-
dos se analizaron en geles de agarosa al 1.5% y su
tamafo se determind con el programa Quantity one
(1D- Analysis Software) usando como referencia
un marcador de peso molecular de 100 bp. Con
base en los resultados, se eligieron los oligonucle6-
tidos que mostraron patrones diferentes de bandeo
de los amplicones obtenidos de cada raza y se usa-
ron para la tipificacién de las cepas obtenidas en
este estudio.

RESULTADOS

En todas las plantas muestreadas se observé ne-
crosis en los haces vasculares. De las 60 muestras
colectadas, se obtuvieron 45 aislados, tres de San
Quintin Este (RG-2, RG-3 y RG-4), tres de San
Quintin Norte (RE-2, RE-3 y RE-4), nueve de Ma-
neadero Sur SO-2, SO-4, SO-5, SO-7, SO-8, SO-9,
SO-11, SO-13 y SO-15) y 30 de Maneadero Norte
(Voip1 a Voip30) (Cuadro 1). Adicionalmente, de
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RESULTS

Necrosis was observed in all vascular bundles.
Out of the 60 samples gathered, 45 isolates were
obtained, three of which were taken from San
Quintin Este (RG-2, RG-3 and RG-4), three from
San Quintin Norte (RE-2, RE-3 and RE-4), nine
from Maneadero Sur SO-2, SO-4, SO-5, SO-7,
SO-8, SO-9, SO-11, SO-13 and SO-15) and 30
from Maneadero Norte (Voipl to Voip30) (Table
1). Additionally, microorganisms different to F
oxysporum, including Botrytis sp., Penicillium sp.
and bacteria were isolated from 15 plants. In five
symptomatic plants sampled in area II, the wilt
observed was considered to be caused by bacteria.
All isolates different to Fusarium spp. were
discarded.
Morphological characterization
isolates

of fungal

In PDA medium, the isolates displayed four
types of colony morphology, named A, B, C and D
in this investigation. The isolates in group A (Voip-
1 to Voip-5) presented white cottonlike mycelia,
irregularly shaped, with a violet center in the top
and bottom (Figure 1A). The isolates from group
B (Voip2 to Voip4, Voip7, Voip10, Voip12, Voip13,
Voip23, Voip25, Voip26 and Voip28), presented
cottonlike mycelia, a filamentous edge with a faint
violet color and the presence of yellow or colorless
sporodochia (Figure 1B and 1E). The isolates from
group C (RG-2, RG-4, RE-2, RE-4, SO-4, SO-5,
SO-8, SO-9, SO-11, SO-13, Voip6, Voip8, Voip9,
Voip11, Voipl4 to Voip22, Voip24 and Voip27)
presented abundant cottonlike mycelia with a
filamentous shape and a circular edge with a faint
violet color at the top and white to violet at the
bottom (Figure 1C). Finally, the isolates in group
D (RG-3, RE-3, SO-2, SO-7 and SO-15) presented
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Cuadro 1. Identificacion de los aislamientos obtenidos de plantas de jitomate de distintos varietales en

cuatro areas muestreadas.

Table 1. Identification of the isolates obtained from tomato plants from different varietals in four

sampled areas.

Area ID muestra Variedad Sistema

San Quintin Este RG-2 Cherry Suelo/fertirrigacion

San Quintin Este RG-3 Cherry Suelo/fertirrigacion

San Quintin Este RG-4 Cherry Suelo/fertirrigacion

San Quintin Norte RE-2 Cherry zebra Bolsa/musgo de turba y vermiculita

San Quintin Norte RE-3 Cherry zebra Bolsa/musgo de turba y vermiculita

San Quintin Norte RE-4 Cherry zebra Bolsa/musgo de turba y vermiculita
Maneadero Sur SO-2 Cherry Suelo/fertirrigacion
Maneadero Sur SO-4 Cherry Suelo/fertirrigacion
Maneadero Sur SO-5 Heirloom Suelo/fertirrigacion
Maneadero Sur SO-7 Heirloom Suelo/fertirrigacion
Maneadero Sur SO-8 Heirloom Suelo/fertirrigacion
Maneadero Sur SO-9 Heirloom Suelo/fertirrigacion
Maneadero Sur SO-11 Heirloom Suelo/fertirrigacion
Maneadero Sur SO-13 Heirloom Suelo/fertirrigacion
Maneadero Sur SO-15 RG-871 Suelo/fertirrigacion

Maneadero Norte Voip-1 a Voip-30 Cherry Suelo/fertirrigacion

15 plantas se aislaron microorganismos diferentes
a F. oxysporum, incluidos Botrytis sp., Penicillium
sp. y bacterias. En cinco plantas sintomaticas mues-
treadas en el San Quintin Norte, se considera que la
marchitez observada fue ocasionada por bacterias.
Todos los aislados diferentes a Fusarium spp. fue-
ron descartados.

Caracterizacion morfoldgica de los aislados fiin-
gicos

En medio PDA, los aislados mostraron cuatro
tipos de morfologia colonial, aqui denominados A,
B, CyD. Los aislados en el grupo A (Voip-1 a Voip-
5) presentaron micelio algodonoso, forma irregular
con coloracion blanca y centro violeta en el anver-
so y reverso (Figura 1A). Los aislados del grupo
B (Voip2 a Voip4, Voip7, Voipl0, Voip12, Voipl3,
Voip23, Voip25, Voip26 y Voip28), presentaron
micelio algodonoso, borde filamentoso con colora-
cion violeta tenue y la presencia de esporodoquios
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cottonlike mycelia, a filamentous shape and edges,
with white to cream color at the top and cream
colored at the bottom, and the presence of yellow
or colorless sporodochia and structures that seemed
similar to sclerotia (Figure 1D and 1F).

In the CLA culture medium, with the exception
of isolate SO-7, they all presented typical F
oxysporum structures (Leslie and Summerell,
2008), including macroconidia (Figures 1G and
1K), microconidia (Figure 1G), monophyllids
(Figura 1M), conidiogenic structures (Figure 1L-
10) and false heads (Figures 1L-10).

Molecular identification of races of Fol

The fragments generated by multiplex PCR
using the pairs of oligonucleotides sp13 and sp23,
indicated the presence of Fol race 1 and Fol race 3
in Baja California. According to this analysis, 36
isolates out of a total of 45 corresponded to Fol
race 1, found in the four areas sampled; seven to
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Figura 1. Caracteristicas de aislados de Fusarium oxysporum f. sp lycopersici obtenidos de jitomate. Colonias de grupos
representativos A) Voip5, B) Voip23, C) Voip14, D) SO-15. E) esporodoquios, F) esclerocios observados en algunas
colonias. Micrografias de macroconidios (G-K) y falsas cabezas (L-P) observados en los aislados de los cuatro
grupos morfologicos de Fusarium y en E solani. G y L) Voip5, Hy M) Voip23,1y N) Voip14,JyOI) SO-1SEKYy
P) SO-7.

Figure 1. Characteristics of Fusarium oxysporum {f. sp lycopersici isolates obtained from tomato. Cultures of representative
groups A) Voip5, B) Voip23, C) Voip14, D) SO-15. E) Sporodochia, F) sclerotia observed in some cultures. Micro-
graphs of macroconidia (G-K) and false heads (L-P) observed in the isolates of the four Fusarium morphological
groups and in F. solani. G and L) Voip5, H and M) Voip23, I and N) Voip14, J and O I) SO-15 E K and P) SO-7.

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021 276



FuLLy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

amarillos o incoloros (Figura 1B y 1E). Los aisla-
dos del grupo C (RG-2, RG-4, RE-2, RE-4, SO-4,
SO-5, SO-8, SO-9, SO-11, SO-13, Voip6, Voip§,
Voip9, Voipl1, Voip14 a Voip22, Voip24 y Voip27),
presentaron micelio algodonoso abundante con
forma filamentosa y borde circular con coloracion
violeta tenue en el anverso y blanco a ligeramente
violeta en el reverso (Figura 1C). Finalmente, los
aislados en el grupo D (RG-3, RE-3, SO-2, SO-7
y SO-15) presentaron micelio algodonoso, forma y
bordes filamentosos con coloracion blanca a crema
en el anverso y crema en el reverso y la presencia
de esporodoquios amarillos o incoloros y estructu-
ras semejantes a esclerocios (Figura 1D y 1F).

En medio de cultivo CLA, a excepcidn del aisla-
do SO-7, todos presentaron estructuras caracteris-
ticas de F. oxysporum (Leslie y Summerell, 2008),
entre otros: macroconidios (Figuras 1G - 1J), mi-
croconidios (Figura 1G), monofidlides (Figura
1M), estructuras conididgenas (falsas cabezas) (Fi-
guras 1L a 10).

Identificacion molecular de razas de Fol

Los fragmentos generados por PCR multiple
usando los pares de oligonucledtidos sp13 y sp23,
indicaron la presencia de Folraza 1 y Fol raza 3 en
Baja California. De acuerdo a este analisis, 36 ais-
lados de un total de 45, correspondieron a Fol raza
1, presente en las cuatro areas muestreadas; siete a
Fol raza 3, y de los dos restantes (SO-2 y SO-11)
no se amplificaron fragmentos con ninguno de los
pares de oligonucleétidos utilizados (Figura 2).

Para comparar los resultados, se secuenciaron
los fragmentos amplificados con el par de oligo-
nucleotidos spl13 de pgx4 de los aislados Voip4,
Voip6, Voip8, Voip9 y Voipl4, identificados como
Folraza 1y los aislados RG-3, RE-2, SO-13 y SO-
15, identificados como Fol raza 3. Al comparar las
secuencias obtenidas de pgx4 con la base de datos de
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Folrace 3 and of the two remaining (SO-2 and SO-
11) no fragments were amplified with any of the
pairs of oligonucleotides used (Figure 2).

In order to compare results, the amplified
fragments were sequenced with the pair of
oligonucleotides sp13 of pgx4 of isolates Voip4,
Voip6, Voip8, Voip9 and Voipl4, identified as
Fol race 1 and isolates RG-3, RE-2, SO-13 and
SO-15, identified as Fol race 3. When comparing
the sequences obtained from pgx4 with the NCBI
database, all isolates displayed a similarity of
99% with sequence AB256797.1 (Hirano and
Arie, 2006), which confirmed that they belonged
to Fol race 1. Only in isolate SO-13 (race 3) were
nucleotide polymorphisms found in positions
64 and 65 with sequence AB256797.1, with a G
replacing A. On the other hand, the comparison
of sequences of the fragments amplified with the
pair of oligonucleotides sp23 of pg/ of the strains
identified as race 3, RG-3, RE-2, SO-13 and SO-15
have a T instead of C in the nucleotide position 342
and do not present nucleotides A and T in sites 54
and 66, which would identify them as belonging to
race 3 and they showed a similarity of 99% with
sequence AB256794.1, which belongs to an isolate
of F. oxysporum f. sp. tulipae and with AB256778.1
of F. oxysporum f. sp. melonis. RE-3, it displayed
a G in site 342, differentiating from the rest of the
isolates.

Amplification of the elongation factor (TEF1a)

Based on the analysis of the multiplex PCR, the
TEFla of the following isolates were amplified:
Voip4, Voip6, Voip8, Voip9, Voipl4, SO-7 (Fol
race 1), RG-3, RE-2, SO-13, SO-15 (Fol race 3),
SO-2 and SO-11 (not identified by the multiplex
PCR). In the majority, fragments of around 700pb
were amplified, except for SO-11 (around 650 pb)
and SO-2, where no amplicons were obtained,
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Figura 2. Fragmentos generados por los pares de oligonucle6tidos sp13 (que amplifica un fragmento de 445 pb del gen pgx4,
en las razas 1y 3) y sp23 (que amplifica un fragmento de 518 pb del gen pgl, en las razas 2 y 3) en los aislados de
Fusarium oxysporum. Se obtuvo un fragmento de unas 445 pb, en los aislados RG-2, RE-4, SO-4, SO-7, SO-8 y
SO-9. Mientras que los aislados RG-3, RG-4, RE-2, RE-3, SO-5, SO 13 y SO15, generaron 2 fragmentos de unas
445 y 518 pb, aprox. Los aislados SO-2 y SO-11, no mostraron fragmentos.

Figure 2. Fragments generated by the pairs of oligonucleotides sp13 (which amplifies a fragment of 445 pb of the gene
pgx4 in races 1 and 3) and sp23 (which amplifies a fragment of 518 pb in gene pg! in races 2 and 3) in Fusarium
oxysporum isolates. A fragment of approximately 445 pb was obtained in isolates RG-2, RE-4, SO-4, SO-7, SO-8
and SO-9. Meanwhile, isolates RG-3, RG-4, RE-2, RE-3, SO-5, SO 13 and SO15 generated two fragments of ap-
proximately 445 and 518 pb. Isolates SO-2 and SO-11 showed no fragments.

NCBI, todos los aislados mostraron 99% de simi-
litud con la secuencia AB256797.1 (Hirano y Arie,
2006), lo que confirmé que corresponden a Fol
raza 1. Unicamente en el aislado SO-13 (raza 3),
se identific6 la presencia de polimorfismos nucleo-
tidicos en las posiciones 64 y 65 con la secuencia
AB256797.1, con una G sustituyendo A. Por otra
parte, la comparacion de secuencias de los frag-
mentos amplificados con el par de oligonucleo6tidos
sp23 de pg! de las cepas identificadas como raza 3,
RG-3, RE-2, SO-13 y SO-15, poseen una T en lu-
gar de C en la posicion nucleotidica 342 y ademas
no presentan los nucleotidos Ay T en los sitios 54
y 66, que las identificarian como raza 3 y mostraron
99% de similitud con la secuencia AB256794.1,
perteneciente a un aislado de F. oxysporum f. sp.
tulipae y con AB256778.1 de F. oxysporum f. sp.
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despite having checked the integrity of the DNA
and having attempted the PCR several times. When
analyzing the amplified sequences of TEF1-a, we
verified that all isolates, excluding SO-7, belong to
the species F. oxysporum. Isolate SO-7 was grouped
with the sequences of F. solani (KT357542.1 and
KT357549.1) (Figure 3).

Identification of races using different tomato
cultivars

The pathogenicity tests of the Fol isolates in
tomato plants showed the susceptibility of the
varieties according to the variety and the isolate of
the fungus. In the Bonny Best cultivar, all isolates
caused wilting. Voip9 caused the most damage
(41%), followed by Voip14, RE-2, SO-13 and Fol
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melonis. RE-3, present6 una G en el sitio 342, dife-
renciandose del resto de los aislados.

Amplificacion del factor de elongacion (TEF1a)

Con base en el andlisis de la PCR multiple, se
amplifico el TEF1a de los aislados: Voip4, Voip6,
Voip8, Voip9, Voipl4, SO-7 (Fol raza 1), RG-3,
RE-2, SO-13, SO-15 (Fol raza 3), SO-2 y SO-11
(no identificados por la PCR multiple). De la ma-
yoria, se amplificaron fragmentos de alrededor de
700 pb excepto de SO-11 (alrededor de 650 pb) y
en SO-2 en donde no se obtuvo amplicén, pese a
que la integridad del ADN fue verificada y se inten-
to6 la PCR varias veces. Al analizar las secuencias
amplificadas del TEF1-a, se verifico que todos los
aislados, excepto SO-7 pertenecen a la especie F.
oxysporum. El aislado SO-7 se agrupo con las se-
cuencias de F solani (KT357542.1 y KT357549.1)
(Figura 3).

Identificacion de razas utilizando cultivares di-
ferenciales de jitomate

La prueba de patogenicidad de los aislados de
Fol en plantas de jitomate mostrd una susceptibili-
dad de las variedades de jitomate acorde a la varie-
dad y aislamiento del hongo. En el cultivar Bonny
Best, todos los aislados causaron marchitez. Voip9
fue el que causd mayor dafio (41%), seguido de
Voipl4, RE-2, SO-13 y Fol R2 (38%); Voip-8, RG-
E, SO-11 y Fol R1 (32%) y Voip4 y RE-3 (29%).
Los que menor dafio ocasionaron (25%) fueron los
aislados Voip6, SO-15 y SO-7. Las plantas no ino-
culadas no mostraron ningun dafio (Figura 4a).

En Manapal, el aislado Voip9 fue el que cau-
s6 mayor dafio (54%), seguido de SO-15 (41%);
Voip14, RG-13, RE-2 y SO-13 y Fol R2 (33%);
Fol R1 (29%); RE-3 y SO-7 (25%), Voip4, Voip6,
Voip8 y SO-11 vy las plantas control (9%) (Figura
4b).
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R2 (38%); Voip-8, RG-E, SO-11 and Fol R1 (32%)
and Voip4 and RE-3 (29%). The least damaging
(25%) were isolates Voip6, SO-15 and SO-7. Plants
not inoculated presented no damage (Figure 4a).
In Manapal, isolate Voip9 caused the most damage
(54%), followed by SO-15 (41%); Voipl14, RG-13,
RE-2 and SO-13 and Fol R2 (33%); Fol R1 (29%);
RE-3 and SO-7 (25%), Voip4, Voip6, Voip8 and
SO-11 and the control plants (9%) (Figure 4b).

In Walter, all isolates produced over 10% of
vascular wilting, except Fo/ R2, which caused 9%;
Voip8, Voip9 and Fol R1 (45%); Voipl4, RE-3,
SO-7 (41%); RG-3 y SO-15, (37%); RE-2 and SO-
11 (33%); SO-13, Voip4 and Voip6, less than 20%
(Figure 4c). In I13R3, isolate Fol R1 produced the
least wilting (58%), followed by Voip8, Voip14 and
SO-13 (53%); RG-3 (50%); RE-2 (45%), Voip9
(41%), Vop6 and RE-2 (38%); SO-15 (32%), SO-
11 (25%), Voip4 (19%), SO-7 (8%) and RE-3 (3%)
and the control (8%) (Figure 4d). Table 2 shows a
summary of the results obtained in the tests for the
identification of races according to comparisons
between the presence of fragments generated
by the sets of race-specific oligonucleotides, the
sequences obtained and the in planta tests.

Genetic variability of isolates of Fol (RAPD)

Oligonucleotides OPA-01, OPA-15, OPA-16
and OPA-17 produced no fragments in Fol racesl
and 2, and were therefore discarded for the analysis
of variability between races used as a type. The
approximate number and sizes of the fragments
observed with OPA-03 were eight in Fo/ race 1,
sized 1430, 519, 691, 752, 988, 1380, 1413 and
1926 pb, and four in Fol race 2, sized 519, 717,
1000 y 1430 pb. With the OPA-05 primer, three
fragments of approximately 790, 954 and 1430 pb
in Fol race 1 were observed, along with four in Fol/
race 2 sized 636, 790, 954 and 1616 pb. Finally,
with primer OPA-11, four fragments were obtained
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Figura 3. Filograma utilizando el método Neighbor-Joining basado en secuencias de la region TEF1-a con 500 réplicas.
Hubo un total de 591 posiciones en el conjunto de datos final. Los analisis evolutivos se realizaron en MEGA X
(Kumar et al., 2018). El arbol esta dibujado a escala, con la longitud de las ramas en las mismas unidades que las
distancias evolutivas utilizadas para inferir el arbol filogenético. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando
el método de maxima probabilidad compuesta (Maximum Composite Likelihood).

Figure 3. Phylogram using the Neighbor-Joining method, based on sequences of the TEF1-o region with 500 replicas. There
was a total of 591 positions in the final set of data. The evolutionary analyses were carried out in MEGA X (Kumar
et al., 2018). The tree is drawn to scale, with the length of the branches in the same units as the evolutionary dis-
tances used to infer the phylogenetic tree. Evolutionary distances were calculated using the Maximum Composite

Likelihood method.

En Walter, todos los aislados produjeron arriba
del 10% de marchitez vascular, excepto Fol R2,
que ocasiono 9%; Voip8, Voip9 y Fol R1 (45%);
Voipl4, RE-3, SO-7 (41%); RG-3 y SO-15, (37%);
RE-2y SO-11 (33%); SO-13, Voip4 y Voip6, menos
del 20% (Figura 4¢). En I3R3, el aislado Fol R1 fue
el que mayor marchitez produjo (58%); seguido de
Voip8, Voipl4 y SO-13 (53%); RG-3 (50%); RE-2
(45%), Voip9 (41%), Vop6 y RE-2 (38%); SO-15
(32%), SO-11 (25%), Voip4 (19%), SO-7 (8%) y
RE-3 (3%) y el control (8%) (Figura 4d). El Cua-
dro 2, muestra un resumen de los resultados obte-
nidos en las pruebas para la identificacion de razas
de acuerdo a comparaciones entre la presencia de
fragmentos generados por los sets de oligonucleoti-
dos raza-especificos, las secuencias obtenidas y las
pruebas in planta.
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in Fol race 1 with approximately 664, 776, 1273
and 1660 pb, and in Fol race 2, five fragments sized
430, 607, 725, 1284 and 1637 pb (Figure 5A).

In the evaluation of the isolates obtained in this
investigation and using oligonucleotide OPA-05,
no specific patterns were found (data not shown),
therefore its use was discarded. With OPA-11, seven
stripe patterns were obtained, the first of which
displayed four fragments sized 664, 776, 1273
and 1660 pb, and it was found in 29 of the isolates
obtained, identified as Fol race 1 in the previous
tests (Voipl-Voipl6, Voipl8-Voip26, Voip28-
Voip30 and SO-11). The second pattern, found in
strain Voip15 consisted of two fragments, sized 730
and 1266 bp. The third, with four fragments sized
508, 1343, 1730 and 2134, was found in isolates
RG-3 and SO-4. The fourth, sized 745 bp, was
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Figura 4. Porcentaje de marchitez ocasionado por los aislados: Voip4, Voip6, Voip8, Voip9, Voip14, RG-3, RE-2, RE-3, SO-
13, SO-15, SO-7 y SO-11, en cuatro cultivares de jitomate diferenciales a) Bonny Best, susceptible a las tres razas,
b) Manapal, resistente a la raza 1, ¢c) Walter, resistente a las razas 1y 2 y d) I3R3, resistente a la raza 3.

Figure 4.

Percentage of wilting caused by isolates Voip4, Voip6, Voip8, Voip9, Voip14, RG-3, RE-2, RE-3, SO-13, SO-15,

SO-7 and SO-11, in four different tomato cultivars a) Bonny Best, susceptible to the three races, b) Manapal, re-
sistant to race 1, ¢c) Walter, resistant to races 1 and 2, and d) I3R3, resistant to race 3.

Variabilidad genética de aislados de Fol (RAPD)

Los oligonucledtidos OPA-01, OPA-15, OPA-
16 y OPA-17 no generaron ningin fragmento en
Fol razasl y 2, por lo que fueron descartados para
el analisis de la variabilidad entre ambas razas usa-
das como tipo. El nimero y tamafios aproximados
de los fragmentos observados con OPA-03, fueron
ocho en Fol raza 1 de 1430, 519, 691, 752, 988,
1380, 1413 y 1926 pb y cuatro en Fol raza 2 de
519, 717, 1000 y 1430 pb. Con el iniciador OPA-
05, se observaron tres fragmentos de alrededor de
790, 954 y 1430 pb en Fol raza 1, y cuatro en Fol
raza 2 de 636, 790, 954 y 1616 pb. Por tltimo, con
el iniciador OPA-11, se obtuvieron 4 fragmentos en
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found in RG-4. The fifth was sized 500, 775, 871,
1211, 1343, 1645 and 2175 bp in size and found in
RE-2, RE-3 and RE-4. The sixth had five fragments
sized 742, 1160, 1312, 1632 and 2202, and the
seventh, with three fragments, 886, 1166 and 1525
in SO-9. No specific striping pattern was noticed
using OPA-11 in the strains that were identified as
race 3 using the amplification of polygalacturonase
genes (RG-3, RE-2, SO-13 and SO-15) (Figure
5B).

DISCUSSION

The results confirm the presence of Fol race 1,
Fol race 3 and F. solani causing vascular wilt in
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Cuadro 2. Identificacion de razas de acuerdo a comparaciones entre la presencia de fragmentos generados por los
sets de oligonucledtidos raza-especificos, las secuencias obtenidas y las pruebas in planta.
Table 2. Identification of races by comparison between the presence of fragments generated by the sets of race-
specific oligonucleotides, the sequences obtained and the in planta tests.

Presencia de Analisis de

Aislado fragmento secuencias PCR-multiple Cultivares diferenciales Raza
pgx4 pgl pgx4 pgl Raza Bonny Best Manapal =~ Walter  I3R3
Voip4 . X + 1 S R R S 1
Voip6 . X + 1 S R R S 1
Voip8 . X + 1 S R N S 1
Voip9 . X + 1 S S S S X
Voip14 . X + 1 S S S S X
RG-3 . . + - 3 S S S S X
RE-2 . . + - 3 S S N S X
RE-3 . . + - 3 N S S R 3
SO-13 . . - - 3 S S R S X
SO-15 . . + - 3 S S S S X
SO-7* . X ND S S S R F. solani
SO-11¢% X X ND S R R S 1

*El fragmento de SO-7, no se secuencio debido a que no pertenece a Fusarium oxysporum. / * Fragment SO-7 was not
sequenced because it does not belong to Fusarium oxysporum.

4S0O-11 solo se usd para inocular plantas, no se obtuvieron fragmentos con ningtin par de los oligonucleétidos utilizados en
los métodos de identificacion de razas. / “SO-11 was only used to inoculate plants; no fragments were obtained with any

pair of the oligonucleotides used in the race identification methods.

* Presencia de fragmento. / * Presence of fragment.
X ausencia de fragmento. / X absence of fragment.

+Coincidencia de la secuenciacion con la raza segln los fragmentos amplificados. / +Coincidence of sequencing with

race, depending on the fragments amplified.

-Presencia de SNPs en la secuencia amplificada, respecto a Hirano y Arie, 2006. / -Presence of SNPs in the amplified

sequence, regarding Hirano and Arie, 2006.

Fol raza 1 con tamanos aproximados de 664, 776,
1273 y 1660 pb y en Fol raza 2, cinco fragmentos
de 430, 607, 725, 1284 y 1637 pb (Figura 5A).

En la evaluacion de los aislados obtenidos en
esta investigacion, usando el oligonucleotido OPA-
05, no se encontraron patrones especificos (datos
no mostrados), por lo que se descart6 su uso. Con
OPA-11, se obtuvieron siete patrones de bandas
con los siguientes tamafios aproximados. El primer
patron mostro cuatro fragmentos de 664, 776, 1273
y 1660 pb y fue observado en veintinueve aisla-
dos obtenidos identificados como Fol raza 1 en las
pruebas anteriores (Voip1-Voip16, Voip18-Voip26,
Voip28-Voip30 y SO-11). El segundo patron obser-
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tomato in Baja California, Mexico. Although the
multiplex PCR provided satisfactory results, the
SNPs in pgl did not meet expectations (Hirano and
Arie, 2006). For example, isolate RE-3 presented
variations in the sequence of this gene and isolate
SO-13, despite being identical to RG-3, RE-2 and
SO-15 in the sequence of fragment of gene pgl,
displayed SNPs in gene pgx4, which identified
it as a strain of Fol f. sp. tulipae or Fol f. sp.
melonis. Although the SNPs observed may be due
to coincidences between the polygalacturonases
with Fol ff. spp. tulipae or melonis, should the
identification with the sets of oligonucleotides be
correct, it is recommendable to inoculate them in
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Figura 5. Patrones de bandas observados en el analisis RAPD en cepas de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol). A.
Patrones de bandas observados en las cepas tipo de Fol razas 1y 2, generados por los oligonucledtidos universales
OPA-03, OPA-05 y OPA-11. B. Fragmentos generados por el oligonucledtido OPA-11, que muestran siete patrones
de bandas en los aislados de Fusarium obtenidos de jitomate. Los aislados Voip8-Voip24 presentaron el mismo
patrén de bandas, al igual que los RE-2, RE-3 y RE-4, los otros cinco presentaron diferente niimero y tamafio de
fragmentos.

Figure 5. Banding patterns observed in the RAPD analysis in strains of Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol). A.
Banding pattern observed in Fol-type strains, races 1 and 2, generated by universal nucleotides OPA-03, OPA-05
and OPA-11. B. Fragments generated by oligonucleotide OPA-11, showing seven bands pattern in the isolates of
Fusarium obtained from tomato. Isolates Voip8-Voip24 presented the same pattern of bands, like RE-2, RE-3 and
RE-4; the other five presented different fragment numbers and sizes.
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vado en la cepa Voipl5 fue de dos fragmentos de
730 y 1266 bp. El tercero con cuatro fragmentos
de 508, 1343, 1730 y 2134, se observo en los ais-
lados RG-3 y SO-4. El cuarto de 745 bp en RG-4.
El quinto con 500, 775, 871, 1211, 1343, 1645 y
2175 bp en RE-2, RE-3 y RE-4. El sexto con cinco
fragmentos de 742, 1160, 1312, 1632 y 2202 y el
séptimo con tres fragmentos de 886, 1166 y 1525
en SO-9. No se observé un patrén de bandeo espe-
cifico usando OPA-11 en las cepas que fueron iden-
tificadas como raza 3 usando la amplificacion de
genes de poligalacturonasas (RG-3, RE-2, SO-13 y
SO-15) (Figura 5B).

DISCUSION

Los resultados obtenidos confirman la presencia
de Fol raza 1, Fol raza 3 y de F. solani causando
marchitez vascular en tomate en Baja California,
México. Aunque la PCR multiple dio resultados
satisfactorios, los SNPs en pgl no coincidieron con
lo esperado (Hirano y Arie, 2006). Por ejemplo, el
aislado RE-3 presento variaciones en la secuencia
de este gen y el aislado SO-13 pese a ser idéntico a
RG-3, RE-2 y SO-15 en la secuencia del fragmen-
to del gen pgl, mostrd6 SNPs en el gen pgx4, que
lo identificé como una cepa de Fol f. sp. tulipae
o Fol f. sp. melonis. Aunque los SNPs observados
pueden deberse a coincidencias entre las poligalac-
turonasas con Fol ff. spp. tulipae o melonis, de ser
correcta la identificacion mediante los sets de oli-
gonucledtidos, es recomendable inocularlos en tu-
lipan y melon, ya que esta es la primera vez que se
relaciona a estas formas especiales como causantes
de marchitez en jitomate. Por otro lado, emplean-
do el set spl3 se amplifico el fragmento del gen
pegx4 de F. solani (SO-7), lo que indica inespecifi-
cidad de los oligonucle6tidos. En un estudio similar,
éstos marcadores moleculares lograron separar los
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tulip and melon, since this is the first time these
special forms are related to the cause of wilt in
tomato. On the other hand, the use of set spl3
helped amplify the fragment of gene pgx4 in F
solani (SO-7), indicating an unspecificity of the
oligonucleotides. In a similar study, these molecular
markers separated the isolates of race 3 and races
1 and 2, yet they were unable to discriminate
between the isolates of races 1 and 2 (Gongalves
et al., 2016). Due to this, the development of new
markers is recommended to discriminate between
races of Fol.

It is necessary to mention that in the in planta
tests, some inconsistencies were observed, perhaps
due to cross-contamination due to the experimental
design, since the plants were randomly placed.
For example, isolates Voip9 and Voip14 presented
virulence in the four cultivars used, even though
they were identified as race 1, based on the pgx4
sequencing. Additionally, Voip8 and SO-11
affected the cultivar Walter (resistant to races 1
and 2). Vascular wilting was also observed in
plants of the cultivars Bonny Best, Manapal and
Walter, inoculated with SO-7 (F. solani). This
species causes the foot rot of tomatoes (Vawdrey
and Peterson, 1988), but this is the first time that
resistance is reported for cultivar I3R3. However,
it is convenient for growers to use cultivars or
rootstocks that are resistant to the three races of
Fol, and an investigation of the origin of resistance
in I3R3 to F. solani would be appropriate.

Another aim of this work was to determine the
presence of variability in the race of Fol. RAPD
molecular markers have been used before to
differentiate special forms within the species F
oxysporum (Luna-Paez et al., 2004; Shimazu et
al., 2005; Baysal et al., 2010; Lin et al., 2010).
In addition, this technique has been used to find
polymorphisms between races of several special
forms, including cubense, dianthi, pisi, vasinfectum
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aislados de la raza 3 de las razas 1 y 2, pero no
fueron capaces de discriminar entre los aislados de
las razas 1 y 2 (Gongalves et al., 2016). Por ello,
se recomienda desarrollar nuevos marcadores para
discriminar entre las razas de Fol.

Es preciso mencionar que en las pruebas in
planta, se observaron algunas inconsistencias, qui-
74 debidas a contaminacion cruzada, por el disefio
experimental, ya que las plantas fueron ubicadas
completamente al azar. Por ejemplo, los aislados
Voip9 y Voip14, presentaron virulencia en los cua-
tro cultivares utilizados, aunque fueron identifica-
dos como raza 1, con base en la secuenciacion de
pegx4. Ademas, Voip8 y SO-11, afectaron al cultivar
Walter (con resistencia a las razas 1 y 2). También
se observo marchitez vascular en las plantas de los
cultivares Bonny Best, Manapal y Walter, inocu-
ladas con SO-7 (F. solani), ésta especie causa pu-
dricién del pie del jitomate (Vawdrey y Peterson,
1988), pero esta es la primera vez que se reporta
la resistencia del cultivar I3R3. Aunque, es con-
veniente que los productores utilicen cultivares o
portainjertos resistentes a las tres razas de Fol, seria
adecuado investigar el origen de la resistencia en
I3R3 a F solani.

Otro objetivo de este trabajo fue determinar la
presencia de variabilidad en las razas de Fol. El uso
de marcadores moleculares RAPDs, se ha utilizado
con anterioridad para diferenciar formas especia-
les dentro de la especie F. oxysporum (Luna-Paez
et al., 2004; Shimazu et al., 2005; Baysal et al.,
2010; Lin et al., 2010). Ademas, por medio de esta
técnica se ha detectado la presencia de polimorfis-
mos entre razas de varias formas especiales, inclui-
das, cubense, dianthi, pisi, vasinfectum y ciceris
(Bentley et al., 1994; Grajal et al., 1993; Migheli
et al., 1998; Assigbetse et al., 1994; Jiménez et al.,
2001; Katkar y Mane, 2012). Los oligonucleotidos
universales OPA-03, OPA-05 y OPA-11, generaron
distintos patrones de bandas en las razas tipo 1 y
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and ciceris (Bentley et al., 1994; Grajal et al.,
1993; Migheli et al., 1998; Assigbetse et al., 1994;
Jiménez et al., 2001; Katkar and Mane, 2012).
Universal oligonucleotides OPA-03, OPA-05 and
OPA-11 generated different banding patterns in
races type 1 and 2. However, only oligonucleotide
OPA-11 presented different patterns. The number
and size of the fragments generated by Fol race 3
was equal to those found in isolates RE-2 and RE-4
(Figure 5). Although the former displayed a SNP in
gene pgl and affected cultivar I3R3, it most likely
belongs to race 3. Isolates Voipl-Voipl6, Voipl8-
Voip26, Voip28-Voip30 and SO-11 displayed stripe
patterns similar to those for race 1 and generated
only the fragment of gene pgx4, which confirms
that it belongs to that race, although in some
isolates, such as Voipl4 and Voip24, the stripes
were the faintest (Figure 5). OPA-11 also produced
a unique stripe pattern for F solani (SO-7), and
it can therefore be used to quickly determine the
presence of this pathogen in different economically
important cultivars.

CONCLUSIONS

Out of 60 tomato plants with vascular wilting,
44 F. oxysporum and one F. solani. isolates were
obtained. Although the sets of race-specific
oligonucleotides were used in a satisfactory
way in a multiplex PCR reaction, they displayed
unspecificity. The in planta tests with different
cultivars helped confirm the presence of Fol races 1
and 3 in Baja California. For Fol race 3, the results
were confirmed with the sequences of the fragments
of gene pgl. Race 1 prevailed in sampled plants,
infecting the cultivars Herlum, Cherry, Cherry-
zebra and Cherry, whereas race 3 was found to be
related to the cultivar Herlum. Using the RAPD
technique, genetic polymorphisms were found that
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2. Sin embargo, solamente con el oligonucledtido
OPA-11 se observaron diferencias en los patrones.
El nimero y tamafno de los fragmentos generados
por Fol raza 3 (RE-3) fue igual al observado en
los aislados RE-2 y RE-4 (Figura 5B). El primero,
aunque presentd un SNP en el gen pg! y afecto al
cultivar 13R3, lo mas probable es que pertenezca
a la raza 3. Los aislados Voipl-Voipl6, Voipl8-
Voip26, Voip28-Voip30 y SO-11 mostraron patro-
nes de bandas similares a la raza 1 y generaron solo
el fragmento del gen pgx4, lo que confirma que
pertenecen a esa raza. Aunque en algunos aislados
como Voipl4 y Voip24 las bandas fueron mas te-
nues (Figura 5). OPA-11 también genero6 un patron
de bandas unico para F. solani (SO-7), por lo que
puede ser utilizado para una determinacion rapida
de la presencia de este patdogeno en diferentes culti-
vares econdmicamente importantes.

CONCLUSIONES

De 60 plantas de jitomate con sintomas de
marchitez vascular, se obtuvieron 44 aislados de
F. oxysporum y uno de F. solani. Aunque los sets
de oligonucledtidos raza-especificos se usaron sa-
tisfactoriamente en una reacciéon de PCR multiple,
mostraron inespecificidad. Las pruebas in planta
con cultivares diferenciales, permitieron confirmar
la presencia de Fol razas 1 y 3 en Baja California.
Para Fol raza 3, los resultados fueron corroborados
con las secuencias de los fragmentos del gen pgl.
Laraza 1 prevalecio en las plantas muestreadas, in-
fectando a los cultivares Herlum, Cherry, Cherry-
zebra y Cherry, mientras que la raza 3 se encontro
asociada al cultivar tipo Herlum. Usando la técnica
de RAPD se encontraron polimorfismos genéticos
que permiten diferenciar a la Fol raza 1 de Fol raza
2y Folraza 3.
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help distinguish Fol race 1 from Fol race 2 and Fol
race 3.

End of the English version ~~—~——~——~
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Resumen. Las pudriciones radicales limitan el
rendimiento del frijol (Phaseolus vulgaris), y aun-
que en Costa Rica son frecuentes, la identidad de
los hongos asociados a ellas es incierta. El objetivo
de esta investigacion fue identificar molecularmen-
te los hongos asociados a las pudriciones radica-
les y marchitez del frijol en las dos principales
zonas productoras del pais. Entre 2017 y 2020,
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Abstract. Root rot limits the performance of
beans (Phaseolus vulgaris), and although they are
frequent in Costa Rica, the identity of the fungi
associated with them is uncertain. The objective of
this research was to molecularly identify the fungi
associated with root rot and wilt of beans in the two
main producing areas of the country. Between 2017
and 2020, 120 plants were collected in 20 farms in
the Huetar Norte and Brunca regions. Experimental
lines (IBC 302-29 and ALS 0536-6) and commercial
varieties (Brunca, Cabécar, Changuena, Guaymi,
Nambi and Tayni) were sampled. The symptoms
observed in the field were described and isolates
were made on chloramphenicol bengal rose water
agar, then pure hypha-tip cultures on water agar,
which were transferred to potato dextrose agar to
determine morphotypes with the use of taxonomic
keys. Isolated fungi were also identified by
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se recolectaron 120 plantas en 20 fincas de las re-
giones Huetar Norte y Brunca. Se muestrearon li-
neas experimentales (IBC 302-29 y ALS 0536-6)
y variedades comerciales (Brunca, Cabécar, Chan-
guena, Guaymi, Nambi y Tayni). Se describieron
los sintomas observados en campo y se efectuaron
aislamientos en agar agua rosa de bengala cloranfe-
nicol, luego cultivos puros de punta de hifa en agar
agua, que se trasfirieron a papa dextrosa agar para
determinar morfotipos con el uso de claves taxono-
micas. Los hongos aislados también se identificaron
mediante secuenciacion de la region ITS del ADN
nuclear ribosomal. Se calculé el porcentaje de fre-
cuencia relativa de morfotipos. Los mas frecuentes
fueron Macrophomina phaseolina (26.7%), Fusa-
rium oxysporum (13.6%) y Athelia rolfsii (5.6%).
A partir de los sintomas de marchitez observados
en campo se aislaron los hongos comunmente des-
critos en frijol para esas patologias. Es necesario
realizar pruebas de patogenicidad para confirmar
que son los agentes causales.

Palabras clave: Patogenos de la raiz, Fusarium
oxysporum, Macrophomina phaseolina, Athelia
rolfsii.

El frijol es consumido por el 97 % de la pobla-
cion costarricense, es un grano fundamental para
la seguridad alimentaria y nutricional del pais, y su
produccién estd principalmente en manos de pe-
quenos productores (<5 ha) (Hernandez-Fonseca,
2009; Rodriguez-Gonzalez y Fernandez-Rojas,
2015). EI cultivo enfrenta una serie de limitantes,
como las enfermedades, que pueden reducir sig-
nificativamente la productividad (Schoonhoven
y Voysest, 1994). Entre ellas, los patdogenos de la
raiz como Macrophomina phaseolina, Rhizocto-
nia solani, Fusarium sp. y Pythium sp. tienen el
potencial de causar pérdidas entre un 80 y 100%

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021

sequencing the ITS region of ribosomal nuclear
DNA. The percentage of relative frequency of
morphotypes was calculated. The most frequent
(26.7%),
Fusarium oxysporum (13.6%) and Athelia rolfsii

were  Macrophomina  phaseolina
(5.6%). From the wilt symptoms observed in the
field, the fungi commonly described in beans for
these pathologies were isolated. It is necessary to
perform pathogenicity tests to confirm that they are
the cause of the infections.

Key words: Soil-borne pathogens, Fusarium
oxysporum, Macrophomina phaseolina, Athelia
rolfsii.

Beans are consumed by 97% of the Costa
Rican population, and are a crucial grain for food
and nutritional security, and its production is
mainly in the hands of small-scale farmers (<5 ha)
(Hernandez-Fonseca, 2009; Rodriguez-Gonzalez
and Fernandez-Rojas, 2015). The crop faces a
series of limitations, such as diseases, which may
reduce its productivity significantly (Schoonhoven
and Voysest, 1994). Among these diseases, root
pathogens such as Macrophomina phaseolina,
Rhizoctonia solani, Fusarium sp. and Pythium sp.
have the potential to produce losses of 80 to 100%
of the yield (Singh and Schwartz, 2010; Méndez-
Aguilar et al., 2013).

The most efficient way to manage pathological
problems, and particularly soil diseases, is trough
the of resistant cultivars (Mendes ef al., 2019).
Since 1995, in Costa Rica the methodology of
participative plant breeding has been used, helping
generate varieties with a greater resistance to biotic
and abiotic problems, higher productivity and
better adapted to conditions of small-scale farming
(Hernandez et al., 2018).
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en rendimiento (Singh y Schwartz, 2010; Méndez-
Aguilar et al., 2013).

La manera mas eficiente de combatir los pro-
blemas patoldgicos, y en especial las enfermedades
del suelo, es a través de la generacion de cultivares
resistentes (Mendes et al., 2019). Desde 1995, en
Costa Rica se trabaja bajo la metodologia de fito-
mejoramiento participativo, lo que ha permitido
generar variedades con mayor resistencia a proble-
mas bioticos y abidticos, alta productividad y mejor
adaptadas a las condiciones de pequeio productor
(Hernandez et al., 2018).

El cambio en el uso de variedades comerciales,
las alteraciones en el clima y la incorporacion de
nuevas areas de cultivo, han favorecido el progreso
de epidemias de pudricién radicular en Costa Rica,
asociadas principalmente a Fusarium solani f. sp.
phaseoli, Athelia rolfsii (sin. Sclerotium rolfsii) y
Macrophomina phaseolina (Araya y Hernandez,
2003; Araya y Hernandez, 2006). Sin embargo,
la presencia de dichos agentes causales no se ha
demostrado, y las publicaciones existentes se ba-
san unicamente en la comparacion de sintomas de
campo con los reportados en la literatura; no hay
referencias de aislamientos ni de identificacion a
nivel molecular. Debido a lo anterior, el objetivo
de la presente investigacion fue identificar morfo-
logica y molecularmente los hongos asociados a las
pudriciones radicales y marchitez del frijol comtn
en las principales zonas productoras de Costa Rica.

Para este trabajo, se recolectaron 120 plantas en
diferentes estados fenologicos (desde plantulas a
plantas en llenado de vainas), distribuidas en ocho
fincas de la region Brunca (2017 y 2018) al sures-
te de Costa Rica, y 12 de la region Huetar Norte
(2019 y 2020), al norte del pais. Se muestred en
parcelas de las lineas experimentales ALS 0536-6 ¢
IBC 302-29, asi como de las variedades comercia-
les Brunca, Cabécar, Changuena, Guaymi, Nambi
y Tayni (Hernandez-Fonseca y Araya-Villalobos,

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021

The change in the use of commercial varieties,
climate change and the incorporation of new
production areas have benefitted the progress of
root rot epidemics in Costa Rica related mainly to
Fusarium solani f. sp. phaseoli, Athelia rolfsii (sin.
Sclerotium rolfsii) and Macrophomina phaseolina
(Arayaand Hernandez, 2003; Araya and Hernandez,
2006). However, the presence of such causal agents
has not been proven and existing publications are
based only on the comparison of field symptoms
with those reported in literature; there are no
references of isolations or identification at a
molecular level. Due to this, the aim of the present
investigation was to identify, both morphologically
and molecularly, the fungi associated with root rot
and wilting of common bean plants in the main
production areas of Costa Rica.

For this investigation, 120 plants in different
phenological stages were sampled (from seedlings
to plants in filling of pods), distributed into eight
farms of the region of Brunca (2017 and 2018) in
southeastern Costa Rica, and 12 from the region of
Norte (2019 and 2020), in the north of the country.
Samples were taken in fields of the experimental
lines ALS 0536-6 and IBC 302-29, as well as of the
commercial varieties Brunca, Cabécar, Changuena,
Guaymi, Nambi and Tayni (Hernandez-Fonseca
and Araya-Villalobos, 2009; Hernandez-Fonseca
and Chaves-Barrantes, 2016).

Three plants with
asymptomatic plants were taken from each farm.
Asymptomatic plants were collected to isolate
endophytic fungi with possible antagonistic
abilities. Sections of tissue were taken and washed
with soap and water, and were later disinfected
with alcohol at 70% for 1 min and isolations
were performed with chloramphenicol bengal
rose water agar culture medium, and incubated
for seven days in the dark, between 23 and 25 °C.
This was followed by pure hypha-tip cultures on

symptoms and three
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2009; Hernandez-Fonseca y Chaves-Barrantes,
2016).

Se recolectaron tres plantas con sintomas y tres
asintomaticas de cada finca. Las plantas asintoma-
ticas se colectaron para aislar hongos endoéfitos con
posible capacidad antagdnica. Se tomaron seccio-
nes de tejido y se lavaron con agua y jabon, luego
se desinfectaron con alcohol al 70% por 1 min y se
realizaron aislamientos en medio de cultivo agar-
agua-rosa de bengala-cloranfenicol, se incubaron
por siete dias en oscuridad, entre 23 y 25 °C. Se
realizaron cultivos de punta de hifa en agar-agua 30 g
L' (3%) y la identificacion de morfotipos en papa
dextrosa agar (PDA), de acuerdo con las descrip-
ciones de Leslie y Summerell (2006) y Seifert et al.
(2011). Con estos datos se calculo el porcentaje de
frecuencia relativa (% FR) de acuerdo con Mueller
et al. (2004), mediante la formula: % FR = (na-
mero de aislamientos de cada especie/nimero total
de aislamientos) x 100. Se seleccionaron los mas
frecuentes para realizar la identificacion molecular.

El ADN se extrajo con el kit Prepman Ultra y
se realizd la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) con los iniciadores ITS-5 (GGAAGTA-
AAAGTCGTAACAAGG) e ITS-4 (TCCTC-
CGCTTATTGATATGC) de la region del espacia-
dor interno transcrito del ADN nuclear ribosomal
(ntDNA ITS por sus siglas en inglés) (Schoch et
al.,2012). Se prepard una reaccion de PCR (25 pL)
segiin White ef al. (1990), los productos se envia-
ron a Macrogen (USA) para su purificacion y se-
cuenciacion. Las secuencias obtenidas se editaron
y alinearon con el uso de Geneious, version 10.2.3,
y se compararon con las disponibles en GenBank
por medio del algoritmo BLASTn. Se considerd
como identificacion positiva de especie si las se-
cuencias obtuvieron similitudes de 100%, como
posible especie si obtuvieron 99% (se anot6 el su-
fijo cf.) y si obtuvieron entre 96-98% como especie
relacionada (se anoto el sufijo aff.) (Hofstetter et
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water agar 30 g L' (3%), and the identification
of morphotypes in potato-dextrose-agar (PDA),
following descriptions by Leslie and Summerell
(2006) and Seifert et al. (2011). Using these data,
the percentage of relative frequency (%FR) was
calculated following Mueller et al. (2004), using
the formula: %FR = (number of isolations of each
species/total number of species) x 100. The most
frequent were selected to carry out molecular
identification.

The DNA was extracted using the Prepman
Ultra kit and the polymerase chain reaction
(PCR) was carried out using primers ITS-5
(GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) and
ITS-4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) of the
region of the internal transcribed spacer of the
nuclear ribosomal DNA (nrDNA ITS) (Schoch et
al., 2012). A PCR reaction (25 pL) was prepared
following White et al. (1990), and the products
were sent to Macrogen (USA) for purification and
sequencing. The sequences obtained were edited
and aligned with the use of Geneious, version
10.2.3 and compared with those available in the
GenBank using the algorithm BLASTn. A species
identification was considered as positive when the
sequences had a similarity of 100 %, as a possible
species if it obtained 99% (suffix cf. was written),
and as a related species if it obtained 96 to 98%
(suffix aff. was written) (Hofstetter et al., 2019).
For the range of the genus, a similarity of 97% was
considered (Lopez et al., 2017).

The 155 isolations recovered from symptomatic
and asymptomatic plants were classified into
nine morphotypes (Figure 1). The fungi with the
highest percentage of relative frequency were M.
phaseolina (26.7), F. oxysporum (13.6) and A.
rolfsii (5.6).

The recovered fungi varied according to the
year and region of sampling. For example, 4. rolfsii
was recovered on all four years of sampling in both
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al.,2019). Para el rango de género se considerd una
similitud del 97% (Lopez et al., 2017).

Los 155 aislamientos recuperados, tanto de
plantas con sintomas como asintomaticos, se clasi-
ficaron en nueve morfotipos (Figura 1). Los hongos
con mayor porcentaje de frecuencia relativa fueron
M. phaseolina (26.7), F. oxysporum (13.6) y A. rol-
f5ii (5.6).

Los hongos recuperados variaron de acuerdo al
afo y a la region de muestreo. Por ejemplo, 4. rolf-
sii fue posible recuperarlo los cuatro afios de mues-
treo en ambas regiones, mientras que M. phaseo-
lina solo se aislo en el 2019 en la region Huetar
Norte (Cuadro 1).

En plantas con sintomas de marchitez, M.
phaseolina 'y F. oxysporum fueron aislados con
mayor frecuencia en la variedad Cabécar, mientras
que, 4. rolfsii se encontr6 con mayor frecuencia en
las variedades Nambi, Brunca y Changuena (Cua-
dro 2). En general, se encontrd F. oxysporum, F.
solani y A. rolfsii como hongos asociados a plan-
tas con problemas de marchitez, en casi todas las
variedades comerciales y lineas experimentales
muestreadas.

regions, whereas M. phaseolina was only isolated
in 2019 in the region of Huetar Norte (Table 1).

In plants with symptoms of wilting, M.
phaseolina and F. oxysporum were isolated more
frequently in the variety Cabécar, while 4. rolfsii
was found most often in the varieties Nambi,
Brunca and Changuena (Table 2). In general, F.
oxysporum, F. solani and A. rolfsii were found as
fungi related to plants with problems of wilting in
almost all commercial varieties and experimental
lines sampled.

The sequencing of the ITS region showed that
the Fusarium morphotypes were located in the
operative taxonomic units . fujikuroi, F. solani and
F. oxysporum. The fungus classified preliminarily
as M. phaseolina had a percentage of similarity
of 100%. The isolations tentatively defined as
Penicillium spp. were classified as P. crustosum, P.
simplicissimum, Penicillium sp. and Talaromyces
pinophilus (Table 3). No DNA from 4. rolfsii was
sequenced, since its morphological characteristics
were enough to identify it, and they coincided with
those described by Kamil ef al. (2020): cottonlike
white mycelium with clamp connections in both

Pestalotiopsis sp.
Colletotrichum gloeoesporioides
Cladosporium sp.

Fusarium solani

Penicillium spp.

Morfotipo

Trichoderma sp.
Athelia rolfsii
Fusarium oxysporum

Macrophomina phaseolina

10 15 20 25 30

Frecuencia relativa (%)

Figura 1. Frecuencia relativa (%) de morfotipos de hongos aislados de plantas de frijol comin (Phaseolus vulgaris) en las
regiones Huetar Norte y Brunca, Costa Rica durante el afio 2017-2020.

Figure 1. Relative frequency (%) of morphotypes of fungi isolated from common bean plants (Phaseolus vulgaris) in the
regions of Huetar Norte and Brunca, Costa Rica during the years 2017-2020.
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Cuadro 1. Frecuencia relativa (%) de morfotipos por region productora, afio de recolecta y estado de la planta
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(con sintoma/sin sintoma) de frijol comin (Phaseolus vulgaris). Costa Rica. Afio 2017-2020.

Table 1. Relative frequency (%) of morphotypes by region of production, year collected and state (with symp-

toms/asymptomatic) of the common bean plant (Phaseolus vulgaris). Costa Rica. Year 2017-2020.

Brunca* (21.3)

Huetar Norte (78.7)

2017 2018 2019 2020
Morfotipo 16.77 4.51 40.64 38.06
S5 & € & € & € &

7.74 9.03 2.58 1.93 21.29 19.35 37.42 0.64
Athelia rolfsii 0.64 0.00 1.29 0.00 0.64 0.00 9.68  0.00
Cladosporium spp. 0.00 0.00 0.00 1.29 0.00 0.00 0.00  0.00
Colletotrichum gloesporioides 0.00 0.00 0.00 0.64 0.00 0.00 0.00  0.00
Fusarium oxysporum 2.58 0.64 0.00 0.00 0.00 0.00 23.87 0.64
Fusarium solani 0.64 0.00 0.64 0.00 0.00 0.00 1.29 0.00
Macrophomina phaseolina 0.00 0.00 0.00 0.00 20.65 19.35 0.00  0.00
Penicillium spp. 0.64 4.52 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00  0.00
Pestalotiopsis sp. 0.00 0.64 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Trichoderma sp. 3.23 3.23 0.64 0.00 0.00 0.00 2.58  0.00

* Region productora; ¥ Afio; “E: plantas con sintomas, &:plantas asintomaticas. / X Region of production; ¥ Year; *E:

plants with symptoms, &: symptomatic plants

Cuadro 2. Frecuencia relativa (%) de morfotipos por variedad de frijol comun (Phaseolus vulgaris), recuperados a partir de
plantas con y sin sintomas de marchitez. Regiones Huetar Norte y Brunca, Costa Rica. Afio 2017-2020.
Table 2. Relative frequency (%) of morphotypes by variety of common bean (Phaseolus vulgaris), recovered from plants

with and without symptoms of wilting. Regions of Huetar Norte and Brunca, Costa Rica. Years 2017-2020.

Morfotipo Variedad
Brunca Cabécar  Changuena  Guaymi  IBC 302-29 ALS 0536-6 Nambi Nd* Tayni
=0 e ¢ e e & e e & e & e IS
Athelia rolfsii 323 0.00 000 3.3 0.64  0.00 0.00 0.00 000 452 000 064 0.00
Cladosporium sp.  0.00  0.00 0.64 0.00 0.00 0.00 0.00 000 064 000 0.00 000 0.00
- 0.00
Colletotrichum ) oy (00 064 000 000 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00
gloesporioides
. 1.29
Fusarium 258 1355 129 000  0.00 0.00 1.29 0.00 452 000 000 323
oxysporum
Fusarium solani 129 0.64  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 000 064 0.00 0.00 0.00
. 0.00
Macrophomina 4 o 5065 968 000 000 9.68 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00
phaseolina
Penicillium spp. ~ 0.00  0.00 4.52 0.00 0.00 0.00 0.00 000 000 064 0.00 000 0.00
Pestalotiopsis sp. 000 000 0.00 000  0.00 0.0 0.00 064 000 000 000 0.00 0.00
Trichodermasp.  0.00  2.58 258  0.00 0.0 0.00 0.00 0.00 000 193 064 064 0.00

2€: plantas con sintomas, €:plantas asintomaticas, Nd: no dato, no se conoce la variedad. / *€: plants with symptoms, &:
asymptomatic plants, Nd: no data, the variety is not know.
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La secuenciacion de la region ITS mostrd que
los morfotipos de Fusarium se ubicaron en las uni-
dades taxonomicas operativas F. fujikuroi, F. solani
y F. oxysporum. El hongo clasificado preliminar-
mente como M. phaseolina, obtuvo un porcentaje
de similitud del 100%. Los aislamientos tentativa-
mente definidos como Penicillium spp. se clasifica-
ron como P. crustosum, P. simplicissimum, Penici-
llium sp. y Talaromyces pinophilus (Cuadro 3). No
se realizd secuenciacion del ADN proveniente de
A. rolfsii, porque las caracteristicas morfoldgicas
se consideraron suficientes para su identificacion,
y coincidieron con las descritas por Kamil et al.
(2020), micelio blanco algodonoso con presencia
de fibulas, tanto en planta como en medio de culti-
vo PDA y, el desarrollo de esclerocios esféricos de

plantand PDA culture medium and the development
of spherical sclerotia, approximately 1 mm in size,
colored white at the beginning and light brown at
maturity.

The species with the highest frequency of
isolation, M. phaseolina, F. oxysporum and A.
rolfsii (Figure 1), are related to root rot and vascular
wilting in common bean plants worldwide (Xue
et al., 2015; Yesil and Bastas, 2016; Al-Jaradi et
al., 2018; Sendi et al., 2019). In Costa Rica they
were reported previously (Echandi, 1967; Araya
and Hernandez, 2003; Villalobos et al., 2009);
however, in no previous investigation was there
a morphological identification or any molecular
analysis to confirm the identity of the pathogenic
agent related to the damage described.

Cuadro 3. Identificacion molecular, porcentaje de similitud, accesién y longitud de la secuencia de ITS de morfotipos recu-
perados a partir de plantas de frijol comun (Phaseolus vulgaris) con y sin sintomas de marchitez, segin region
productora y variedad. Regiones Huetar Norte y Brunca, Costa Rica. 2017-2020.

Table 3. Molecular identification, percentage of similarity, accession and length of the ITS sequence of morphotypes recov-

ered from common bean plants (Phaseolus vulgaris) with and without symptoms of wilting, depending on the region
of production and the variety. Regions of Huetar Norte and Brunca, Costa Rica. 2017-2020.

Secuencias Longitud de la
. i % de de referencia  # accesion en & . Region . Estado de
Identificacion L . - secuencia Variedad
similitud  disponibles en GenBank productora la planta
(pares de bases)
GenBank
Fusarium cf. 99.8 KT192406  MW449097 514 Brunca IBC302-29 Con sintoma
Sfujikuroi
Fusarium cf. 99.5 MK156682  MWA449096 503 Brunca  ALS 0536-6 Con sintoma
oxysporum
Fusarium cf. solani 99.9 MKS817031 MW449094 503 Brunca Cabécar  Con sintoma
Macrophomina 100.0 MK968305  MW449091 536 Huetar Norte ~ Guaymi  Con sintoma
phaseolina
Colletotrichum sp. 99.6 KX721643 MW449095 515 Brunca Cabécar Sin sintoma
Penicillium aff. 98.3 KF938410  MW449099 489 Brunca Cabécar  Sin sintoma
crustosum
Penicillium cf. 99.7 KM104597  MW449100 490 Brunca Cabécar  Sin sintoma
simplicissimum
Penicillium sp. 100.0 KY552262 MW449093 537 Brunca Nambi Sin sintoma
Talaromyces cf. 99.5 CP017345  MW449092 527 Brunca Cabécar  Sin sintoma
pinophilus
Trichoderma cf. 99.7 MK387946  MW449098 550 Brunca Nambi  Sin sintoma

harzianum
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aproximadamente de 1 mm, de coloracion blanca al
inicio y café claro cuando maduran.

Las especies con mayor frecuencia de aisla-
miento, M. phaseolina, F. oxysporum y A. rolfsii
(Figura 1) estan asociadas a pudriciones radicales
y marchitez vascular en frijol comun alrededor del
mundo (Xue et al., 2015; Yesil y Bastas, 2016; Al-
Jaradi et al., 2018; Sendi et al., 2019). En Costa
Rica fueron reportadas con anterioridad (Echandi,
1967; Araya y Hernandez, 2003; Villalobos et al.,
2009); sin embargo, en ninguno de los trabajos pre-
vios se realizo una identificacion morfologica o al-
gun analisis molecular para confirmar la identidad
del agente patogeno asociado al dafo descrito.

Los sintomas observados en campo para la
pudricién carbonosa provocada por M. phaseoli-
na, coincidieron con los reportados por Sun et al.
(2019) para esta patologia e incluyeron clorosis,
marchitez y muerte de plantas adultas con hojas
completamente deshidratadas unidas al tallo (Figu-
ra 2 Ay D), asi como decoloracidon y pudricién en
la base del tallo. De acuerdo con Araya y Hernan-
dez (2003), esta especie se presenta con frecuencia
en la region Huetar Norte, no asi en la region Brun-
ca, comportamiento que se repitié en este estudio
(Cuadro 1).

Durante el ciclo productivo del 2019 en la re-
gion Huetar Norte se presentaron condiciones de
sequia y altas temperaturas, propias de un afo bajo
influencia del fendémeno del Nifio (Fernandez y
Ramirez, 1991; Alvarado, 2019), que favorecieron
o predispusieron la infeccion por M. phaseolina
(Dhingra y Chagas, 1981), debido a las alteraciones
fisiologicas que sufre el hospedante, como reduc-
cion de la tasa de transpiracion y la conductancia
estomatica (Mayek-Pérez et al., 2002). Estas con-
diciones explicarian porque solo en ese afio fue po-
sible recuperar dicho patéogeno de plantas marchi-
tas en esa region; mientras que, en los demas afos
de muestreo no fue aislado. Al respecto, en 2018 se
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The symptoms observed on the field for
symptoms of carbon rot caused by M. phaseolina
coincided with those reported for Sun et al. (2019)
for this pathology and included chlorosis, wilting
and the death of adult plants with completely
dehydrated leaves attached to the stem (Figure
2 A and D), as well as discoloration and rotting
on the base of the stem. According to Araya and
Hernandez (2003), this species is commonly found
in the region of Huetar Norte, but not in the region
of Brunca, a behavior which was also displayed in
this study (Table 1).

During the 2019 productive cycle, the region
of Huetar had drought conditions and high
temperatures, typical of a year under the influence of
El Niiio (Fernandez and Ramirez, 1991; Alvarado,
2019), which favored or predisposed infection with
M. phaseolina (Dhingra and Chagas, 1981), due
to the physiological alterations undergone by the
host, such as a reduction in the transpiration rate
and stomatal conductance (Mayek-Pérez et al.,
2002). These conditions would explain why, in that
year alone, it was possible to recover this pathogen
from wilted plants in the region and in the other
sampling years it was not isolated. In this regard,
2018 had rain conditions, typical of a year under the
influence of the La Nisia phenomenon (Fernandez
and Ramirez, 1991; Alvarado, 2018) and 2017 and
2020 were neutral years, according to the National
Weather Institute of Costa Rica (Alvarado, 2017,
Alvarado, 2020).

On the other hand, F. oxysporum was isolated
from seedlings and adult plants with long and
sunken lesions and reddish in color (Figure 2 B and
E). The symptoms on the field were distributed in
patches, although they were occasionally found at
random. The damages observed agreed with those
indicated for wilting by Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli (Fop) in several investigations: plants with
delayed growth, gradual yellowing, defoliation and
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Figura 2. Plantas de frijol comin (Phaseolus vulgaris) con sintomas de marchitez de las que se aislaron A) y D) Macrophomi-
na phaseolina; B) y E) Fusarium oxysporum; C) y F) Athelia rolfsii. Regiones Brunca y Huetar Norte, Costa Rica.

2018-2020.

Figure 2. Common bean plants (Phaseolus vulgaris) with signs of wilting, from which A) and D) Macrophomina phaseolina;
B) and E) Fusarium oxysporum; C) and F) Athelia rolfsii were isolated. Regions of Brunca and Huetar Norte, Costa

Rica. 2018-2020.

tuvieron condiciones lluviosas propias de un afio
bajo el fenomeno de la Nifia (Fernandez y Ramirez,
1991; Alvarado, 2018), y 2017 y 2020 fueron afios
neutros, segun el Instituto Meteorologico Nacional
de Costa Rica (Alvarado, 2017; Alvarado, 2020).
Por otro lado, F. oxysporum se aisld a partir de
plantulas y plantas adultas, de lesiones longitudina-
les y hundidas, de coloracion rojiza (Figura 2 B y
E). Los sintomas en campo se distribuyeron en par-
ches, aunque en ocasiones se encontraron de forma
aleatoria. Los dafios observados concordaron con
los indicados para marchitez por Fusarium oxyspo-
rum f. sp. phaseoli (Fop) en varias investigaciones:
plantas con retardo de crecimiento, amarillamien-
to gradual, defoliacion y decoloracion de tejidos
vasculares de raices y tallos (Kendrick y Snyder,
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discoloration of vascular tissues in roots and stems
(Kendrick and Snyder, 1942; Schwartz, 1989;
Saremi et al., 2011; Edel-Hermann and Lecomte,
2019). Wilting by Fop is considered one of the
main diseases in common bean plants worldwide
(Xue et al., 2015).

Both Macrophomina and Fusarium can be
transmitted by seeds. The latter can be found on
the surface and underneath it, particularly in the
cotyledons (Kendrick, 1934; Singh and Schwartz,
2010; Marcenaro and Valkonen, 2016). In this study,
these pathogens were isolated from asymptomatic
plants, which may indicate that they are latent in
the seeds, as in findings by Parsa et al. (2016), who
found both fungi in an endophytic form in healthy
and disinfected seeds.
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1942; Schwartz, 1989; Saremi et al., 2011; Edel-
Hermann y Lecomte, 2019). La marchitez por Fop
se considera una de las principales enfermedades
del frijol comun a nivel mundial (Xue et al., 2015).

Tanto Macrophomina como Fusarium pueden
ser transmitidos por semilla. El Gltimo, puede lo-
calizarse en la superficie y en el interior, especial-
mente en los cotiledones (Kendrick, 1934; Singh
y Schwartz, 2010; Marcenaro y Valkonen, 2016).
En esta investigacion se aislaron estos patogenos
de plantas asintomaticas, lo que podria indicar que
se encuentran latentes en la semilla, al igual que
lo encontrado por Parsa et al. (2016), quienes en-
contraron estos dos hongos de forma endofita en
semillas sanas y desinfectadas.

La enfermedad que provoca Athelia rolfsii en
frijol es conocida mundialmente como afiublo su-
refio, los sintomas incluyen marchitez y lesiones en
la base de la planta, que gradualmente la desecan.
Ademas, frecuentemente, se presenta el desarro-
llo de micelio grueso, blanco y algodonoso en la
lesion, con presencia de esclerocios esféricos de
coloracion café (Abawi y Pastor-Corrales, 1990;
Mahadevakumar et al., 2015), sintomas y signos
observados en esta investigacion (Figura 2 C y F).
Athelia rolfsii se obtuvo solo de plantas adultas con
colapso completo y al igual que Fusarium, presen-
to distribucion agregada.

A partir de los sintomas observados en campo se
aislaron los hongos comunmente descritos en fri-
jol para esas patologias. Sin embargo, es necesario
realizar pruebas de patogenicidad para corroborar
que son los causantes de las infecciones. Adicional-
mente, se debe realizar una identificacion molecu-
lar mas precisa, de los géneros Fusarium, Tricho-
derma y Talaromyces, con marcadores como EF-
la, rpb2 y el gen de la B-tubulina, especialmente,
para resolver con mayor exactitud cuales especies o
formas especiales estan presentes. Sobre todo, si
se toma en cuenta lo hallado por Marcenaro y
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The diseased caused by Athelia rolfsii in the
bean plant is known worldwide as southern blight,
and its symptoms include wilting and lesions on
the base of the plant, which gradually dry it out.
Additionally, a development of thick, white,
cottonlike mycelia frequently appears in the lesion,
along with brown, spherical sclerotia (Abawi
and Pastor-Corrales, 1990; Mahadevakumar et
al., 2015), all of which are symptoms and signs
observed in this investigation (Figure 2 C and F).
Athelia rolfsii was only obtained from adult plants
with a complete collapse and, as in the case of
Fusarium, it displayed aggregated distribution.

From the symptoms observed on the field, we
isolated the fungi described in beans for those
pathologies. However, pathogenicity tests must be
performed to confirm that they are the cause of the
infections. In addition, a more accurate molecular
identification is necessary, with markers such as EF-
la, rpb2 and the gene of B-tubulin, especially in the
genera Fusarium, Trichoderma and Talaromyces,
to find exactly what species or special forms are
present. This is particularly true when considering
the findings by Marcenaro and Valkonen (2016),
Edel-Hermann and Lecomte (2019) and Guido-
Monge (2020), who reported the presence of other
species of Fusarium related to the common bean;
as well as reports by Otadoh (2011), Carvalho et al.
(2014) and Abdel-Rahim and Abo-Elyousr (2018),
who point out that Trichoderma and Talaromyces
may be biocontrol agents.

The advanced
experimental lines sampled were susceptible to
these pathogens. Due to their potential to cause
losses in yields (Singh and Schwartz, 2010), the
genetic breeding program for bean in Costa Rica
must pay more attention to these pathologies.

This investigation

commercial varieties and

corroborated, through
isolation and molecular identification based on

ITS, the identity of the fungi related to the wilting
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Valkonen (2016), Edel-Hermann y Lecomte (2019)
y Guido-Monge (2020), que reportan la presencia
de otras especies de Fusarium relacionadas con el
frijol comun. Asi como, lo documentado por Ota-
doh (2011), Carvalho et al. (2014) y Abdel-Rahim y
Abo-Elyousr (2018), que indican que Trichoderma
y Talaromyces podrian ser agentes de biocontrol.

Las variedades comerciales y lineas experimen-
tales avanzadas muestreadas fueron susceptibles a
estos patdgenos. Por el potencial de causar pérdidas
en rendimiento que éstos tienen (Singh y Schwartz,
2010), el programa de mejoramiento genético de
frijol en Costa Rica debe poner mayor atencion a
estas patologias.

Esta investigacion corroboré mediante el aisla-
miento e identificacion molecular basada en ITS,
la identidad de los hongos asociados a la marchi-
tez del frijol en las principales zonas productoras
de Costa Rica, lo que permite desarrollar mejores
estrategias de combate de estos patogenos. Se su-
giere realizar trabajos de pruebas de patogenicidad
e identificaciéon molecular con marcadores como
EF-1a, rpb2 y el gen de la B-tubulina.

AGRADECIMIENTOS

A la Fundacion para el Fomento y Promocion de la Inves-
tigacion y Transferencia de Tecnologia Agropecuaria de Costa
Rica (FITTACORI), proyecto F14-17,y a la Vicerrectoria de
Investigacion de la Universidad de Costa Rica (UCR), proyec-
to B7514, por el financiamiento parcial de esta investigacion;
al Centro de Investigacion en Proteccion de Cultivos (UCR)
por permitir el uso de las instalaciones del Laboratorio de Fito-
patologia, y al Ing. Alvaro Ulate Hernandez de la Oficina Na-

cional de Semillas, por su apoyo en la recoleccion de muestras.

LITERATURA CITADA

Abawi GS and Pastor-Corrales MA. 1990. Root rots of beans
in Latin America and Africa: diagnosis, research methodo-
logies, and management strategies. CIAT. Cali, Colombia.

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021

of bean plants in the main areas of production in
Costa Rica, which helps develop better strategies
to manage these pathogens. We suggest performing
pathogenicity tests and molecular identification
with markers such as EF-1a, rpb2 and the B-tubulin
gene.

ACKNOWLEDGEMENTS

To the Foundation for the Promotion of Research
and Transfer of Agricultural Technology of Costa Rica
(FITTACORI), project F14-17, and the Vice-rectory of
Research of the University of Costa Rica (UCR), project
B7514, for the partial funding of this investigation; to the
Research Center in Crops Protection (UCR) for allowing the
use of the Phytopathology Laboratory facilities, and to Ing.
Alvaro Ulate Hernandez of the National Seed Office, for his

help in the recollection of samples.

End of the English version ~~—~——~——~

114 p. https://books.google.ca/books?id=YxGqzISYtcMC
&printsec=frontcover&source=gbs_ge summary r&hl=e
s#v=onepage&q&f=false

Abdel-Rahim IR and Abo-Elyousr KAM. 2018. Talaromy-
ces pinophilus strain AUN-1 as a novel mycoparasite of
Botrytis cinerea, the pathogen of onion scape and umbel
blights. Microbiological Research 212-213:1-9. https://
doi.org/10.1016/j.micres.2018.04.004

Al-Jaradi A, Al-Mahmooli I, Janke R, Maharachchikumbura S,
Al-Saady N and Al-Sadi AM. 2018. Isolation and identifi-
cation of pathogenic fungi and oomycetes associated with
beans and cowpea root diseases in Oman. PeerJ-Life and
Environment 6: e6064. https://doi.org/10.7717/peerj.6064

Alvarado, LF. 2017. Informe 10. Boletin del ENOS No. 101.
Fase actual: Neutra. Instituto Meteorologico Nacional de
Costa Rica (IMN). San José, Costa Rica. 2p. https://www.
imn.ac.cr/documents/10179/431236/%23%20101

Alvarado, LF. 2018. Informe 3. Boletin del ENOS No. 112.
Fase actual: La Nifia. Instituto Meteoroldgico Nacional de
Costa Rica (IMN). San José, Costa Rica. 4p. https:/www.
imn.ac.cr/documents/10179/450551/%23%20112

Alvarado, LF. 2019. Informe 10. Boletin del ENOS No. 119.
Fase actual: El Nifio. Instituto Meteorologico Nacional de
Costa Rica (IMN). San Jos¢, Costa Rica. 5p. https://www.
imn.ac.cr/documents/10179/470467/%23119

Alvarado, LF. 2020. Informe marzo 2020. Boletin del ENOS
No. 129. Fase actual: Neutra. Instituto Meteorologico

299



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLLy BILINGUAL

Nacional de Costa Rica (IMN). San Jos¢, Costa Rica. 2p.
https://www.imn.ac.cr/documents/10179/486374/%23129

Araya CM y Hernandez JC. 2003. Distribucion agroecoldgica
de enfermedades del frijol en Costa Rica. Manejo Integra-
do de Plagas y Agroecologia (Costa Rica) 68: 26-33. http://
hdl.handle.net/11554/6067

Araya CM y Hernandez JC. 2006. Guia para la identificacion
de las enfermedades del frijol mas comunes en Costa Rica.
Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG). San José,
Costa Rica. 44p. http://www.mag.go.cr/bibliotecavirtual/
H20-5247.pdf

Carvalho DC, Lobo-Junior M, Martins I, Inglis PW and Me-
llo SCM. 2014. Biological control of Fusarium oxyspo-
rum f. sp. phaseoli by Trichoderma harzianum and its
use for common bean seed treatment. Tropical Plant Pa-
thology 39(5): 384-391. https://doi.org/10.1590/s1982-
56762014000500005

Dhingra OD and Chagas D. 1981. Effect of soil temperature,
moisture, and nitrogen on competitive saprophytic ability
of Macrophomina phaseolina. Transactions of the British
Mycological Society 77(1): 15-20. https://doi.org/10.1016/
s0007-1536(81)80173-8

Echandi E. 1967. Amarillamiento del frijol (Phaseolus vul-
garis L.) provocado por Fusarium oxysporum f. phaseoli.
Turrialba 17(4): 409-411.

Edel-Hermann V and Lecomte C. 2019. Current status of Fu-
sarium oxysporum formae speciales and races. Phytopa-
thology 109(4): 512-530. https://doi.org/10.1094/PHYTO-
08-18-0320-RVW

Fernandez W y Ramirez P. 1991. El Niflo, la Oscilacion del
Sur y sus efectos en Costa Rica: una revision. Tecnologia
en Marcha 11(1): 3-10. https://revistas.tec.ac.cr/index.php/
tec_marcha/article/view/2631

Guido-Monge, AZ. 2020. Prevalencia de especies micotoxi-
génicas de Fusarium en frijol negro producido en Costa
Rica y determinacion de su capacidad toxigénica. [Tesis
de Licenciatura sin publicar]. Universidad de Costa Rica.

Hernandez-Fonseca JC. 2009. Zonas de cultivo y épocas de
siembra. Pp:18. /n: Hernandez JC y Ramirez L (eds.). Cul-
tivo de frijol (Phaseolus vulgaris). Manual de recomenda-
ciones técnicas para el cultivo de frijol. Instituto Nacional
de Innovacion y Transferencia en Tecnologia Agropecua-
ria (INTA). San José, Costa Rica. 80p. http://www.mag.
go.cr/bibliotecavirtual/F01-9533.pdf

Hernandez-Fonseca JC y Araya-Villalobos R. 2009. Cultivo.
Pp:19-26. In: Hernandez JC y Ramirez L (eds.). Cultivo
de frijol (Phaseolus vulgaris). Manual de recomendacio-
nes técnicas para el cultivo de frijol. Instituto Nacional de
Innovacion y Transferencia en Tecnologia Agropecuaria
(INTA). San José, Costa Rica. 80p. http://www.mag.go.cr/
bibliotecavirtual/F01-9533.pdf

Hernandez-Fonseca JC y Chaves-Barrantes N. 2016. Nambi.
Variedad de frijol resistente a la sequia terminal. Institu-
to Nacional de Innovacion y Transferencia en Tecnologia
Agropecuaria (INTA) y Estacion Experimental Agricola
Fabio Baudrit Moreno, Universidad de Costa. Alajuela,
Costa Rica. Plegable. 6p.

Hernandez JC, Chaves NF, Araya R y Beebe S. 2018. “Di-
quis”, variedad de frijol comun rojo brillante. Agronomia
Costarricense 42(1): 127-136. http://www.mag.go.cr/rev_
agr/v42n01 127.pdf

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021

Hofstetter V, Buyck B, Eyssartier G, Schnee S and Gindro
K. 2019. The unbearable lightness of sequenced-based
identification. Fungal Diversity 96: 243-284. https://doi.
org/10.1007/s13225-019-00428-3

Kamil D, Bahadur A, Debnath P, Kumari A, Choudhary SP
and Prameeladevi T. 2020. First report of Athelia rolfsii
causing stem rot disease on Vasaka (Justicia adhatoda).
Australasian Plant Disease Notes 15(1): 33. https://doi.
org/10.1007/s13314-020-00402-y

Kendrick JB. 1934. Seed transmition of fusarium yellows of
beans. Phytopathology 24(10): 1139.

Kendrick JB and Snyder WC. 1942. Fusarium yellows of
beans. Phytopathology 32(11): 1010-1014.

Leslie JF and Summerell BA. 2006. Morphological characters.
Pp:111-119. In: Leslie JF and Summerell BA. (eds.). The
Fusarium laboratory manual. Blackwell Publishing. Iowa,
USA. 388p.

Lopez R, Gémez S, De la Rosa S and Garrido E. 2017. The age
of lima bean leaves influences the richness and diversity of
the endophytic fungal community, but not the antagonistic
effect of endophytes against Colletotrichum lindemuthia-
num. Fungal Ecology 26: 1-10. https://doi.org/10.1016/].
funeco.2016.11.004

Mahadevakumar S, Tejaswini GS, Janardhana GR and Yadav
V. 2015. First report of Sclerotium rolfsii causing southern
blight and leaf spot on common bean (Phaseolus vulga-
ris) in India. Plant Disease 99(9): 1280-1280. https://doi.
org/10.1094/pdis-01-15-0125-pdn

Marcenaro D and Valkonen JPT. 2016. Seedborne pathogenic
fungi in common bean (Phaseolus vulgaris cv. INTA Rojo)
in Nicaragua. PLOS ONE 11(12): e0168662. https://doi.
org/10.1371/journal.pone.0168662

Mayek-Pérez N, Garcia-Espinosa R, Lopez-Castafieda C,
Acosta-Gallegos JA and Simpson J. 2002. Water relations,
histopathology and growth of common bean (Phaseo-
lus vulgaris L.) during pathogenesis of Macrophomi-
na phaseolina under drought stress. Physiological and
Molecular Plant Pathology 60(4): 185-195. https://doi.
org/10.1006/pmpp.2001.0388

Mendes LW, de Chaves MG, Fonseca MC, Mendes R, Raai-
jmakers JM and Tsai SM. 2019. Resistance breeding of
common bean shapes the physiology of the rhizosphere
microbiome. Frontiers in Microbiology 10: 2252. https://
doi.org/10.3389/fmicb.2019.02252

Méndez-Aguilar R, Reyes-Valdés MH y Mayek-Pérez N.
2013. Avances y perspectivas sobre el mapeo genético de
la resistencia a las pudriciones de la raiz en frijol comun.
Phyton 82:215-226.http://www.revistaphyton.fund-romu-
loraggio.org.ar/vol§2/MENDEZ AGUILAR.pdf

Mueller G, Bills G and Foster M. 2004. Biodiversity of fun-
gi. Inventory and monitoring methods. Elsevier Academic
Press. London, UK. 777p.

Otadoh JA, Okoth SA, Ochanda J and Kahindi JP. 2011. As-
sessment of Trichoderma isolates for virulence efficacy on
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli. Tropical and subtro-
pical agroecosystems 13(1): 99-107. http://www.scielo.
org.mx/pdf/tsa/v13nl/vl3nlalS.pdf

Parsa S, Garcia-Lemos AM, Castillo K, Ortiz V, Lopez-Lava-
lle LAB, Braun J and Vega FE. 2016. Fungal endophytes in
germinated seeds of the common bean, Phaseolus vulgaris.
Fungal Biology 120(5): 783-790. https://doi.org/10.1016/].
funbio.2016.01.017

300



FuLLy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

Rodriguez-Gonzalez S y Fernandez-Rojas SE. 2015. Practicas
culinarias asociadas al consumo de frijoles en familias cos-
tarricenses. Agronomia Mesoamericana 26(1): 145-151.
https://doi.org/10.15517/am.v2611.16937

Saremi H, Amiri ME and Ashrafi J. 2011. Epidemiological as-
pects of bean decline disease caused by Fusarium species
and evaluation of the bean resistant cultivars to disease in
Northwest Iran. African Journal of Biotechnology 10(66):
14954-14961. https://doi.org/10.5897/AJB11.258

Schoch CL, Seifert KA, Huhndorf' S, Robert V, Spouge JL, Le-
vesque CA, Chen W and Fungal Barcoding Consoirtium.
2012. Nuclear ribosomal internal transcribed spacer (ITS)
region as a universal DNA barcode marker for Fungi.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America 109(16): 6241-6246. https://doi.
org/10.1073/pnas.1117018109

Schoonhoven A y Voysest O. 1994. El frijol comtin en América
Latina y sus limitaciones. Pp:39-66. In: Pastor-Corrales M
y Schwartz HF (eds.). Problemas de produccion del frijol
en los tropicos. 2 ed. Centro Internacional de Agricultura
Tropical (CIAT). Cali, Colombia. 805p. https://core.ac.uk/
download/pdf/132664941.pdf

Seifert K, Morgan-Jones G, Gams W and Kendrick B. 2011.
The genera of Hyphomycetes. CBS-KNAW Fungal Biodi-
versity Centre. Utrecht, The Netherlands. 997 p.

Sendi Y, Romdhane SB, Mhamdi R and Mrabet M. 2019. Di-
versity and geographic distribution of fungal strains infec-
ting field-grown common bean (Phaseolus vulgaris L.) in
Tunisia. European Journal of Plant Pathology 153(3):947-
955. https://doi.org/10.1007/s10658-018-01612-y

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021

Singh SP and Schwartz HF. 2010 Breeding common bean for
resistance to diseases: a review. Crop Science 50:2199-
2223, https://doi.org/10.2135/cropsci2009.03.0163

Sun SL, Zhu ZD, Duan CX, Zhao P, Sun F, Deng D and He YH.
2019. First report of charcoal rot caused by Macrophomina
phaseolina on faba bean in China. Plant Disease 103(6):
1415. https://doi.org/10.1094/PDIS-09-18-1660-PDN

Schwartz HF. 1989. Occurrence of fusarium wilt of beans
in Colorado. Plant Disease 73(6): 518. https://doi.
org/10.1094/PD-73-0518D.

Villalobos JL, Cardenas FA y Cordero JM. 2009. Lista de en-
fermedades de los cultivos agricolas y forestales de Costa
Rica. Ministerio de Agricultura y Ganaderia. Servicio Fi-
tosanitario del Estado. Diagndstico Fitosanitario. San José,
Costa Rica. 118 p.

White T, Bruns S y Taylor J. 1990. Amplification and direct
sequencing of fungal ribosomal RNA genes for phyloge-
netics. Pp: 315-322. In: Innis M, Gelfand DH, Sninsky JJ
y White TJ (eds) PCR Protocols: A Guide to Methods and
Applications. Academic Press, Inc., New York. 482p.

Xue R, WuJ, Zhu Z, Wang L, Wang X, Wang S and Blair MW.
2015. Differentially expressed genes in resistant and sus-
ceptible common bean (Phaseolus vulgaris L.) genotypes
in response to Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli. PLOS
ONE 10(6): e0127698. https://doi.org/10.1371/journal.
pone.0127698

Yesil S and Bastas KK. 2016. Genetic variability of Macro-
phomina phaseolina isolates from dry beans in Turkey.
Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Tech-
nology 4(4):305. https://doi.org/10.24925/turjaf.v4i4.305-
312.572

301



Biocontrol of damping-off of zucchini squash seedlings
with Bacillus subtilis QST 713

Biocontrol del ahogamiento de plantulas de calabacita con
Bacillus subtilis QST 713

Alma Rosa Solano-Béez, Centro de Innovacion Tecnologica en Agricultura Protegida, Universidad Popular
Auténoma del Estado de Puebla, 21 sur No. 1103, Barrio de Santiago, Puebla, Puebla, CP 72410, México;
Santos Gerardo Leyva-Mir, Departamento de Parasitologia Agricola, Universidad Autdnoma Chapingo, Km
38.5 Carretera México-Texcoco, Texcoco, Estado de México, CP 56230, México; Rosalia Nuiez-Pastrana,
Facultad de Ciencias Biologicas y Agropecuarias, Universidad Veracruzana, Camino Pefiuela-Amatlan s/n,
Amatlan de los Reyes, Veracruz, CP 94945, México; Andrés Quezada-Salinas, Centro Nacional de Referencia
Fitosanitaria. Direccion General de Sanidad Vegetal. Km 37.5 Carretera Federal México-Pachuca Calle Cente-
nario, Tecdmac de Felipe de Villanueva, Estado de México, CP 55740, México; Guillermo Marquez-Licona*,
Centro de Desarrollo de Productos Bidticos, Instituto Politécnico Nacional, Carretera Yautepec-Jojutla, Km 6,
Calle CeProBi No. 8, Colonia San Isidro, Yautepec, Morelos, CP 62731, México.

* Autor para correspondencia: gmarquezl@ipn.mx

Recibido: 06 de Enero, 2021.

Aceptado: 13 de Febrero, 2021.

Solano-Baez AR, Leyva-Mir SG, Nuiez-Pastrana R,
Quezada-Salinas A and Marquez-Licona G. 2021. Bio-
control of damping-off of zucchini squash seedlings
with Bacillus subtilis QST 713. Mexican Journal of
Phytopathology 39(2): 302-313.

DOI: https://doi.org/10.18781/R. MEX.FIT.2101-2

Primera publicacion DOI: 09 de Marzo, 2021.
First DOI publication: March 09, 2021.

Resumen. Bacillus subtilis presenta actividad
antagonica contra fitopatogenos. En el presente es-
tudio, se identificaron los hongos asociados al aho-
gamiento en plantulas de calabacita y se evaluo la
efectividad de la cepa QST 713 de B. subtilis ante
la infeccion combinada de los hongos aislados. Los

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021

Abstract. Bacillus subtilis exhibits antagonistic
activity against plant pathogens. In the present
study, the fungi associated with damping off in
zucchini squash seedlings were identified and
the efficacy of B. subtilis strain QST 713 was
evaluated against the combined infection of the
isolated fungi. The pathogens were isolated from
zucchini squash seedlings with symptoms of
damping off. Seedlings of zucchini squash var.
Gray zucchini were inoculated with propagules
of three pathogens at a concentration of 4x10°
CFU of each pathogen. The effectiveness of B.
subtilis (2,4 y 6x107 UFC mL"'") was evaluated and
compared with methyl thiophanate + propamocarb
hydrochloride (preventive and curative). The
incidence was assessed at three, six, nine and 12
days (dai). Three fungi out of 100 isolates were
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patogenos se aislaron de plantulas de calabacita con
sintomas de ahogamiento. Se inocularon plantulas
de calabacita var. Grey zucchini con propagulos de
tres patdogenos a una concentracion de 4x10° UFC
de cada patdgeno. Se evalud la efectividad de B.
subtilis (2, 4y 6x107 UFC mL") y se compar6 con
metil tiofanato + propamocarb clorhidrato (preven-
tiva y curativa). La incidencia se evaluo a los tres,
seis, nueve y 12 dias (ddi). Se aislaron e identifica-
ron tres hongos de 100 aislamientos: Phytophthora
capsici (62%), Rhizoctonia solani (26%) y Fusa-
rium oxysporum (12%). Se observo la eficiencia
de B. subtilis, con una reduccién en la incidencia
de la enfermedad conforme se increment6 la con-
centracion. Doce dias después de la inoculacion, la
incidencia del ahogamiento en los tratamientos con
B. subtilis vari6 de 18.3 a 41%. El tratamiento de
B. subtilis (6x107 UFC mL™") fue estadisticamente
igual a metil tiofanato + propamocarb clorhidrato
(curativo). La cepa QST 713 de B. subtilis controld
un 81.7% el ahogamiento de plantulas de calabaci-
ta, aplicada de manera preventiva a una concentra-
cion de 6x10” UFC mL.

Palabras clave: Cucurbita pepo, plantulas, metil
tiofanato, propamocarb clorhidrato.

La calabacita (Cucurbita pepo) es una de las
principales especies de cucurbitaceas (Zitter et al.,
2004). La producciéon de calabacita esta limitada
por agentes bioticos y abioticos durante todo su ci-
clo de cultivo, siendo la etapa de plantula una de las
mas criticas. Existen numerosos patdgenos que pue-
den afectar las semillas y plantulas, causando aho-
gamiento en preemergencia o postemergencia. Los
agentes causales mas comunes del ahogamiento de
plantulas en cucurbitaceas son: Fusarium oxyspo-
rum (Vakalounakis y Chalkias, 2004), Phytophtho-
ra capsici (Hausbeck y Lamour, 2004), Rhizoctonia
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isolated and identified: Phytophthora capsici
(62%), Rhizoctonia solani (26%) and Fusarium
oxysporum (12%). The efficiency of B. subtilis
was observed, with a reduction in the incidence
of the disease as the concentration was increased.
Twelve days after inoculation, the incidence of
damping off in B. subtilis treatments ranged from
18.3 to 41%. The B. subtilis treatment (6x10” CFU
mL-") was statistically equal to methyl thiophanate
+ propamocarb hydrochloride (curative). The
strain QST 713 of B. subtilis controlled 81.7% the
damping off of zucchini squash seedlings, applied
preventively at a concentration of 6x107 CFU mL™.
Key words: Cucurbita pepo, seedlings,
thiophanate-methyl, propamocarb hydrochloride.

Zucchini squash (Cucurbita pepo) is one of the
main cucurbitaceae species (Zitter ef al., 2004). Its
production is limited by biotic and abiotic agents
during the whole cropping cycle, being the seedling
stage one of the most critical. There are numerous
pathogens that affect seed and seedlings and cause
pre-emergence or post-emergence damping off. The
most common causal agents of seedlings damping
off in cucurbitaceae are Fusarium oxysporum
(Vakalounakis and Chalkias, 2004), Phytophthora
capsici (Hausbeck and Lamour, 2004), Rhizoctonia
solani (Scheuerell et al., 2005) and Pythium spp.
(Deadman et al., 2002; Scheuerell et al., 2005).
In the past two decades, the use of synthetic
pesticides has been considerably reduced because
of the development of new control strategies such
as biopesticides (Ongena and Jacques, 2007).
One of the species most used as bioplaguicide is
Bacillus subtilis, because it produces antibiotics,
lipoproteins and hydrolytic enzymes which confer
antifungal activity, making it an excellent biological
control agent of phytopathogens. Specifically,
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solani (Scheuerell et al., 2005) y Pythium spp.
(Deadman et al., 2002; Scheuerell et al., 2005).
En las dos ultimas décadas, el uso de plaguicidas
sintéticos ha disminuido considerablemente debido
al desarrollo de nuevas estrategias de control como
los bioplaguicidas (Ongena y Jacques, 2007). Una
de las especies mas usadas como bioplaguicida es
Bacillus subtilis, debido a que ésta produce antibio-
ticos, lipoproteinas y enzimas hidroliticas, que le
confieren actividad antifingica, convirtiéndola en
un excelente agente de control biologico de fitopa-
togenos (Ongena y Jacques, 2007). De forma espe-
cifica, se ha reportado su actividad sobre organis-
mos que inducen ahogamiento de plantulas, y sus
efectos benéficos sobre las plantulas tratadas (Ca-
vaglieri et al., 2005; Sharma y Sharma, 2008). B.
subtilis produce tres familias de polipéptidos cicli-
cos (surfactinas, iturinas y fengicinas) relacionadas
con su actividad antagonica contra bacterias, hon-
gos y oomicetes. Estas lipoproteinas también estan
asociadas a una mayor capacidad de colonizacion
de las raices vegetales de la cepa bacteriana que las
produce, e intervienen en la estimulacion de la res-
puesta de defensa de la planta (Ongena y Jacques,
2007; Villareal-Delgado et al., 2017). Ademas de
los polipéptidos ciclicos, B. subtilis produce com-
puestos antimicrobiales, que le confieren una ma-
yor capacidad para el control de fitopatégenos (Ha-
mdache et al., 2011; Wise et al., 2012). Por lo an-
terior, B. subtilis es una alternativa promisoria para
el control bioldgico de fitopatdogenos (Falardeau et
al.,2013; Khedher et al., 2015). Hasta el momento,
los datos publicados sobre la efectividad de la cepa
QST 713 de B. subtilis para el control combinado
de F. oxysporum, P. capsiciy R. solani son escasos.
Por lo anterior, la presente investigacion tuvo como
objetivo identificar morfologicamente a los agentes
causales asociados al ahogamiento en plantulas de
calabacita y determinar la efectividad de B. subtilis
cepa QST 713 sobre la incidencia de la enfermedad
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its activity has been reported in organisms which
induce seedling damping off, and its beneficial
effects on treated seedlings (Cavaglieri et al., 2005;
Sharma and Sharma, 2008). B. subtilis produces
three families of cyclic polypeptides (surfactins,
iturines and fengycins) involved in its antagonistic
activity against bacteria, fungi, and oomycetes.
These lipoproteins are also associated with a
greater capacity to colonize the plant roots of the
bacterial strain that produces them and are involved
in the stimulation of the plant’s defense response
(Ongena and Jacques, 2007; Villareal-Delgado et
al., 2017). In addition to cyclic polypeptides, B.
subtilis produces antimicrobial compounds which
increase its capacity to control phytopathogens
(Hamdache et al., 2011; Wise et al., 2012). Based
on this, B. subtilis is a promising alternative for the
biological control of phytopathogens (Falardeau et
al., 2013; Khedher et al., 2015). So far, the data
published on the effectiveness of B. subtilis strain
QST 713 for the combined control of F. oxysporum,
P. capsici and R. solani are scarce. Therefore, the
objective of this research was to morphologically
identify the causal agents associated with damping
off in zucchini squash seedlings and determine the
effectiveness of B. subtilis strain QST 713 on the
incidence of the disease produced by the combined
inoculation of the isolated fungi.

During the 2019 spring-summer cycle, zucchini
squash (Cucurbita pepo) seedlings with damping
off symptoms were collected in Cuautla, Morelos.
The fungi associated with the symptoms were
isolated from root and stem cuts, as described by
Ayala-Armenta et al. (2020). The morphological
characterization was conducted under a compound
microscope CX31RBSFA (Olympus®, Japan) at
40X, where 50reproductive structures ofeachisolate
were measured. The molecular identification was
done based on specialized taxonomic keys (Leslie
and Summerell, 2006; Sneh et al., 1991; Erwin and
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producida por la inoculacion combinada de los
hongos aislados.

En el ciclo primavera-verano 2019, se colecta-
ron plantulas de calabacita (Cucurbita pepo) con
sintomas de ahogamiento en Cuautla, Morelos. El
aislamiento de los hongos asociados a los sintomas
se realizd a partir de cortes de raices y tallos, de
acuerdo con los descrito por Ayala-Armenta et al.
(2020). La caracterizacion morfologica se realizo a
40X en un microscopio compuesto CX31RBSFA
(Olympus®, Japén), donde se midieron 50 estruc-
turas reproductivas de cada aislado. La identifica-
cion se realizd con base en claves taxondmicas
especializadas (Leslie y Summerell, 2006; Sneh et
al., 1991; Erwin y Ribeiro, 1996). Para corroborar
la patogenicidad de los aislados se realizaron los
Postulados de Koch usando plantulas sanas de ca-
labacita. La prueba de patogenicidad se realizo dos
veces seleccionando el aislamiento mas virulento
de cada especie.

Para la evaluacion de B. subtilis contra los hon-
gos aislados, se usaron semillas de calabacita var.
Grey zucchini. El tratamiento fungicida presente
en las semillas se elimind de acuerdo con lo des-
crito por Marquez-Licona ef al. (2018). Siete dias
después de la siembra, las plantulas emergidas se
trasplantaron a vasos de poliuretano de 500 mL,
que contenian sustrato estéril a base de Peat Moss
y agrolita (75:25 v/v). Los tratamientos evaluados
consistieron en tres concentraciones de la cepa
QST 713 de B. subtilis (Serenade ASO®) (2, 4 y
6x107 UFC mL™") y metil tiofanato + propamocarb
clorhidrato aplicado de manera preventiva y curati-
va (Cuadro 1). Se determind la incidencia del aho-
gamiento de plantulas de calabacita causado por la
infeccion combinada de los hongos aislados y en
condiciones de invernadero (24 °Cy 70% HR). La
evaluacion de los tratamientos se realizo por dupli-
cado. La viabilidad del producto comercial se de-
terminé sembrando una alicuota del mismo en cua-
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Ribeiro, 1996). To confirm the pathogenicity of the
isolates, the Koch’s postulates were followed using
healthy squash seedlings. The pathogenicity test
was conducted twice selecting the most virulent
isolate of each species.

To evaluate B. subtilis against the isolated fungi,
seeds of zucchini squash Grey var. were used. The
fungicide treatment on the seeds was eliminated
as described by Marquez-Licona et al. (2018).
Seven days after planting, the emerging seedlings
were transplanted to 500 mL polyurethane cups
containing Peat Moss and agrolite sterile substrate
(75:25 v/v). The evaluated treatments consisted of
three concentrations of B. subtilis QST 713 strain
(Serenade ASO®) (2, 4 and 6x10” UFC mL™") and
methyl thiophanate + propamocarb hydrochloride,
which were applied preventively and curatively
(Table 1). The incidence of damping off caused by
the combined infection of the isolated fungi and
under greenhouse conditions was determined using
zucchini squash seedlings (24 °C and 70% HR).
The treatments were evaluated in duplicate. The
viability of the commercial product was determined
by placing an aliquot of the product in four Petri
dishes containing PDA medium. The Petri dishes
were incubated in darkness at 36 °C for 48 h.
The viability evaluation was made in duplicate.
Inoculum was increased for each pathogen in
specific culture mediums (SNA, V8 Agar and PDA).
The inoculum load of each of the pathogens applied
per plant was adjusted at a concentration of 4x10°
UFC using a hemocytometer (Marienfeld®). The
inoculation of the pathogens was made three days
after transplanting. The biological product based
on B. subtilis was applied twice to zucchini squash
seedlings, the first to the transplanted seedlings,
and the second six days after transplanting; in
both cases, 5 mL of the suspension were applied
at the seedlings neck. The preventive chemical
treatment was applied when the seedlings were
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Cuadro 1. Tratamientos evaluados para el control del ahogamiento de plantulas de ca-
labacita (Cucurbita pepo) bajo condiciones de invernadero.
Table 1. Evaluation of treatments to control damping off in zucchini squash (Cucurbita

pepo) under greenhouse conditions.

Tratamiento Concentracién Inéculo®
Testigo inoculado Sin tratamiento Inoculado
B. subtilis’ 2x107 UFC mL*! Inoculado
B. subtilis’ 4x10” UFC mL"! Inoculado
B. subtilis’ 6x10” UFC mL"! Inoculado
Metil tiofanato + Propamocarb clorhidrato (P) 105 ppm + 868 ppm Inoculado
Metil tiofanato + Propamocarb clorhidrato (C) 105 ppm + 868 ppm Inoculado

Testigo absoluto

Sin tratamiento Sin inoculacién

YCepa QST 713 = Serenade ASO®. 2F. oxysporum + P. capsici + R. solani aplicando 4x10°
UFC de cada uno por planta. P: tratamiento preventivo. C: tratamiento curativo. / ¥ Strain
QST 713 = Serenade ASO®. * F. oxysporum + P. capsici + R. solani applying 4x10° UFC of
each per plant. P: preventive treatment. C: curative treatment.

tro cajas Petri con medio de cultivo PDA. Las cajas
se incubaron en oscuridad a 36 °C por 48 h. La eva-
luacion de la viabilidad se realizo por duplicado. El
indculo se increment6 en medios de cultivo especi-
ficos para cada patdogeno (SNA, V8 Agar y PDA).
La carga de in6culo de cada patdégeno aplicado por
planta, se ajusto a una concentracion de 4x10° UFC
usando un hemacitometro (Marienfeld®). La inocu-
lacion de los patdgenos se realizo tres dias después
del trasplante. El producto biologico a base de B.
subtilis se aplicd dos veces en las plantulas de ca-
labacita, la primera al trasplante y la segunda seis
dias después del trasplante, depositando en ambos
casos 5 mL de la suspension al cuello de la plan-
tula. El tratamiento quimico preventivo se aplicd
al momento del trasplante y el curativo a 72 h des-
pués de la inoculacion de los patdgenos depositando
5 mL de la solucién al cuello de la plantula. Para
determinar la efectividad de los tratamientos sobre
la enfermedad, la incidencia del ahogamiento en
las plantulas de calabacita se registro cada 24 h, a
partir del momento de la inoculacion de los pato-
genos. El analisis estadistico incluy¢ las evaluacio-
nes a los tres, seis, nueve y 12 dias. La unidad
experimental consté de 100 plantulas, los datos
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transplanted, and the curative treatment 72 h after
the pathogens were inoculated, for which 5 mL of
the solution were applied to the seedlings neck.
To determine the effectiveness of the treatments
on the disease, the damping off incidence in the
seedlings was measured every 24 h, starting at
the time when the pathogens were inoculated.
The statistical analysis included evaluations at
three, six, nine and 12 days. The experimental
unit consisted of 100 seedlings, and the obtained
data were analyzed using a randomized complete
block design with four replications per treatment.
The data were subjected to an analysis of variance
and comparison of multiple means using the
Tukey’s honest significant difference method at a
significance level of 5%, and SAS for Windows v.
9.4 (SAS® Systems). The phytotoxicity evaluation
of the treatments was made using the percentage
scale proposed by the European Weed Research
Society (https://www.ewrs.org/). To confirm the
presence of the pathogens that were inoculated
in the diseased plants, re-isolations were made in
PDA culture medium. At the end of the experiment,
the surviving plants were kept under observation
for another 14 days.
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obtenidos se analizaron con base al modelo de un
disefio de bloques completos al azar, con cuatro re-
peticiones por tratamiento. Los datos se sometieron
aun analisis de varianza y comparacion multiple de
medias mediante el método de la diferencia signifi-
cativa honesta de Tukey, a un nivel de significancia
del 5%, usando el software estadistico SAS® Sys-
tems for Windows V 9.4. La evaluacién de la fito-
toxicidad de los tratamientos se realiz6 usando la
escala porcentual propuesta por la European Weed
Research Society (https://www.ewrs.org/). Con el
propésito de corroborar la presencia de los patoge-
nos inoculados en las plantas enfermas, se hicieron
reaislamientos en medio de cultivo PDA. Al final
del experimento, las plantas que sobrevivieron se
mantuvieron en observacion por 14 dias mas.

Se obtuvieron 100 aislamientos a partir de las
plantulas de calabacita con sintomas de ahoga-
miento recolectadas en Cuautla, Morelos, donde se
identificaron a Phytophthora capsici, Rhizoctonia
solani'y Fusarium oxysporum (Figura 1) en 62, 26
y 12%, respectivamente. Las pruebas de patoge-
nicidad demostraron que los organismos aislados
eran patogénicos. Las plantas inoculadas con P

One-hundred isolates were obtained from
zucchini squash seedlings with damping off
symptoms collected in Cuautla, Morelos, where
Phytophthora capsici, Rhizoctonia solani and
Fusarium oxysporum (Figure 1) were identified in
62, 26 and 12%, respectively. The pathogenicity
tests confirmed that the isolated organisms were
pathogenic. The plants inoculated with P. capsici
showed damping off symptoms four days after
inoculation, whereas the plants which were
independently inoculated with F. oxysporum and
R. solani showed disease symptoms six days
after inoculation. In this research, the symptoms
occurred earlier than those reported by Chehri et
al. (2010), who observed damping off symptoms
seven days after inoculating P. capsici and F
oxysporum in cucurbitaceae. SNA, PDA and V8-
Agar juice culture mediums increased the amount
of inoculum of F. oxysporum, R. solani and P.
capsici, respectively. The B. subtilis bacterium
strain QST 713 (Serenade ASO®) colonized the
Petri dish 48 h after the strain was sown and
incubated at 36 °C, thus confirming the viability
of the commercial product. The first damping off

Figura 1. Colonias de Fusarium oxysporum en medio de cultivo SNA (A), Phytophthora capsici en V8 Agar (B) y Rhizoctonia
solani en medio PDA (C) aisladas de plantulas de calabacita (Cucurbita pepo) con sintomas de ahogamiento. As-
pecto de las colonias 12 dias después de la siembra en medios selectivos.

Figure 1. Fusarium oxysporum colonies in SNA culture medium (A), Phytophthora capsici in V8 Agar (B) and Rhizoctonia
solani in PDA medium (C) isolated from zucchini squash seedlings (Cucurbita pepo) with damping off symptoms.
Appearance of the colonies 12 days after sowing in selective media.
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capsici mostraron sintomas de ahogamiento cuatro
dias después de la inoculacion, mientras que las
plantas inoculadas de forma independiente con F.
oxysporum 'y R. solani desarrollaron sintomas de la
enfermedad a los seis dias después de la inocula-
cion. En la presente investigacion, los sintomas se
presentaron antes con respecto a lo observado por
Chehri et al. (2010) quienes observaron sintomas
de ahogamiento siete dias después de la inocula-
cion de P, capsici y F. oxysporum en cucurbitaceas.
Los medios de cultivo SNA, PDA y Jugo V8-Agar
permitieron el incremento de indculo de F. oxys-
porum, R. solani 'y P. capsici respectivamente. La
bacteria B. subtilis cepa QST 713 (Serenade ASO®)
colonizo la caja de Petri 48 h después de la siembra
incubandola a 36 °C, demostrandose asi la viabili-
dad del producto comercial. Los sintomas iniciales
de ahogamiento en las plantas de calabacita se ob-
servaron a las 72 h después de la inoculacion. El
sindrome concuerda con lo descrito por Koike et
al. (2007).

La incidencia de la enfermedad presentd una re-
lacion directamente proporcional respecto al tiem-
po trascurrido después de la inoculacion. A los 12
dias después de la inoculacion de los patdogenos en
las plantas testigo alcanzaron un 100% de inciden-
cia de la enfermedad, mientras que las plantas del
testigo absoluto permanecieron sanas. La inciden-
cia promedio de la enfermedad en los tratamientos
evaluados se presenta en el Cuadro 2. A los tres dias
después de la inoculacion (ddi) (primera evalua-
cion), el testigo inoculado con el tratamiento metil
tiofanato + propamocarb clorhidrato (preventivo) y
los tratamientos de B. subtilis 2x107 y 4x107 UFC
mL-! presentaron una incidencia de la enfermedad
de 2 y 2.5% respectivamente, siendo estadistica-
mente diferentes respecto al resto de los tratamien-
tos evaluados, los cuales se mantuvieron sanos. En
la segunda evaluacion (seis ddi), el testigo inocula-
do alcanz6 una incidencia promedio de 60%, mientras
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symptoms in zucchini squash plants appeared 72 h
after inoculation. The syndrome coincides with the
result described by Koike et al. (2007).

The disease incidence was directly proportional
to the time elapsed after inoculation. Twelve days
after the pathogens were inoculated into the control
plants, the disease incidence reached 100%, whereas
the absolute control plants remained healthy.
The average disease incidence in the evaluated
treatments is shown in Table 2. Three days after
inoculation (dai) (first evaluation), the control
inoculated with methyl thiophanate + propamocarb
hydrochloride (preventive) and the treatments based
on B. subtilis 2x107 and 4x10” UFC mL"' showed a
disease incidence of 2 and 2.5%, respectively, being
statistically different to the rest of the evaluated
treatments, which remained healthy. In the second
evaluation (six dai), the inoculated control reached
60% average incidence, while the treatments based
on B. subtilis 2x107 and 4x10” UFC mL"' showed
31.8 and 33.8% disease incidence, respectively.
The treatments based on B. subtilis 6x107 UFC
mL"' and methyl thiophanate + propamocarb
hydrochloride (curative) were statistically equal,
while the treatment with methyl thiophanate +
propamocarb hydrochloride (preventive) and the
absolute control were statistically equal, with 0%
disease incidence. In the third evaluation (nine dai),
the previous tendency was continuous and there
was only an increase in the percent of the disease
incidence. The inoculated control reached 75%
average incidence, while the treatments based on
B. subtilis 2x107 and 4x10” UFC mL"' showed 33.8
and 38.8% disease incidence, respectively. The
treatments based on B. subtilis 6x10” UFC mL"' and
methyl thiophanate + propamocarb hydrochloride
(curative) were statistically equal, while the
treatment with methyl thiophanate + propamocarb
hydrochloride (preventive) and the absolute control
were also statistically equal, with 0% disease
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Cuadro 2. Eficiencia de B. subtilis en la incidencia del ahogamiento (F. oxysporum, P.
capsici 'y R. solani) de plantulas de calabacita (Cucurbita pepo) bajo condi-
ciones de invernadero.

Table 2. Effectiveness of B. subtilis in damping off incidence (F. oxysporum, P. capsici

and R. solani) in zucchini squash seedlings (Cucurbita pepo) under green-
house conditions.

Incidencia promedio de plantulas

Tratamiento de calabacita (%)

3 ddi 6 ddi 9ddi 12 ddi
Testigo inoculado 2.5a 60.0a  75.0a  100.0a
B. subtilis 2x107 UFC mL"! 2.5a 33.8b  38.8b 41.3b
B. subtilis 410" UFC mL"! 2.0a 31.3b  33.8b 38.8¢
B. subtilis 6x10" UFC mL"! 0.0b 14.8¢ 16.8¢c 18.3d
Metil tiofanato + Propamocarb clorhidrato (P) 0.0b 0.0d 0.0d 0.0e
Metil tiofanato + Propamocarb clorhidrato (C) 2.5a 12.0c 14.8¢ 16.3d
Testigo absoluto 0.0b 0.0d 0.0d 0.0e
DMS (5%): 1.3 5.5 5.8 2.37
CV: 43.5 10.9 9.8 3.31

Los valores medios seguidos por las mismas letras dentro de la misma columna son esta-
disticamente iguales (P<0.05), segun el método de la diferencia significativa honesta de
Tukey. ddi: dias después de la inoculacion. P: tratamiento preventivo. C: tratamiento cura-
tivo. / The intermediate values followed by the same letters in the same column are statisti-
cally equal (P<0.05), according to Tukey’s honest significant difference method. dai: days
after inoculation. P: preventive treatment. C: curative treatment.

que los tratamientos a base de B. subtilis 2x107 y
4x107 UFC mL" presentaron una incidencia de la
enfermedad de 31.8 y 33.8% correspondientemen-
te. Los tratamientos de B. subtilis 6x10" UFC mL"!
y el metil tiofanato + propamocarb clorhidrato (cu-
rativo) fueron estadisticamente iguales, mientras el
metil tiofanato + propamocarb clorhidrato (preven-
tivo) y el testigo absoluto fueron estadisticamente
iguales, con 0% de incidencia de la enfermedad.
En la tercera evaluacion (nueve ddi), la tendencia
anterior se mantuvo solo con un incremento en los
porcentajes de incidencia de la enfermedad. El tes-
tigo inoculado alcanzo una incidencia promedio de
75%, mientras que los tratamientos de B. subtilis
2x107 y 4x107 UFC mL"' presentaron una inciden-
cia de la enfermedad de 33.8 y 38.8%, respectiva-
mente. Los tratamientos de B. subtilis 6x10” UFC
mL"y el metil tiofanato + propamocarb clorhidrato
(curativo) fueron estadisticamente iguales, mien-
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incidence. Finally, in the fourth evaluation (12
dai), the inoculated control reached 100% average
incidence, while the treatment based on B. subtilis
2x107 UFC mL" reached 41.3% incidence, and
the treatment based on B. subtilis 4x10” UFC mL"!
reached 38.8% incidence; however, both treatments
(2x107 and 4x107 UFC mL"') were statistically
equal. In the treatments based on B. subtilis 6x107
UFC mL" and methyl thiophanate + propamocarb
hydrochloride (curative) the disease incidence
increased 2% compared to the percent obtained
in the third evaluation, being statistically equal.
Finally, the plants treated with methyl thiophanate +
propamocarb hydrochloride (preventive) remained
healthy, this is, with 0% disease incidence.

The results of the effectiveness of B. subtilis
obtained in this study agree with the results reported
by other researchers. It has been consistently
demonstrated that B. subtilis is effective to
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tras el metil tiofanato + propamocarb clorhidrato
(preventivo) y el testigo absoluto también fueron
estadisticamente iguales, con 0% de incidencia de
la enfermedad. Finalmente, en la cuarta evaluacion
(12 ddi), el testigo inoculado alcanzo6 una inciden-
cia promedio de 100%, mientras que el tratamiento
B. subtilis 2x10” UFC mL"' la incidencia se incre-
mento6 a 41.3% y en el tratamiento B. subtilis 4x107
UFC mL" la incidencia se incrementd a 38.8%;
sin embargo, ambos tratamientos (2x107 y 4x107
UFC mL") fueron estadisticamente iguales. En los
tratamientos B. subtilis 610" UFC mL"! y el me-
til tiofanato + propamocarb clorhidrato (curativo)
presentaron un incremento del 2% en la inciden-
cia de la enfermedad respecto a lo registrado en la
tercera evaluacion siendo estadisticamente iguales.
Por ultimo, las plantas tratadas con metil tiofanato
+ propamocarb clorhidrato (preventivo) se mantu-
vieron sanas, es decir, con 0% de incidencia de la
enfermedad.

Los resultados obtenidos en la presente inves-
tigacion sobre la efectividad de B. subtilis corres-
ponden a lo reportado por otros investigadores. Se
ha demostrado consistentemente que B. subtilis es
eficiente para el control de F. oxysporum (Mejia-
Bautista et al., 2016), Fusarium sp. (Illa et al.,
2020), P. capsici (Khalaf y Raizada, 2018) y R. so-
lani (Brewer y Larkin, 2005) en diferentes hospe-
dantes, incluyendo cucurbitaceas. De igual forma,
los resultados obtenidos con la aplicacion de metil
tiofanato, concuerdan con los resultados de investi-
gaciones previas que documentan la efectividad de
este fungicida metil benzimidazol carbamato para
el control de F. oxysporum en varios hospedantes
(Nel et al., 2007; Tarekegn et al., 2007). Asimismo,
el metil tiofanato reduce efectivamente la infeccion
por R. solani en diferentes hospedantes (Hancock,
1993; Kumar et al., 2003; Olaya et al., 1994). El
propamocarb clorhidrato es un ingrediente activo
ampliamente usado para el control de oomicetes,
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control F oxysporum (Mejia-Bautista et al.,
2016), Fusarium sp. (Illa et al., 2020), P. capsici
(Khalaf and Raizada, 2018) and R. solani (Brewer
and Larkin, 2005) in different hosts, including
cucurbitaceae. Similarly, the results obtained using
methyl thiophanate are consistent with the results
of previous studies that document the effectiveness
of methyl benzimidazole carbamate to control
F. oxysporum in several hosts (Nel et al., 2007,
Tarekegn et al., 2007). Methyl thiophanate is also
effective to reduce R. solani infection in different
hosts (Hancock, 1993; Kumar et al., 2003; Olaya et
al., 1994). Propamocarb hydrochloride is a widely
used active ingredient for the control of oomycetes,
including Phytophthora spp. in cucurbitaceae
(Deadman et al., 2002).

After the 12 days of the experiment, no increase
in the percentage of diseased plants in the treatments
was observed. None of the evaluated treatments
caused phytotoxicity to zucchini squash seedlings.
In the re-isolation of the phytopathogenic fungi
which were recovered from the inoculated control,
the frequency obtained was of 50, 35 and 15% for
P. capsici, R. solani and F. oxysporum; these data
coincided with the frequency of seedlings collected
in the field. This suggests that the dumping off
symptoms observed in the combined inoculation
were mainly caused by P capsici infection.
The first symptoms, caused by the combined
inoculation, appeared in a shorter period than that
observed when the pathogens were individually
inoculated (Fernandez-Herrera et al., 2007), thus
indicating that when £ oxysporum, P. capsici and
R. solani were combined, the inoculation was more
aggressive, because the incubation period was of
only 72 h. In this study, a higher radical development
of plants treated with B. subtilis was qualitatively
observed. Although none of the treatments based
on B. subtilis completely protected the zucchini
squash seedlings from the combined infection of F.
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incluyendo Phytophthora spp. en cucurbitaceas
(Deadman et al., 2002).

Posterior a los 12 dias de la evaluacion del expe-
rimento, no se observo incremento en el porcentaje
de plantas enfermas en los tratamientos. Ninguno
de los tratamientos evaluados causo fitotoxicidad
en las plantulas de calabacita. En el reaislamiento
de hongos fitopatdgenos recuperados de las plantu-
las del testigo inoculado se obtuvo una frecuencia
de 50,35y 15% para P. capsici, R. solani y F. oxys-
porum, datos que coincidieron en frecuencia de las
plantulas colectadas en campo. Lo anterior sugiere
que los sintomas de ahogamiento observados en la
inoculacion combinada se deben principalmente a
la infeccion por P. capsici. Los sintomas iniciales,
causados por la inoculacion combinada, se presen-
taron en un periodo mas corto que lo observado en
la inoculacion individual de los patogenos (Fernan-
dez-Herrera et al., 2007), lo que indica que la ino-
culacion conjunta de F. oxysporum, P. capsiciy R.
solani fue méas agresiva, presentando un periodo de
incubacion de solo 72 h. En el presente estudio, se
observo de manera cualitativa un mayor desarrollo
radical de las plantas tratadas con B. subtilis. Aun
cuando ninguno de los tratamientos a base de B.
subtilis protegieron completamente a las plantulas
de calabacita de la infeccion conjunta de F. oxyspo-
rum, P. capsici 'y R. solani, se observo la siguiente
tendencia: a mayor concentracion de la bacteria, se
registré una menor incidencia de la enfermedad. El
tratamiento con B. subtilis a 6x107 UFC mL"', fue
estadisticamente igual que el tratamiento quimico
curativo, lo que demuestra la factibilidad de su uso
en el manejo biologico de la enfermedad. En el caso
del tratamiento quimico preventivo fue estadistica-
mente igual que el testigo absoluto, corroborandose
asi la efectividad del control quimico. No obstante,
dentro de la tendencia actual en la reduccion del
uso de moléculas sintéticas en la produccion agri-
cola, el uso preventivo de productos bioldgicos es
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oxysporum, P. capsici and R. solani, the following
tendency was observed: the higher the concentration
of bacterium, the lower the disease incidence. The
treatment based on B. subtilis at 6x107 UFC mL"!
was statistically equal to the curative chemical
treatment, which demonstrates its potential for
the biological management of the disease. The
preventive chemical treatment was statistically
equal to the absolute control, thereby demonstrating
the effectiveness of the chemical control. However,
as part of the current trend in reducing the use of
synthetic molecules in agricultural production,
the preventive use of biological products is the
ecologically viable response to manage the disease.
The use of higher concentrations of B. subtilis is
suggested in further studies.

The products evaluated helped consistently to
reduce the incidence of zucchini squash seedlings
death. The biological product based on B. subtilis at
a concentration of 6x107 UFC mL! protected more
than 80% of the zucchini squash seedlings which
were inoculated with F. oxysporum, P. capsici and
R. solani; its effectiveness was statistically equal
to that of the curative treatment based on methyl
thiophanate + propamocarb hydrochloride. The
preventive treatment based on methyl thiophanate
+ propamocarb hydrochloride protected 100%
of the seedlings from the inoculation of the three
pathogens.

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

la respuesta ecologicamente viable para el manejo
de la enfermedad. En estudios posteriores se sugie-
re evaluar concentraciones mas altas de B. subtilis.

Los productos evaluados contribuyeron consis-
tentemente a disminuir la incidencia de la muerte
de plantulas de calabacita. El producto biologico
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a base de B. subtilis a una concentracion de 6x107
UFC mL"! protegié mas del 80% de las plantu-
las de calabacita inoculadas con F. oxysporum, P.
capsici y R. solani, teniendo una efectividad esta-
disticamente igual al tratamiento curativo de me-
til tiofanato + propamocarb clorhidrato. Mientras
que el tratamiento preventivo de metil tiofanato +
propamocarb clorhidrato protegio al 100% de las
plantulas de la inoculacion de los tres patdgenos.

LITERATURA CITADA

Ayala-Armenta QA, Tovar-Pedraza JM, Apodaca-Sanchez
MA, Correia KC, Sauceda-Acosta CP, Camacho-Tapia M
and Beltran-Pefia H. 2020. Phylogeny and pathogenicity
of soilborne fungi associated with wilt disease complex of
tomatillo (Physalis ixocarpa) in northern Sinaloa, Mexico.
European Journal of Plant Pathology 157: 733-749. https://
doi.org/10.1007/s10658-020-02030-9

Brewer MT and Larkin RP. 2005. Efficacy of several poten-
tial biocontrol organisms against Rhizoctonia solani on
potato. Crop Protection 24(11): 939-950. https://doi.
org/10.1016/j.cropro.2005.01.012

Cavaglieri L, Orlando J, Rodriguez MI, Chulze S and Etche-
verry M. 2005. Biocontrol of Bacillus subtilis against Fu-
sarium verticillioides in vitro and at the maize root level.
Research in Microbiology 156(5-6): 748—754. https://doi.
org/10.1016/j.resmic.2005.03.001

Chehri K, Abbasi S, Reddy KRN and Salleh B. 2010. Occu-
rrence and pathogenicity of various pathogenic fungi on
cucurbits from Kermanshah province, Iran. African Jour-
nal of Microbiology Research 4(12): 1215-1223. https:/
doi.org/10.5897/AJMR.9000532

Deadman ML, Al-Saadi AM, Al-Mahmuli I, Al-Magbali YM,
Al-Subhi R, Al- Kiyoomi K, Al-Hasani H and Thacker
JRM. 2002. Management of Pythium aphanidermatum
in greenhouse cucumber production in the Sultanate of
Oman. Pp. 171-176. In: The BCPC Conference: Pest and
diseases. Vol. 2. Proceedings of an international conferen-
ce held at the Brighton Hilton Metropole Hotel, Brighton,
UK. 1042 p

Erwin DC and Ribeiro OK. 1996. Phytophthora diseases
worldwide. American Phytopathology Society, MN, USA.
562p.

Falardeau J, Wise C, Novitsky L and Avis TJ. 2013. Ecological
and mechanistic insights into the direct and indirect an-
timicrobial properties of Bacillus subtilis lipopeptides on
plant pathogens. Journal of Chemical Ecology 39: 869—
878. https://doi.org/10.1007/s10886-013-0319-7

Fernandez-Herrera E, Acosta-Ramos M, Ponce-Gonzalez F y
Manuel-Pinto V. 2007. Manejo bioldgico de Phytophthora
capsici Leo., Fusarium oxysporum Schlechtend.: Fr. y Rhi-
zoctonia solani Kithn en jitomate (Lycopersicon esculen-
tum Mill.). Revista Mexicana de Fitopatologia 25(1): 35—
42. http://www.scielo.org.mx/pdf/rmfi/v25n1/v25nla5.pdf

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021

Hamdache A, Lamarti A, Aleu J and Collado 1G. 2011. Non-
peptide metabolites from the genus Bacillus. Journal of
Natural Products 74(4): 893-899. https://doi.org/10.1021/
np100853e

Hancock JG. 1993. Fungal rootlet colonization and forage
yields of alfalfa in fungicide-treated field plots. Plant Di-
sease 77: 601-608. https://doi.org/10.1094/pd-77-0601

Hausbeck MK and Lamour KH. 2004. Phytophthora capsici
on vegetable crops: research progress and management
challenges. Plant Disease 88(12): 1292—-1303. https://doi.
org/10.1094/pdis.2004.88.12.1292

Illa C, Pérez AA, Torassa M and Pérez MA. 2020. Effect of
biocontrol and promotion of peanut growth by inoculating
Trichoderma harzianum and Bacillus subtilis under con-
trolled conditions and field. Mexican Journal of Phytopa-
thology 38(1): 119-131. https://doi.org/10.18781/R.MEX.
FIT.1910-6

Khalaf EM and Raizada MN. 2018. Bacterial seed endophytes
of domesticated cucurbits antagonize fungal and oomycete
pathogens including powdery mildew. Frontiers in Micro-
biology 9: 42. https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.00042

Khedher SB, Kilani-Feki O, Dammak M, Jabnoun-Khia-
reddine H, Daami-Remadi M and Tounsi S. 2015. Effica-
cy of Bacillus subtilis V26 as a biological control agent
against Rhizoctonia solani on potato. Comptes Rendus
Biologies 338(12): 784-792. http://dx.doi.org/10.1016/j.
crvi.2015.09.005

Koike ST, Gladders P and Paulus AO. 2007. Vegetable di-
seases. A colour handbook. Manson Publishing. London,
UK, 448p. https://www.crcpress.com/Vegetable-Disea-
ses-A-Colour-Handbook/T-Koike-Gladders-Paulus/p/
book/9781840760750

Kumar V, Haseeb A and Shukla PK. 2003. Effect of carbofu-
ran, Topsin-M and neem cake on Meloidogyne incognita
and Rhizoctonia solani infesting Hyoscyamus niger. Cu-
rrent Nematology 14: 1-4. http://biovedjournal.org/Cu-
rrent%20%20Nematology%20journal.html

Leslie JF and Summerell BA. 2006. The Fusarium la-
boratory manual. Blackwell Publishing Professio-
nal, Iowa, USA. 388p. https://www.wiley.com/en-us/
The+Fusarium+Laboratory+Manual-p-9780813819198

Marquez-Licona G, Leyva-Mir SG, De Leén C, Hernandez-
Vargas M, T¢liz-Ortiz D, Kolatik M and Castillo-Gonzélez
F. 2018. Artificial inoculation of maize seeds with Spori-
sorium reilianum f. sp. zeae. Maydica 63(1): 1-8. https://
journals-crea.4science.it/index.php/maydica/article/
view/1593

Mejia-Bautista MA, Reyes-Ramirez A, Cristobal-Alejo J,
Tun-Suarez JM, Borges-Gomez LC and Pacheco-Agui-
lar JR. 2016. Bacillus spp. in the control of wilt caused
by Fusarium spp. in Capsicum chinense. Mexican Jo-
urnal of Phytophatology 34(3): 208-222. https://doi.
org/10.18781/R. MEX.FIT.1603-1

Nel B, Steinberg C, Labuschagne N and Viljoen A. 2007. Eva-
luation of fungicides and sterilants for potential applica-
tion in the management of Fusarium wilt of banana. Crop
Protection 26(4): 697-705. https://doi.org/10.1016/j.cro-
pro.2006.06.008

Olaya G, Abawi GS and Barnard J. 1994. Response of Rhizoc-
tonia solani and binucleate Rhizoctonia to five fungicides

312



FuLLy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

and control of pocket rot of table beets with foliar sprays.
Plant Disease 78: 1033—1037. https://doi.org/10.1094/pd-
78-1033

Ongena M and Jacques P. 2007. Bacillus lipopeptides: ver-
satile weapons for plant disease biocontrol. Trends in
Microbiology 16(3): 115-125. https://doi.org/10.1016/].
tim.2007.12.009

Scheuerell SJ, Sullivan DM and Mahaffee WF. 2005. Suppres-
sion of seedling damping-off caused by Pythium ultimum,
P. irregulare, and Rhizoctonia solani in container media
amended with a diverse range of Pacific Northwest com-
post sources. Phytopathology 95(3): 306-315. https://doi.
org/10.1094/phyto-95-0306

Sharma N and Sharma S. 2008. Control of foliar diseases of
mustard by Bacillus from reclaimed soil. Microbiologi-
cal Research 163: 408—413. https://doi.org/10.1016/j.mi-
cres.2006.06.011

Sneh B, Burpee L and Ogoshi A. 1991. Identification of Rhi-
zoctonia Species. American Phytopathology Society, MN,
USA. 133p.

Tarekegn G, Sakhuja PK, Swart WJ and Tamado T. 2007.
Integrated management of groundnut root rot using seed

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021

quality and fungicide seed treatment. International Jo-
urnal of Pest Management 53(1): 53-57. https://doi.
org/10.1080/09670870601058940

Vakalounakis DJ and Chalkias J. 2004. Survival of Fusarium
oxysporum f. sp. radicis- cucumerinum in soil. Crop Pro-
tection 23(9): 871-873. https://doi.org/10.1016/j.cro-
pro.2004.01.011

Villareal-Delgado MF, Villa-Rodriguez ED, Cira-Chavez LA,
Estrada-Alvarado MI, Parra-Cota FI and De los Santos-Vi-
llalobos S. 2017. The genus Bacillus as a biological control
agent and its implications in the agricultural biosecurity.
Mexican Journal of Phytophatology 36(1): 95-130. https://
doi.org/10.18781/R. MEX.FIT.1706-5

Wise C, Novitsky L, Tsopmo A and Avis TJ. 2012. Production
and antimicrobial activity of 3-hydroxypropionaldehyde
from Bacillus subtilis strain CU12. Journal of Chemical
Ecology. 38: 1521-1527. https://doi.org/10.1007/s10886-
012-0219-2

Zitter T, Hopkins D y Thomas C. 2004. Plagas y enfermedades
de las cucurbitaceas. American Phytopatological Society.
Mundi-Prensa. Madrid, Espafia. 88p.

313



In vitro control of Fusarium sp. associated with onion crop

through Trichoderma harzianum

Control in vitro de Fusarium sp. asociado al cultivo de cebolla
mediante Trichoderma harzianum

Saira J. Martinez-Salgado, Petra Andrade-Hoyos, Omar Romero-Arenas*, Centro de Agroecologia, Insti-
tuto de Ciencias, Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, San Pedro Zacachimalpa, CP. 72960, Puebla,
Meéxico; Nemesio Villa-Ruano, Gerardo Landeta-Cortés, CONACyT, Centro Universitario de Vinculacién
y Transferencia de Tecnologia-DITCo; José Antonio Rivera-Tapia, Centro de Investigaciones en Ciencias
Microbioldgicas, Instituto de Ciencias, Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, Ciudad Universitaria,
Puebla CP. 72570, México. *Autor para correspondencia: biol.ora@hotmail.com

Recibido: 25 de Enero, 2021.

Aceptado: 02 de Marzo, 2021.

Martinez-Salgado SJ, Andrade-Hoyos P, Romero-
Arenas O, Villa-Ruano N, Landeta-Cortés G and
Rivera-Tapia JA. 2021. In vitro control of Fusarium
sp. associated with onion crop through Trichoderma
harzianum. Mexican Journal of Phytopathology 39(2):
314-328

DOI: https://doi.org/10.18781/R. MEX.FIT.2101-4

Primera publicacion DOI: 22 de Marzo, 2021.
First DOI publication: March 22, 2021.

Resumen. La cebolla es la segunda hortaliza de
mayor produccion en el mundo. En México consti-
tuye un cultivo de gran importancia econémica en
diversos estados. El objetivo de la presente inves-
tigacion fue identificar y caracterizar morfoldgi-
camente la cepa CFbC asociada a la podredumbre
basal del cultivo de cebolla, asi como determinar
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Abstract. Onion is the second largest production
vegetable in the world. In Mexico it is a crop of
great economic importance in various states. The
objective of this research was to identify and
morphologically characterize the CFbC strain
associated with basal rot of onion crops, as well
as to determine the in vitro antagonistic capacity
of Trichoderma harzianum T-H4 on the isolate.
Vegetable tissue samples showing rot at the stem
and bulb level of the onion crop were collected
and monosporic cultures were generated for their
characterization and identification by the ITS1 and
ITS4 regions. A 533 bp sequence of CFbC strain
was obtained, which presented 100% identity with
Fusarium sp., Associated with basal rot. The T.
harzianum strain presented a percentage of radial
growth inhibition (PICR) of 76.24% antagonistic
level in vitro and a class II on the Bell scale.
It is suggested to carry out biological control
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la capacidad antagonica in vitro de Trichoderma
harzianum T-H4 sobre Fusarium sp. Se colectaron
muestras de tejido vegetal que presentaban pudri-
cion a nivel de tallo y bulbo del cultivo de cebo-
lla y se generaron cultivos monospoéricos para su
caracterizacion e identificacion por las regiones
ITS1 e ITS4. Se obtuvo una secuencia de 533 pb
de cepa CFbC, que presento 100% de identidad con
Fusarium sp., asociada a la podredumbre basal. La
cepa I, harzianum present6 un porcentaje de inhi-
bicion de crecimiento radial (PICR) de 76.24% de
nivel antagonico in vitro y una clase II en la escala
de Bell. Se sugiere realizar evaluaciones de con-
trol bioldgico con la cepa T-H4 en invernadero y a
campo abierto, asi como su identificacion a nivel
especie con técnicas moleculares complementarias.

Palabras clave: Antagonismo, identificacion mo-
lecular, crecimiento micelial, PICR.

La cebolla (A/lium cepa) es considerada uno de
los ingredientes indispensables en la dieta y culti-
vada alrededor del mundo (Joaheer et al.,2019). En
Meéxico es el tercer cultivo de mayor importancia
en las hortalizas, con una produccion de 85,104 t
para el afio 2018 en un area sembrada aproximada
de 7,329 ha, dejando una derrama economica de
26,029,376 millones de dolares (FAO, 2020). Baja
California es el principal estado productor de cebo-
lla con superficie sembrada de 3,443 ha, mientras
que Puebla ocupa el quinto lugar con 2,480 ha con
un rendimiento de 21,371 t ha! (SIAP, 2020).

Las enfermedades causadas por hongos que se
presentan con mayor frecuencia en esta hortaliza, y
pueden afectar follaje, raiz y fruto durante las eta-
pas de precosecha y postcosecha (Ji ef al., 2018).
Algunas de las enfermedades con mayor incidencia
en el género Allium son causadas por Rhizoctonia
solani, Brotrytis allii, Aspergillus niger, Colletotrichum
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evaluations with the T-H4 strain in the greenhouse
and in the open field, as well as its identification at
the species level.

Keywords: Antagonism, molecular identification,
mycelial growth, PICR.

Onion (Allium cepa) is considered one of the
basic ingredients in human diets and as a crop
around the world (Joaheer ef al., 2019). In Mexico,
it is the third most important vegetable, with a
production of 85,104 t for the year 2018, planted
in approximately 7,329 ha, leaving a revenue of de
26,029,376 dollars (FAO, 2020). Baja California
is the state that produces the most onion, with a
surface of 3,443 ha, and the state of Puebla is fifth,
with 2,480 ha and a yield of 21,371 t ha' (SIAP,
2020).

The most frequent diseases caused by fungi in
this vegetable can affect foliage, roots and fruits
during the stages of harvest and postharvest (Ji et
al., 2018). Some of the diseases with the highest
incidence on the Allium species are caused by
Rhizoctonia solani, Brotrytis allii, Aspergillus
niger, Colletotrichum circinans and Fusarium spp.
(Montes-Belmont ef al., 2003), the latter being
the main devastator of this crop in recent years
(Abdalla et al., 2019). Basal rot caused by the
genus Fusarium spp. is widely distributed around
the globe and has become a limitation in onion and
garlic producing areas (Kiehr y Delhey, 2015). The
main species within the genus Fusarium that harms
the onion crop around the world are F. proliferatum,
F. solani and F. oxysporum, reducing its yield by up
to 50% (Haapalainen et al., 2016), and it produces
symptoms in the onion plant that include wilting,
rotting of the roots and the basal lamina of the bulb
(Sanogo and Zhang, 2015). In Mexico, the genus
Fusarium is responsible for diverse diseases in
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circinans y Fusarium spp. (Montes-Belmont et al.,
2003), este ultimo es considerado como el princi-
pal devastador de este cultivo durante los ultimos
afos (Abdalla et al., 2019). La pudricién basal
ocasionada por el género Fusarium spp., se en-
cuentra ampliamente distribuida a nivel mundial,
convirtiéndose en una limitante en zonas produc-
toras de cebolla y ajo (Kiehr y Delhey, 2015). Las
principales especies del género Fusarium que dana
al cultivo de cebolla alrededor del mundo son
proliferatum, F. solani y F. oxysporum reducien-
do hasta un 50% su rendimiento (Haapalainen et
al., 2016), donde los principales sintomas de las
plantas de cebolla son: marchitamiento, pudricion
de raices y de la placa basal del bulbo (Sanogo y
Zhang, 2015). En México, el género Fusarium es
responsable de diversas enfermedades en cultivos
de cebolla (Montes-Belmont et al., 2003). Por eso
su importancia en la presente investigacion.

Los productos de sintesis quimica se han em-
pleado por décadas para el control de estas en-
fermedades (Gan y Wickings, 2017). Sin embargo,
el uso de éstos esta relacionado con la generacion
de resistencia, dafios al ambiente y la salud humana
(Andrade-Hoyos et al., 2019). Por lo tanto, el con-
trol bioldgico se considera una de las practicas efi-
cientes y ecologicamente viables para el desarrollo
de una agricultura sostenible (Pérez-Torres et al.,
2018).

El género Trichoderma contiene especies anta-
gonistas capaces de controlar un amplio nimero de
hongos que afectan a las plantas de interés agricola
(Romero-Arenas ef al., 2017). El éxito y su uso en
la agricultura se debe a sus mecanismos de accion
como la competencia por espacio, micoparasitis-
mo, antibiosis (Nawrocka et al., 2018), y la produc-
cion de compuestos volatiles (Hernandez-Melchor
etal.,2019). En consecuencia, los objetivos de este
trabajo fueron caracterizar morfolégicamente aisla-
dos fungicos del género Fusarium asociados a bul-
bos de cebolla en la comunidad rural La Soledad,
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onion plantations (Montes-Belmont et al., 2003).
Hence its importance in this investigation.

Chemically synthesized products have been used
for decades in the control of these diseases (Gan and
Wickings, 2017). However, their use is related to
the generation of resistance, environmental damage
and the deterioration of human health (Andrade-
Hoyos et al., 2019). Therefore, biological control
is considered an efficient and environmentally
feasible practice for the development of sustainable
agriculture (Pérez-Torres et al., 2018).

The genus Trichoderma contains antagonistic
species capable of controlling a wide number
of fungi that affect plants of agricultural interest
(Romero-Arenas et al., 2017). Its success and use
in agriculture are due to its action mechanisms
such as the competition for space, mycoparasitism,
antibiosis (Nawrocka et al.,, 2018), and the
production of volatile compounds (Hernandez-
Melchor et al.,2019). Consequently, the aims of this
investigation were to morphologically characterize
fungal isolations of the genus Fusarium relates
to onion bulbs in the rural town of La Soledad,
Chietla, Puebla-Mexico and to determine the in
vitro antagonistic ability of 7 harzianum T-H4 on
fungal isolations of the onion crop.

Isolation area. Plant tissues with rotting of the
stem (basal lamina) or bulb and scarce radicle
development were collected from a 3,144.3 m?
“Crystal white” onion field with a background of
high fungal incidence during the summer-autumn
2019 production season (18° 27’ 39.3258” N
and -98° 37’ 11.2614” W). The field belongs to
the town of La Soledad, in the municipal area of
Chietla in the state of Puebla, with a warm desert
weather (Bwh) and a mean rainfall of 700 mm
(Garcia, 2004). Sampling was aimed at individuals
with symptoms related to the genus Fusarium; all
samples were kept in an ice box until they were
transferred to the laboratory.
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Chietla, Puebla-México y determinar la capacidad
antagonica in vitro de T harzianum T-H4 sobre ais-
lados fungicos del cultivo de cebolla.

Zona del aislamiento. Se colectaron muestras de
tejido vegetal con pudricion a nivel de tallo (disco
basal) o bulbo, y poco desarrollo radicular en una
parcela de 3 144.3 m? de cultivo de cebolla variedad
“Crystal white” con antecedentes de alta incidencia
fungica durante la produccion verano-otofio 2019
(18°27°39.3258” y -98° 37 11.2614”). La parcela
agricola corresponde a la comunidad La Soledad,
perteneciente al municipio de Chietla del estado
de Puebla, con un clima desértico calido (Bwh) y
precipitacion media de 700 mm (Garcia, 2004). El
muestreo fue dirigido hacia individuos con sinto-
mas asociados al género Fusarium; todas las mues-
tras se mantuvieron en bolsas de plastico dentro de
una hielera hasta su traslado al laboratorio.

Aislamiento de Fusarium sp. de tejidos vegeta-
les. Se seleccionaron 30 bulbos para ser desinfes-
tados con agua corriente e hipoclorito de sodio al
10%. Se colocaron porciones de bulbos en camaras
htimedas; para esto se utilizaron cajas de polieti-
leno y papel filtro estéril himedo, finalmente las
cajas de polietileno se incubaron a 28 °C, por 10
dias. Una vez terminado el tiempo de incubacion,
el tejido muerto de los bulbos se cortd en seccio-
nes de 0.5 cm?, se desinfestaron con hipoclorito de
sodio al 1.5% y se lavaron tres veces con agua des-
tilada. Se secaron con papel estéril y finalmente se
sembraron en cajas Petri con medio de cultivo Papa
Dextrosa Agar (PDA) a una temperatura de 28 °C
con luz ambiental, por tres dias. Las colonias de-
sarrolladas fueron aisladas y purificadas mediante
cultivos monosporicos, siguiendo las indicaciones
de Morales et al. (2020).
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Isolation of Fusarium sp. from plant tissues.
Thirty bulbs were selected to be disinfested with
tap water and sodium hypochlorite at 10%. Pieces
of bulb were placed in wet chambers, using
polyethylene boxes and moist filter paper; the
polyethylene boxes were incubated at 28 °C for
10 days. After the incubation time, the dead bulb
tissue was cut into 0.5 c¢cm? sections, disinfested
with sodium hypochlorite at 1.5% and washed three
times with distilled water. They were dried using
sterilized paper and finally planted in Petri dishes
with Potato Dextrose Agar (PDA) at a temperature
of 28 °C with ambient light for three days. The
cultures developed were isolated and purified using
monospore cultures, following indications by
Morales et al. (2020).

Morphological characterization. The fungal
cultures obtained were identified with an analysis
of morphological characteristics related to the
genus Fusarium with taxonomic identification keys
by Barnett and Hunter (2006), in a microcultivation
system under an optical microscope (Carl Zeiss,
Jena, Germany) atamagnification of 1000x (Samson
etal.,2014). To evaluate the mycelial development,
pieces of the promissory isolations were inoculated
in Petri dishes with PDA, incubated in the dark at
28 °C for 10 days and the mycelial diameter was
measured every 12 h to estimate the growth speed
(cm), which was measured with the linear growth
function y=mx + b (where ‘y’ is the distance, ‘x’ is
time and ‘b’ is the constant factor) and expressed
in centimeters per day (cm d') (Zeravakis et al.,
2001). The diameter was measured using a digital
caliper (CD-6 Mitutoyo), always in the same
direction —in triplicate—, which was established
at random for each repetition. Only the average was
used to calculate the speed of mycelial growth per
day.
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Caracterizacion morfolégica. La identificacion
de las colonias fungicas obtenidas se realizdo me-
diante el analisis de caracteristicas morfologicas
asociadas al género Fusarium con claves taxono-
micas de identificacion de Barnett y Hunter (2006),
en un sistema de micro cultivo en un microscopio
optico (Carl Zeiss, Jena, Alemania) a 1000x magni-
ficaciones (Samson ef al., 2014). Para la evaluacion
del desarrollo micelial, se inocularon fragmentos
de los aislados promisorios en cajas Petri con PDA,
se incubaron bajo oscuridad a 28 °C por 10 dias y
se midio6 el diametro micelial cada 12 h para esti-
mar la velocidad de crecimiento (cm), la cual se
calcul6 con la funcion de crecimiento lineal y=mx
+ b (donde ‘y’ es la distancia, ‘x’ es el tiempo y ‘b’
el factor constante) y se expreso en centimetros por
dia (cm d') (Zeravakis et al., 2001). El diametro
se midio con un vernier digital (CD-6 Mitutoyo),
siempre en la misma direccion -por triplicado-, la
cual fue establecida al azar para cada repeticion, se
uso solo el promedio para calcular la velocidad de
crecimiento micelial por dia.

Identificacion molecular. Se extrajo ADN de co-
nidios, conidioforos y micelio de los aislados ob-
tenidos con caracteristicas morfologicas asociadas
a Fusarium, mediante el método CTAB 2% (Rive-
ra-Jiménez et al., 2018). El ADN se re-suspendio
en 100 mL de agua HPLC estéril y se cuantifico
mediante espectrofotometria (Nanodrop 2 000 C,
Thermo Scientific). Posteriormente, se diluyo a 20 ng
mL'y se almaceno a -20 °C. Para la amplificacion
se utilizo los cebadores ITS1 e ITS4 (White et al.,
1990), y 15 uL. de mezcla de reaccidn que contenian
0.18 pL de cada cebador, 0.18 pL. de dNTP, 0.9 puL
de ADN polimerasa GoTaqVR (Promega), 3 puL de
suspension de ADN y 10.56 pL de agua destilada.
La amplificacion se realizé en un termociclador
de ADN Peltier (PTC-200, Bio-Rad), 95 °C por
1 min; 35 ciclos a 95 °C por 30 s; 55 °C por 1 min;
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Molecular identification. DNA was extracted
from conidia, conidiophores and mycelia from
the isolations obtained with morphological
characteristics related to Fusarium, using the CTAB
2% method (Rivera-Jiménez et al., 2018). The DNA
was resuspended in 100 mL of sterilized HPLC
water and quantified using spectrophotometry
(Nanodrop 2 000 C, Thermo Scientific). Next, it
was diluted to 20 ng mL! and stored at -20 °C. For
the amplification, primers ITS1 and ITS4 (White
et al., 1990) were used, along with 15 pL of the
reaction mixture containing 0.18 pL of each primer,
0.18 puL of ANTP, 0.9 pL of GoTaqVR (Promega)
polymerase DNA, 3 uL of DNA suspension and
10.56 pL of distilled water. Amplification was
carried out in a Peltier (PTC-200, Bio-Rad) DNA
thermocycler at 95 °C for 1 min; 35 cycles at 95 °C
for 30 s; 55 °C for 1 min; an extension of 72 °C for
45 s; and finally, 72 °C for 5 min (Salazar-Gonzalez
et al., 2016). The amplified PCR products were
verified by electrophoresis in agarose gel at 1.5%
(Seakem) and were purified with ExoSAP-IT
(Affymetrix). Both chains were sequenced in the
Colegio de Posgraduados with BigDye Terminator
v3.1 (Applied Biosystems) in a 3 130 XL genetic
analyzer sequencer (Applied Biosystems, Foster
City, CA) and the software Bioedit 7.0.4.1,
following instructions by the manufacturer. The
sequence obtained was deposited in the Gen Bank’s
National Center for Biological Information (NCBI)
database and compared with five accessions (Table
1) available in the NCBI database to confirm its
identity (Nei and Kumar, 2000).

In vitro pathogenicity tests. Koch’s postulates
were implemented to confirm the pathogenicity of
Fusarium sp. Certified onion seeds of the variety
Crystal white with a percentage of germination of
90% were used after disinfecting. Six seeds were
placed in each Petri dish and after germinating,
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extension de 72 °C por 45 s; finalmente 72 °C por
5 min (Salazar-Gonzalez et al., 2016). Los produc-
tos de PCR amplificados se verificaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (Seakem)
y se purificaron con ExoSAP-IT (Affymetrix); am-
bas cadenas se secuenciaron en el Colegio de pos-
graduados con BigDye Terminator v3.1 (Applied
Biosystems) en un secuenciador analizador gené-
tico 3 130 XL (Applied Biosystems, Foster City,
CA) y el software Bioedit 7.0.4.1 de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. La secuencia obte-
nida fue depositada en la base de datos del National
Center for Biological Information (NCBI) del Gen
Bank, y se compard con cinco accesos (Cuadro 1)
disponibles en la base de datos del NCBI para co-
rroborar su identidad (Nei y Kumar, 2000).

Pruebas de patogenicidad in vitro. Se implemen-
taron los postulados de Koch para confirmar la pa-
togenicidad de Fusarium sp. Se utilizaron semillas
certificadas de cebolla variedad Crystal white con
un porcentaje de germinacion del 90%, las cuales
fueron desinfectadas previo a su uso. Se colocaron
seis semillas por caja Petri y una vez germinadas se
colocaron discos de 5 mm de didmetro con micelio
de Fusarium sp., en el centro de la caja Petri por tri-
plicado con dos repeticiones; como grupo control
se utilizo un disco de 5 mm de diametro de agar-
agua estéril. Las semillas se incubaron dentro de

discs, 5 mm in diameter with Fusarium sp.
mycelia were placed in the center of the Petri
dish, in triplicate with two repetitions; a disc, 5
mm in diameter with sterile agar-water was used
as a control. The seeds were incubated inside a
controlled-temperature (22 + 2 °C) environmental
chamber in complete darkness until 90% of the
control group germinated. After this moment,
a radicle length of over 5 mm was used as a
germination criterion; the growth or elongation of
the radicles were recorded in both groups (OECD,
1984; USEPA, 1996). The data recorded underwent
the Shapiro and Wilk test of normality (p<0.05)
and were compared based on Student’s ¢ test for
paired samples (p<0.05) (Iturbide-Zuiiga et al.,
2017). Finally, small sections (approx. 1 x 1 cm)
were taken from radicles with disease symptoms,
sterilized on the surface with sodium hypochlorite
at 1% for 10-30 s and rinsed three times with sterile
distilled water for reisolation; the segments were
then placed in a PDA medium and incubated in
the dark at 28 °C for 10 days. Next, the isolation
was observed under the optical microscope to
confirm that it was strain CFbC using taxonomic
identification keys (Barnett and Hunter, 2006).

Evaluation of the antagonism of 7. harzianum
with Fusarium sp. in dual culture. The evaluation
of the antagonism was carried out using strain

Cuadro 1. Especies del complejo de F. incarnatum-equiseti y secuencias del GenBank para corroborar

identidad de la cepa CFbC.

Table 1. Species of the F. incarnatum-equiseti complex and GenBank sequences to confirm the identity

of strain CFbC.

No. Accesion Complejo de especie Lugar Hospedante Pb Identidad
KP026922 F incarnatum-equiseti USA Citrullus lanatus 550 100%
HM999942 F incarnatum-equiseti Ecuador Piper reticulatum 519 100%
HQ625642 F incarnatum-equiseti Nicaragua Phaseolus vulgaris 399 100%
KX375792 F. incarnatum-equiseti Colombia Musa paradisiaca 440 100%
KY461086 F incarnatum-equiseti Brasil Schinus terebinthifolia 363 100%
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una camara ambiental con temperatura controlada
(22 £ 2 °C) y en total oscuridad, hasta que el 90%
de las semillas del grupo control hubieran germina-
do. Después de ese periodo, se utilizdé como criterio
de germinacién una longitud de radicula mayor de
5 mm, se registra el crecimiento o alargamiento de
la radicula de ambos grupos (OECD, 1984; USE-
PA, 1996). Los datos registrados se sometieron a la
prueba de normalidad de Shapiro y Wilk (p<0.05),
asi mismo, se compararon en base a la prueba ¢ de
student para muestras apareadas (p<0.05) (Iturbi-
de-Zufiiga et al., 2017). Finalmente, se tomaron
secciones pequenas (aprox. 1 x 1 cm) de radiculas
con sintomas de enfermedad, se esterilizaron en la
superficie con hipoclorito de sodio al 1% durante
10-30 s y se enjuagaron tres veces con agua des-
tilada estéril para el re-aislamiento, los segmentos
fueron colocados en medio PDA, se incubaron bajo
oscuridad a 28 °C por 10 dias. Posteriormente el
aislado se observo en el microscopio optico para
confirmar que se tratara de la cepa CFbC a través
de claves taxonomicas de identificacion (Barnett y
Hunter, 2006).

Evaluacion de antagonismo de 7. harzianum ante
Fusarium sp. en cultivos duales. La evaluacion
del antagonismo se realizé con la cepa T-H4 de T
harzianum, aislada de la raiz de Persea americana,
cuya secuencia se incluyé en la base de datos del
National Center for Biological Information (NCBI)
con el nimero de acceso MK779064.1, misma que
esta en el laboratorio de Eco-Campus Valsequillo,
del Instituto de Ciencias, Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla (BUAP) (Andrade-Hoyos
et al., 2020). Se utiliz6 la técnica de cultivo dual
de acuerdo con Andrade-Hoyos et al. (2019) -por
triplicado- para determinar el porcentaje de inhibi-
cion de crecimiento radial con la formula PICR=
[(R1-R2/R1) x 100] para cada ensayo evaluado
por un lapso de 10 dias. Los datos registrados se
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T-H4 of T. harzianum, isolated from the root of
Persea americana, the sequence of which was
included in the data base of the National Center
for Biological Information (NCBI) with accession
number MK779064.1, which is in the laboratory
of the Eco-Campus Valsequillo, of the Institute
of Science, Benemérita Universidad Autonoma
de Puebla (BUAP) (Andrade-Hoyos et al., 2020).
The dual culture technique was used, following
Andrade-Hoyos et al. (2019) -in triplicate-
to determine the percentage of radial growth
inhibition with the formula PICR= [(R1-R2/R1) x
100] for each trial evaluated for a 10-day period.
The data recorded underwent the Shapiro Wilk test
(»<0.05) and compared based on Student’s ¢ test for
paired samples (p<0.05) in the IBM SPSS Statistics
statistical package, version 25 (Iturbide-Zuniga et
al., 2017). The experiment was performed twice
for its validation. In order to complement the
evidence of antagonism, each trial was compared
and classified with the scale established by Bell et
al. (1982): 1) the growth of 7. harzianum covered
the entire surface of the medium and reduced the
Fusarium sp. culture, 1) the growth of T_ harzianum
covered at least two-thirds of the medium, III) 7
harzianum and Fusarium sp. grew over 1/2 and
1/2 of the medium’s surface, without superposing
each other, IV) Fusarium sp. grew over at least
2/3 of the medium and resisted the invasion of
T harzianum and V) the growth of Fusarium sp.
covered the entire surface of the medium.

Identification. Using the proposed isolation
strategy, only one culture related to the genus
Fusarium was obtained. Strain CFbC displayed a
radial growth with a speed of growth of 0.5294 +
0.0833 cm d, a range which agrees with the study
by Groenewald et al. (2006). The culture of strain
CFbC was abundant aerial mycelia, initially white,
but after maturing they turned slightly cinnamon-
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sometieron a la prueba de normalidad de Shapiro y
Wilk (p<0.05), asi mismo, se compararon en base
a la prueba ¢ de student para muestras apareadas
(»<0.05) en el paquete estadistico IBM SPSS Sta-
tistics version 25 (Iturbide-Zuiiga et al., 2017). El
experimento se repitid dos veces para su valida-
cion. Para complementar las evidencias del anta-
gonismo, se comparod y clasifico cada ensayo con
la escala establecida por Bell et al. (1982): I) cre-
cimiento de T. harzianum cubri6 toda la superficie
del medio y redujo la colonia de Fusarium sp., II)
crecimiento de 7. harzianum cubrio al menos 2/3
partes del medio, II1) 7. harzianum y Fusarium sp.,
crecieron 1/2 y 1/2 de la superficie del medio, uno
no se sobrepuso al otro, IV) Fusarium sp., crecid al
menos 2/3 partes del medio y resistid a la invasion
de T. harzianum y V) crecimiento de Fusarium sp.,
cubrid toda la superficie del medio.

Identificacién. Utilizando la estrategia propuesta
de aislamiento, s6lo una colonia asociada al género
Fusarium fue obtenida. La cepa CFbC se caracteri-
z06 por presentar un crecimiento radial con una ve-
locidad de crecimiento de 0.5294 + 0.0833 c¢cm d-',
rango que concuerda con el estudio de Groenewald
et al. (2006). El aspecto de la colonia de la cepa
CFbC fue abundante micelio aéreo, al principio de
color blanco, pero al madurar se tornan ligeramente
color café canela, al reverso de la placa, se mues-
tra una coloracion ligeramente naranja (Figura lay
b). La cepa CFbC present6 hifas septadas, hialinas,
macroconidios tabicados con cinco septos, falca-
dos, con una curvatura distintiva de longitud de 60
-120 um aprox. (Figura 1c), con pared gruesa que
en su parte ventral se arquea ligeramente y en la
parte dorsal se arquea abruptamente, con una célula
basal en forma de pie y la parte apical filamentosa.
Las caracteristicas morfologicas mencionadas an-
teriormente, coincidieron con las descritas por Bar-
nett y Hunter (2006) y Leslie y Summerell (2006)
para Fusarium sp.
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brown, and on the reverse of the dish, a slightly
orange color can be noticed (Figure la and b).
Strain CFbC presented septated hyphae, hyalines,
septated macroconidia with five septa, with a
distinct curvature, a length of approximately 60
-120 pm (Figure 1c), with a thick wall, slightly
arched in the ventral part, and abruptly arched in
the dorsal part, with a foot-shaped basal cell and
a filamentous apical section. The morphological
characteristics mentioned above coincided with
those described by Barnett and Hunter (2006), and
Leslie and Summerell (2006) for Fusarium sp.

The amplification of the ribosomal ITS region
gave a product of 533 pb of strain CFbC, which
displayed an identity of 100% with the Fusarium
incarnatum-equiseti species complex (Table 1)
according to the Gen Bank data base. This sequence
was included in the NCBI data base with accession
number MN612793.1.

Pathogenicity tests. Eight days after the in vitro
inoculation with strain CFbC, all plants began
a percentage of
germination of 95%. The pathogenicity test results
are shown in Figure 2, where a radicle growth
below 5 mm (Figure 2a) is presented, along with
apical strangulation, necrosis in the radicle (Figure
2b), and colonization in seedlings at the seed
germination level in dishes with agar-water (Figure
2c¢), results which are positive for the inoculation of
Fusarium sp. In seedlings used as controls, no
symptoms were observed (Figure 2d), which proves
Koch'’s postulates.

In the pathogenicity test, radicle growth
decreased by 42.02%, displaying significant
differences. Koch’s postulates were confirmed with
the reisolation of Fusarium sp. from rhizomes of
seedlings germinated 10 days after inoculation. This
pathogen has been reported by Dauda et al. (2018),
who first reported the regressive death of onion

showing symptoms, with

plants caused by Fusarium equiseti in Nigeria.
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Figura 1. a) Colonia de Fusarium sp. en medio PDA, b) Reverso de colonia en PDA, coloraciéon naranja, ¢) Monofidlides
cortas y microconidios agrupados en falsas cabezas, d) Macroconidios tabicados con cinco septos, ) Microconidias,

fy g) Macroconidias con curvatura distintiva, 40 X.

Figure 1. a) Culture of Fusarium sp. in a PDA medium, b) Reverse of culture in PDA, orange coloring, ¢) Short monophyllids
and microconidia grouped into false heads, d) Septated macroconidia with five septa, e) Microconidia, f and g)

Macroconidia with distinctive cuvatures, 40 X.

Con la amplificacion de la region ITS ribosomal
se obtuvo un producto de 533 pb de la cepa CFbC,
que present6d 100% de identidad con el complejo de
especies Fusarium incarnatum-equiseti (Cuadro 1)
de acuerdo con la base de datos del Gen Bank, esta
secuencia se incluy6 en la base de datos NCBI con
el nimero de acceso MN612793.1.

Pruebas de patogenicidad. Ocho dias después de
la inoculacioén in vitro con la cepa CFbC todas las
plantas comenzaron a mostrar sintomas, presentan-
do un porcentaje de germinacion del 95%. Los re-
sultados de las pruebas de patogenicidad se presen-
tan en la Figura 2, donde se observa un crecimiento
radicular menor a 5 mm (Figura 2a), ahorcamiento
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Evaluation of the antagonism of 7. harzianum
on Fusarium sp., in a dual culture. Areas of
interaction were observed between 7. harzianum
(T-H4) and Fusarium sp. (CFbC), in the form of
competition for space and nutrients. The reduction
in the growth rate in dual cultures is an indicator
of the antagonistic capacity of Trichoderma
(Guigon-Lopez et al., 2010). In this study, the
growth of Fusarium sp. in confrontation of strain
T-H4 was clearly inhibited as of five day (Figure
3a). When evaluating the PICR, significant
differences (»p<0,0001) were found in Student’s
t test, with a value of =92.57. The PICR was
76.24% (Figure 4b), a value which falls into class
II (Figure 4a) according to the scale established
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Figura 2. Germinacion de semillas inoculadas con Fusarium sp. a) Crecimiento raiz minimo y necrosis, b) Ahorcamiento y
necrosis, ¢) Colonizacion en parte apical, d) Testigo sin sintomas.

Figure 2. Germination of seeds inoculated with Fusarium sp. a) Minimal root growth and necrosis, b) Strangulation and
necrosis, ¢) Colonization in the apex, d) Control without symptoms.

apical, necrosis en la radicula (Figura 2b), y colo-
nizacion en las plantulas a nivel de germinacion de
semilla en placas con agar agua (Figura 2c¢), resul-
tados positivos para la inoculacion de Fusarium sp.
En las plantulas empleadas como testigos no se ob-
servaron sintomas (Figura 2d), comprobando con
ello los postulados de Koch.

En la prueba de patogenicidad, se observo una
reduccion del 42.02% en el crecimiento radicular,
mostrando diferencias significativas. Los postula-
dos de Koch se confirmaron mediante el re-aisla-
miento de Fusarium sp. de rizomas de plantulas
germinadas a los 10 dias pos-inoculacion. Este pa-
togeno ha sido reportado por Dauda et al. (2018)
quienes realizaron un primer reporte sobre la enfer-
medad de muerte regresiva de la cebolla causada
por F. equiseti en Nigeria.

Evaluacion del antagonismo de 7. harzianum so-
bre Fusarium sp., en cultivo dual. Se presentaron
zonas de interaccion entre 7. harzianum (T-H4) y
Fusarium sp. (CFbC), donde se observo competencia

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021

by Bell et al. (1982). Michel-Aceves et al. (2005)
report an inhibition of 73% in radicle growth
when evaluating the antagonistic effect of native
isolations of Trichoderma spp. on the growth of F.
subglutinans, similar to the results of this study. On
the other hand, Jagraj et al. (2018) reported 75.9%
for F. oxysporum against T. harzianum, higher
than 7. viride and T. koningii, with 67.7 and 55.6%
respectively for strains isolated from tomato plants.

Reyes et al. (2008) noted that one of the
significant characteristics of Trichoderma is its
high growth rate, and the secretion of secondary
metabolites of a different nature, which slow down
the growth rates of other competitors. In addition,
mycoparasitism is another action mechanism of
the genus Trichoderma. In this case, swellings
were observed in macroconidia and hyphae, as
well as the breaking of septum, the presence of
granulations and the vacuolization of hyphae by
T harzianum (Figure 4b), reaffirming the high
mycoparasitic capacity of strain T-H4. Duarte-Leal
et al. (2018) observed mycoparasitism between the
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de espacio y nutrientes. La reduccién en la tasa de
crecimiento en cultivos duales es un indicador de
la capacidad antagonica de Trichoderma (Guigon-
Lopez et al., 2010). En el presente estudio, el cre-
cimiento de Fusarium sp. en confrontacion con la
cepa T-H4 fue claramente inhibido a partir del dia
5 (Figura 3a). Al evaluar el PICR se detectaron di-
ferencias significativas (P < 0,0001) en la prueba
de ¢ de student, con un valor de = 92.57. El PICR
fue de 76.24% (Figura 4b), valor que se clasifica
en la clase II (Figura 4a) de acuerdo con la escala
establecida por Bell ef al. (1982). Michel-Aceves
et al. (2005), reportan el 73% de inhibicion de cre-
cimiento radicular al evaluar el efecto antagonico
de aislados nativos de Trichoderma spp., sobre el
crecimiento de F. subglutinans, resultados simila-
res en el presente estudio. Por otro lado, Jagraj et al.
(2018) reportan un valor de 75.9% para F. oxysporum

hyphae of . asperellum (Ta.25), where it penetrated
and caused the lysis of the hyphae of Fusarium
oxysporum f. sp. ciceri (F-50), as reported in the
present investigation. The results confirmed the
notifications by Gonzalez et al. (2012) and Hyder et
al. (2017) regarding the enzymatic degradation of
the cell wall of the phytopathogenic fungi during
the mycoparasitic action, which causes lysis and
thus the disorganization of the cytoplasmic content
which, according to these authors, is related to the
action of the enzymes chitinase, -1,3-glucanases,
B-1,6-glucanases, a-1,3-glucanases and proteases
spp.- Additionally,
Leon et al. (2012) observed strangulation and
the lysis of the walls of the hyphae, followed by

excreted by Trichoderma

a disintegration and degradation of the cell walls
of Fusarium sp. when confronting strains 76111
and 7c241 of Trichoderma spp.
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Figura 3. Comparacion del crecimiento micelial y PICR. a) Crecimiento de Fusarium sp. en presencia y ausencia de 7.
harzianum b) Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) de Fusarium sp. a 10 dias de la inoculacion
en presencia y ausencia de 7. harzianum. *Medias con letras diferentes indican diferencias significativas con la
prueba de t de student (p<0.05).
Figure 3. Comparison of mycelial growth and PICR. a) Growth of Fusarium sp. in the presence and absence of 7. harzianum

b) Percentage of inhibition of radial growth (PICR) of Fusarium sp. 10 days after inoculation in the presence and
absence of 1. harzianum. *Means with different letters indicate significant differences with the Student’s 7 test
(p=0.05).

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021 324



FuLLYy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

Crecimiento

(cm)

wmnuviz4avy

Zona de interaccion

Figura 4. a) Antagonismo de la cepa T-H4 de T. harzianum frente a Fusarium sp., donde se observa una clase II en la escala
de Bell ez al. (1982), b) Micoparasitismo de 7. harzianum sobre las hifas y conidios de Fusarium sp., * hinchamiento
de hifa, ** enrollamiento de hifa, *** granulaciones dentro de hifa, **** hinchamiento de macroconidio.

Figure 4. a) Antagonism of strain T-H4 of 7. harzianum against Fusarium sp., showing type II in the scale by Bell et al.
(1982), b) Mycoparasitism of 7. harzianum on the hyphae and conidia of Fusarium sp., * swelling of the hypha,
**curling of the hypha, *** granulations inside the hypha, **** swelling of the macroconidia.

frente a 7. harzianum, mayor a T. viride y T. ko-
ningii con 67.7 y 55.6% respectivamente, esto para
cepas aisladas de plantas de jitomate.

Reyes et al. (2008), notificaron que una de las
caracteristicas significativas de Trichoderma es su
elevada velocidad de crecimiento, y la secrecion
de metabolitos secundarios de diferente naturaleza,
que frenan el crecimiento de otros competidores.
Asimismo, el micoparasitismo es otro de los meca-
nismos de accion del género Trichoderma. En este
caso se logrd observar hinchamientos en macroco-
nidias e hifas, asi como ruptura de septos, presen-
cia de granulaciones y vacuolizacion de hifas por
T harzianum (Figura 4b), esto reafirma la elevada
capacidad micoparasitica de la cepa T-H4. Duarte-
Leal et al. (2018) observaron micoparasitismo en-
tre hifas de 7. asperellum (Ta.25), donde penetrd
y causo lisis en hifas de Fusarium oxysporum f.
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The hyphal interactions that intervene in the
parasitism are measured by the enzymatic activity
of the antagonist, which allows the penetration,
deformation, disintegration and death of the hyphae
of the pathogen (Leon et al., 2012), and therefore
the strains with a high enzymatic potential tend to
have a greater mycoparasitic effect (Gonzalez et al.,
2012); herein lies the importance of the selection of
strains with various types of hyphal interactions.

Antagonism tests reflect the capacity and genetic
variability of the antagonist and the phytopathogen
to resist antagonism and perform a preliminary
selection of the most efficient antagonistic strains
to be evaluated under field conditions, as well as to
complement and determine its ability exercised for
the biocontrol (Morales et al., 2020).

Fusarium sp. was identified as being related to
basal rot in bulbs from onions (4//ium cepa) of the
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sp. ciceri (F-50) como lo reportado en la presente
investigacion. Los resultados corroboraron lo no-
tificado por Gonzélez et al. (2012) y Hyder et al.
(2017), sobre la degradacion enzimatica de la pa-
red celular de los hongos fitopatogénicos durante
la accién micoparasitica, que causa lisis y con ello
la desorganizacion del contenido citoplasmatico
que, segin estos autores, esta relacionada con la
accion de las enzimas quitinasas, B-1,3-glucanasas,
B-1,6-glucanasas, a-1,3-glucanasas y proteasas ex-
cretadas por Trichoderma spp. Ademas, Leon et
al. (2012) observaron presencia de estrangulamien-
to y lisis de las paredes de las hifas, seguidas de
una desintegracion y degradacion de las paredes
celulares de Fusarium sp., al enfrentarse a las ce-
pas Th111 y Tc241 de Trichoderma spp.

Las interacciones hifales que intervienen en el
parasitismo son mediadas por la actividad enzima-
tica del antagonista, que permite la penetracion,
deformacion, desintegracion y muerte de las hifas
del patogeno (Ledn et al., 2012), por lo que aque-
llas cepas que exhiben un alto potencial enzimatico
tienden a poseer un mayor efecto micoparasitico
(Gonzalez et al., 2012); de ahi la importancia de la
seleccion de cepas con varios tipos de interacciones
hifales.

Las pruebas de antagonismo reflejan la capaci-
dad y variabilidad genética del antagonista y del
fitopatdgeno para resistir el antagonismo y realizar
una seleccion preliminar de las cepas antagoénicas
mas eficientes para ser evaluadas en condiciones
de campo, asi como para complementar y determi-
nar su capacidad biocontroladora (Morales et al.,
2020).

Se logrd identificar a Fusarium sp. asociado a
la podredumbre basal, proveniente de bulbos del
cultivo de cebolla (4/lium cepa) variedad Crystal
white, ubicada en La Soledad, perteneciente al mu-
nicipio de Chietla del estado de Puebla, México.
La cepa de T harzianum T-H4 mostré adecuada

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021

Crystal white variety, found in La Soledad, which
belongs to the municipal area of Chietla, in the state
of Puebla, Mexico. The T. harzianum strain T-H4
displayed an adequate antagonistic ability in vitro
against Fusarium sp., with a PICR of 76.24%. It is
necessary to verify the antagonistic capacity of 7.
harzianum T-H4 in the field against strain CFbC as
well as its identification with the elongation factor
of translation (EF1a) in order to recommend its use
as an alternative for the onion farmers of the area.

End of the English version ~—~—~—~——~

capacidad antagénica in vitro frente a Fusarium
sp., con un PICR de 76.24%. Es necesario verificar
en campo la capacidad antagonista de 7. harzianum
T-H4 frente a la cepa CFbC, asi como su identifica-
cion por el factor de elongacién de la traduccion la
(EF1a), para asi recomendar su uso como alternati-
va a los productores de cebolla de la region.
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Resumen. Para identificar el agente causal de la
costra negra del nopal (Opuntia ficus-indica) se ais-
laron e identificaron morfolégicamente los hongos
asociados a la enfermedad. El estudio se realiz6 a
partir de cladodios con sintomas caracteristicos de
la enfermedad colectados en la localidad de San-
ta Cecilia Clavijero, en el municipio de San Juan
Ixcaquixtla, Puebla. Los hongos asociados a la
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Abstract. To identify the agent of black scab
on prickly pear (Opuntia ficus-indica), the fungi
associated with the disease were isolated and
morphologically identified. The study was carried
out from cladodes with characteristic symptoms
of the disease collected in the town of Santa
Cecilia Clavijero, in the municipality of San Juan
Ixcaquixtla, Puebla. The fungi associated with
the disease were identified as: Cladosporium
hesperidica

cladosporioides, Aplosporella

and Didymella glomerata. To demonstrate
their pathogenicity, the fungi were inoculated
individually and in their combinations in six-
month-old cladodes. Symptoms started 50 days
after inoculation. The inoculation method that
allowed the reproduction of the symptoms was
the injection of a suspension at a concentration of
6 x 10° conidia mL"' of the mixture of the three
fungi; cladodes inoculated with one and two fungi,
did not result in the development of the disease. C.
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enfermedad se identificaron como: Cladosporium
cladosporioides, Aplosporella hesperidica y Didy-
mella glomerata. Para demostrar su patogenicidad,
los hongos se inocularon individualmente y en sus
combinaciones en cladodios de seis meses de edad.
Los sintomas iniciaron 50 dias después de la ino-
culacion. El método de inoculacion que permitid
la reproduccion de los sintomas fue la inyeccion
de una suspension a una concentracion de 6x10°
conidios mL™! de la mezcla de los tres hongos; cla-
dodios inoculados con uno y dos hongos, no resultd
en el desarrollo de la enfermedad. C. cladosporioi-
des, A. hesperidica 'y D. glomerata son los agentes
causales de la costra negra del nopal siendo este el
primer reporte de estos patogenos en el cultivo del
nopal.

Palabras clave: Patogenicidad, Postulados de
Koch, inoculacion, cladodios.

El nopal (Opuntia spp.) se encuentra amplia-
mente distribuido en el continente americano, prin-
cipalmente en la parte central, pertenece a la fami-
lia Cactaceae en donde la especie mas importante
debido a su valor economico es O. ficus-indica, la
cual se cultiva tanto para la produccion de frutos
(tuna), como para consumo de cladodios (nopali-
tos) (Caruso et al., 2010). Los usos son diversos,
en general se utiliza en la industria alimenticia,
medicinal y quimica, presenta un alto valor ecolo-
gico y simbolico (Marquez-Berber ef al., 2012). A
nivel mundial, México es el principal productor de
nopal verdura (O. ficus-indica), con una superficie
sembrada de 12,799 ha. Las principales entidades
productoras son: Morelos con 4,107 ha, Ciudad de
Meéxico con 2,482, Estado de México con 1,016 y
Tamaulipas con 957 ha (SIAP, 2019). Sin embar-
go, como muchos otros cultivos, la productividad
de este es afectada por varios factores, entre los
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cladosporioides, A. hesperidica and D. glomerata
are the causative agents of the nopal black scab,
this being the first report of these pathogens in the
nopal cultivation.

Key words: Pathogenicity, Koch’s postulates,
inoculation, cladodes.

The prickly pear (Opuntia spp.) is widely
distributed throughout the American continent,
mainly in the central area. It belongs to the
Cactaceae family, in which the most important
species due to its economic value is found: O.
ficus-indica, which is planted for its fruit (tuna),
as well as for its cladode (nopal) (Caruso et al.,
2010). Its diverse uses include production for
the food, medical and chemical industries, and
it has a high environmental and symbolic value
(Marquez-Berber et al., 2012). Mexico is the
main producer of prickly pear (O. ficus-indica),
with a surface of 12,799 ha planted with this
crop. The main producing areas are Morelos,
with 4,107 ha; Mexico City, with 2,482; State of
Mexico, with 1,016 ha and Tamaulipas, with 957
ha (SIAP, 2019). However, like many other crops,
its productivity can be affected by several factors,
including phytosanitary factors. In the municipality
of San Juan Ixcaquixtla, Puebla, the cladodes have
been reported with symptoms of dark brown to
black spots, which only affect the surface (cuticle,
epidermis and part of the parenchyma). At the end
of the cycle of the disease, the affected areas can
be detached, showing scars and deformities on
the cladode. This disease has been called black
scab, and it causes deformities and a reduction
of the photosynthetic area of the prickly pear; its
incidence was of approximately 60%. Similar
symptoms, cause by tissue necrosis, are caused by
different pathogens in the prickly pear, including
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que se encuentran los de indole fitosanitaria. En el
municipio de San Juan Ixcaquixtla, Puebla se ha
reportado la presencia de cladodios con sintomas
de manchas de color café oscuro a negro, las cuales
Unicamente afectan la parte superficial (cuticula,
epidermis y parte del parénquima); al término del
ciclo de la enfermedad, las partes afectadas pue-
den desprenderse dejando ver cicatrices y defor-
maciones sobre el cladodio; dicha enfermedad se
ha denominado como costra negra, la cual causa
deformacion y reduccion del area fotosintética del
nopal, con incidencia de alrededor del 60%. Sinto-
mas similares, debidos a necrosis de tejido son cau-
sados por diferentes patdgenos en nopal entre los
que se incluyen a Fusarium sporotrichioides, La-
siodiplodia theobromae, asociados a la necrosis de
cladodios (Swart y Kriel, 2002); Pseudocercospora
opuntiae, agente causal de la mancha negra del no-
pal (Ayala-Escobar et al., 2006; Quezada-Salinas et
al., 2006); Fusarium lunatum (Flores-Flores et al.,
2013) y Pectobacterium spp. (Torres-Bojérquez et
al., 2016). Los sintomas observados en San Juan
Ixcaquixtla no coinciden con ninguno de los repor-
tados por lo que el objetivo de esta investigacion
fue identificar el agente causal de la costra negra
del nopal.

En la localidad de Santa Cecilia Clavijero, mu-
nicipio de San Juan Ixcaquixtla (18° 26’ 25.80”
N, 97° 47° 35.63” O) Puebla, durante 2018-2020
se recolectaron cladodios con diferentes grados de
avance de la enfermedad denominada costra negra.
De tejido sintomatico se cortaron trozos de 1 cm?
de la zona de transicidn tejido enfermo-sano (con-
junto cuticula-epidermis-colénquima). Los trozos
se desinfestaron con hipoclorito de sodio (NaO-
Cl) a 1% durante 1 min, se lavaron dos veces con
agua destilada esterilizada, se secaron sobre papel
secante estéril y se sembraron en camara humeda
y en medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA)
para ser incubados a 25+2 °C durante cinco dias.
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Fusarium sporotrichioides, Lasiodiplodia
theobromae, related to the necrosis of cladodes
(Swart and Kriel, 2002);
opuntiae, causal agent of the black scab on prickly
pear (Ayala-Escobar et al., 2006; Quezada-Salinas
et al., 2006); Fusarium lunatum (Flores-Flores
et al., 2013) and Pectobacterium spp. (Torres-
Bojorquez et al., 2016). The symptoms observed
in San Juan Ixcaquixtla do not coincide with any
reports, therefore the aim of this investigation was

to identify the causal agent on black scab on prickly

Pseudocercospora

pear.

In the town of Santa Cecilia Clavijero, in the
municipality of San Juan Ixcaquixtla (18° 26’
25.80” N, 97° 47’ 35.63” W) Puebla, during
2018-2020, cladodes were collected with different
degrees of progress of the disease called black
scab. Pieces of tissue with symptoms, 1 cm? in size,
were cut from the diseased-healthy tissue transition
(cuticle-epidermis-collenchyma). The pieces were
disinfested with a 1% sodium hypochlorite (NaOCI)
solution for 1 min, washed twice with sterilized
distilled water, dried on sterilized drying paper, and
planted in a wet chamber in a potato-dextrose-agar
(PDA) medium and later incubated at 2542 °C for
five days. The fungal cultures developed and the
structures formed in the chamber were transferred
to a potato-dextrose-agar medium (natural: potato
200 g, dextrose 14 g, agar 18 g, water 1 L) with
added lactic acid (1.5 mL at 10%) and incubated
under continuous white fluorescent light at 2542 °C.

The fungi were purified with monoconidial
cultures in water-agar at 2% (W/V). The induction
of reproductive structures was carried out in PDA
at 25+2 °C. The identification and morphological
description of the isolations was carried out with
temporary and permanent preparations which helped
observe the morphology and the size of 100 spores
of each isolation under a compound microscope at
a magnification of 40X. To determine the species,
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Las colonias de hongos desarrolladas y las estruc-
turas formadas en camara humeda se transfirieron
a medio papa-dextrosa-agar (natural: papa 200 g,
dextrosa 14 g, agar 18 g, agua 1 L) adicionado con
acido lactico (1.5 mL al 10%), y se incubaron bajo
luz blanca fluorescente continua a 25+2 °C.

Los hongos se purificaron mediante cultivos
monoconidiales en agua-agar al 2% (W/V). La in-
duccion de estructuras reproductivas se llevo a cabo
en PDA a 25+2 °C. La identificacion y descripcion
morfolégica de los aislamientos se realizoé con pre-
paraciones temporales y permanentes que se obser-
varon bajo microscopio compuesto (Virtue-N), la
morfologia y tamafio de 100 esporas de cada uno de
los aislamientos a una magnificacion de 40X. Para
la determinacion de la especie se siguieron claves
taxonodmicas y comparacion con reportes existentes
en la literatura cientifica (Boerema, 1993; Bensch
etal.,2010; Bensch et al., 2012; Chen et al., 2015;
Nam et al., 2015; Pan et al., 2018; Mapook et al.,
2020).

Se plantaron cladodios sanos en macetas con
suelo estéril y se conservaron durante seis meses
en un invernadero del Colegio de Postgraduados,
Meéxico; a una temperatura de 24+3 °C y 70% de
humedad relativa. Debido a que de manera con-
sistente se aislaron tres hongos: Cladosporium
cladosporioides, Aplosporella hesperidica y Didy-
mella glomerata de los mismos trozos sembrados
en medio de cultivo, la inoculacién se realizo me-
diante dos métodos: por aspersion e inyeccion de
conidios. Con la camara de Neubauer se prepararon
suspensiones a una concentracion de 2x10%, 3x10°
y 6x10° conidios mL™! para cada uno de los tres
hongos aislados. La aplicacion se realizd con as-
persores manuales previamente desinfectados con
una solucion de hipoclorito de sodio al 1.5% y tres
lavados con agua destilada estéril; y jeringa hipo-
dérmica estéril, a cladodios previamente lavados con
agua destilada estéril por triplicado. Los tratamien-
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taxonomic keys were followed and comparisons
were made with reports from scientific literature
(Boerema, 1993; Bensch et al., 2010; Bensch et al.,
2012; Chen et al., 2015; Nam et al., 2015; Pan et
al., 2018; Mapook et al., 2020).

Healthy cladodes were planted in sterilized
soil and kept for six months in a greenhouse
in the Colegio de Postgraduados, Mexico, at a
temperature of 24+3 °C and a relative humidity of
70%. Three fungi (Cladosporium cladosporioides,
Aplosporella hesperidica and Didymella glomerata)
were consistently isolated from the pieces planted
in the culture medium and inoculation was carried
out following two methods, by sprinkling and
injection of conidia. With a Neubauer chamber,
suspensions were prepared at a concentration of
2x10%, 3x10° and 6x10° conidia mL™' for each
of the three fungi isolated. Manual sprinklers,
previously disinfected with a 1.5% hypochlorite
solution, were used to apply the suspension, along
with a sterilized hypodermic syringe, on cladodes
previously washed three times with sterilized
distilled water. The inoculated treatments consisted
of C. cladosporioides at 6x10° conidia mL™'; A.
hesperidica, 6x10° conidia mL™"; D. glomerata,
6x10° conidia mLY; C. cladosporioides, 3x10°
conidia mL™" + A. hesperidica, 3x10° conidia
mL"; C. cladosporioides, 3x10° conidia mL™"' +
D. glomerata, 3x10° conidia mL™"; A. hesperidica,
3x10° conidia mL™!' + D. glomerata, 3x10° conidia;
C. cladosporioides, 2x10° conidia mL™' + A.
hesperidica, 2x10° conidia mL™! + D. glomerata,
2x10% conidia mL'; sterilized distilled water.

The injection method consisted in injecting 1
mL of each treatment subepidermally, whereas for
sprinkling, 4 mL of inoculant were sprinkled on both
sides of the cladode. Each treatment consisted of
three repetitions (three cladodes) with a completely
random design. The experiment was carried out
twice. The inoculated cladodes were kept in a
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tos inoculados fueron: C. cladosporioides a 6x10?
conidios mL™'; A. hesperidica 6x10° conidios
mL™"; D. glomerata 6x10° conidios mL™"; C. cla-
dosporioides 3x10° conidios mL™!' + A. hesperidica
3x10° conidios mL™; C. cladosporioides 3x10° co-
nidios mL™!' + D. glomerata 3%x10° conidios mL*;
A. hesperidica 3x10° conidios mL™"' + D. glomerata
3x10° conidios; C. cladosporioides 2x10° conidios
mL™" + A. hesperidica 2x103 conidios mL™! + D.
glomerata 2x10° conidios mL™!; agua destilada es-
téril.

El método de inyeccion consistio en inyectar de
manera subepidermal 1 mL de cada tratamiento,
mientras que para el método de aspersion se asper-
jaron 4 mL de inéculo por ambas caras del clado-
dio. Cada tratamiento consistio de tres repeticiones
(tres cladodios) con un disefio completamente al
azar. El experimento se realizé por duplicado. Los
cladodios inoculados se mantuvieron en invernade-
ro en el Colegio de Postgraduados a una tempera-
tura de 2443 °C y 70% de humedad relativa hasta
el desarrollo de sintomas. Los organismos que in-
dujeron los sintomas de costra negra fueron reais-
lados para verificar su identidad y cumplir con los
Postulados de Koch. De cladodios inoculados con
sintomas similares a los observados en campo, se
cortaron trozos de tejido de 0.5 cm, se lavaron tres
veces con agua destilada esterilizada, se secaron y
se sembraron en cajas de Petri con medio PDA na-
tural para ser incubados bajo luz blanca fluorescen-
te continua a 2542 °C.

En campo, los sintomas causados por la costra
negra, se caracterizaron por el desarrollo de man-
chas de 1 a 4 cm de diametro, inicialmente de color
café claro, las cuales con el tiempo se tornan de co-
lor café oscuro a negro, de consistencia himeda y
delimitada por tejido muerto de color claro. Cuan-
do las manchas coalescieron, se desarrollaron areas
de gran tamafio que abarcaron, en algunos casos,
hasta el 70% de la superficie de la cara de un clado-
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greenhouse in the Colegio de Postgraduados at a
temperature of 24+3 °C and a relative humidity of
70% until symptoms developed. The organisms that
induced the black scab symptoms were re-isolated
to verify their identity and comply with Koch’s
postulates. Pieces of 0.5cm in size were cut from
the cladodes inoculated with symptoms similar to
those observed on the field, they were washed three
times with sterilized distilled water, dried, planted
in Petri dishes with a natural PDA medium, and
incubated under continuous white fluorescent light
at 2542 °C.

On the field, the symptoms caused by black scab
were characterized by the development of spots, 1
to 4 cm in diameter, initially light brown in color
and which turn dark brown to black in time, with
a moist consistency and surrounded by dead light
brown tissue. When the spots coalesced, large areas
developed which, in some cases, covered up to 70%
of the surface of the face of a cladode. The lesions
only affected the cuticle and epidermis, but not
any internal tissues (collenchyma, chlorenchyma,
storage parenchyma cells, vascular system and
medulla). In advanced stages, the affected part
detaches and falls to the ground, and this causes
deformities and damages in the superficial
photosynthetic area.

Out of the total of isolations obtained from
symptoms of the black scab, three fungus species
were identified and morphologically characterized:
developed
maroon-olive green cultures on the front, and

1) Cladosporium cladosporioides
almost black on the reverse; mainly immersed
mycelia, but also aerial mycelia; lone conidiophora,
cilyndrical, pale to maroon-olive green in color,
micronematous, smooth,
arising terminally from ascending hyphae and not
branched, or occasionally branched, one of the
top septa slightly darkened, where ramoconidia

are formed; conidia in long, branched chains that

occasionally warty,
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dio. Las lesiones unicamente afectaron a la cuticula
y epidermis sin afectar a los tejidos internos (co-
lénquima, clorénquima, células del parénquima de
almacenamiento, sistema vascular y médula). En
estados avanzados, la parte afectada se desprende
y cae al suelo, esto provoca deformaciones y dafios
en el area superficial fotosintética.

Del total de aislamientos obtenidos de sintomas
de la costra negra, se identificaron y caracterizaron
morfologicamente tres especies de hongos: 1) Cla-
dosporium cladosporioides desarrolld colonias de
color marron-olivo por el frente y casi negras por
el reverso; micelio inmerso principalmente, pero
también aéreo; conidioforos solitarios, cilindricos,
de color palido a marrén olivo, micronematosos,
lisos, ocasionalmente verrugosos, surgiendo termi-
nalmente de hifas ascendentes y no ramificados u
ocasionalmente ramificados, uno de los septos su-
periores ligeramente oscurecido, donde se forma-
ron los ramoconidios; conidios en cadenas largas
y ramificadas que se desarticulan facilmente, en su
mayoria aseptados, elipticos a limoniformes, pa-
lidos a marroén olivo y lisos, de 3.0-5.5 x 2.5-3.0
um, estas caracteristicas fueron consistentes con
las reportadas por Bensch et al. (2010), Bensch
et al. (2012) y Nam et al. (2015). 2) Aplosporella
hesperidica formo colonia con micelio ligeramente
elevado, con hifas aéreas blancas en la superficie,
extendiéndose desde el centro, anverso de la colo-
nia de color blanco. Conidiomata de 398 x 516 um,
semi-inmerso, erumpente, uniloculado, en grupos,
globoso, marréon oscuro. Conididforos reducidos
a células conidiogénicas. Células conidiogénicas
hialinas, holoblasticas, oblongas o cilindricas a
ampuliformes. Conidios 18%12 um, de color ma-
1rén, aseptados, elipsoides a ovalados. Las carac-
teristicas corresponden con las reportadas para esta
especie por Mapook et al. (2020). 3) En Didyme-
lla glomerata, las colonias inicialmente fueron de
color blanco, posteriormente se tornaron de color
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disarticulate easily, mostly unseptated, elliptical
to lemon-shaped, pale to maroon-olive green
and smooth, sized 3.0-5.5 x 2.5-3.0 pum, these
characteristics were consistent with reports by
Bensch et al. (2010), Bensch et al. (2012) and
Nam et al. (2015). 2) Aplosporella hesperidica
showed culture with slightly elevated mycelia,
with white aerial hyphae on the surface, extending
from the center, obverse of the white culture.
Conidiomata, sixed 398 x 516 um, semi-immersed,
eruptive, uniloculate, in groups, globose, dark
maroon. Conidiophores reduced to conidiogenic
cells. Conidiogenic hyalin cells, holoblastic,
oblong or cylindrical to bulbous. Conidia sized
18%12 wm, maroon, septated, ellipsoidal to oval.
Characteristics correspond to those reported for this
species by Mapook et al. (2020). 3) In Didymella
glomerata, cultures were initially white in color
but later became olive green to dark maroon in
color. Conidia, developed in ostiolate pycnidia,
ellipsoid, unicellular, hyaline, sized 5.0%3.0 pum.
Pycnidia, dark brown in color, sized 70x90 pum.
These morphological characteristics coincided
with reports by Boerema (1993), Chen et al. (2015)
and Pan et al. (2018).

Symptoms began appearing in the cacti 50 d
after inoculation. The only cladodes with symptoms
were those inoculated with the method of conidia
injection and with the combination of all three
fungi, namely C. cladosporioides, A. hesperidica
and D. glomerata. Neither the cladodes inoculated
with one and the combination of two fungi nor the
control presented any symptoms. These began with
the appearance of light brown lesions, 2 to 6 mm
in diameter (Figure 1A). For the next two weeks,
the lesions acquired a dark brown to black color,
and were surrounded by dead, light colored tissue
(Figure 1B and C); these symptoms corresponded
to those observed on the field in the municipality
of San Juan Ixcaquixtla, Puebla. The reisolations
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verde olivo a marron oscuro. Conidios, desarro-
llados en picnidios ostiolados, de forma elipsoide,
unicelulares, hialinos, de 5.0%3.0 um. Picnidios de
color café oscuro, de 70x90 um. Estas caracteristi-
cas morfoldgicas coincidieron con lo reportado por
Boerema (1993), Chen et al. (2015) y Pan et al.
(2018).

En las plantas de nopal inoculadas, la aparicion
de sintomas se inicid a los 50 d después de la ino-
culacion. Los cladodios que presentaron sintomas
fueron unicamente aquellos inoculados mediante
el método de inyeccion de conidios y mediante la
combinacion de los tres hongos, es decir, C. cla-
dosporioides, A. hesperidica 'y D. glomerata. Los
cladodios inoculados con uno y la combinacion de
dos hongos, asi como el testigo no presentaron sin-
tomas. Los sintomas iniciaron con la aparicion de
lesiones de color café claro de 2 a 6 mm de diame-
tro (Figura 1A). Durante las siguientes dos sema-
nas, las lesiones adquirieron un color de café oscu-
ro a negro y delimitadas con tejido muerto de color
claro (Figura 1B y C); estos sintomas correspondie-
ron a los observados en campo en el municipio de
San Juan Ixcaquixtla, Puebla. Los reaislamientos
obtenidos de plantas inoculadas coincidieron con
las caracteristicas culturales y morfologicas de los
aislamientos de plantas colectadas en campo, de-
mostrandose asi que C. cladosporioides, A. hespe-
ridica y D. glomerata son los agentes causales de
la costra negra en cladodios de nopal.

Cladosporium cladosporioides es el agente
causal de la necrosis floral, pudricion y caida de
frutos juveniles del papayo (Carica papaya) en
Meéxico (Vasquez et al., 2012); la mancha de hollin
en mandarina (Citrus reticulata) en Japén (Tashi-
ro et al., 2013) y la pudricion del fruto en zapote
mante (Pouteria campechiana) en México (Nabor-
Romero et al., 2018). Por otra parte, A. hesperidica
ha sido reportado como saprofito en ramas muertas
de Citrus aurantium en India (Rao, 1969) y en ta-
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obtained from inoculated plants coincided with the
cultural and morphological characteristics of the
isolations of plants gathered from the field, thus
showing that C. cladosporioides, A. hesperidica
and D. glomerata are the causal agents of black
scab in prickly pear cladodes.

Cladosporium cladosporioides is the causal
agent of floral necrosis, rotting and loss of young
fruits in papaya tree (Carica papaya) in Mexico
(Vasquez et al., 2012); sooty mold in tangerines
(Citrus reticulata) in Japan (Tashiro et al., 2013)
and the rotting of fruits in zapote mante (Pouteria
campechiana) in Mexico (Nabor-Romero et al.,
2018). On the other hand, 4. hesperidica has
been reported as a saprophyte in dead Citrus
aurantium branches in India (Rao, 1969) and
dead Chromolaena odorata stalks (Mapook et al.,
2020), and as a pathogen causing the early rot of the
stem of Citrus sinensis in Zimbabwe (Yang et al.,
2017). Finally, D. glomerat, has been reported as a
pathogen, causing leaf smut in pistachio (Pistacia
vera) in the United States (Moral et al., 2018) and
black stain on kiwifruit (Actinidia chinensis) in
China (Panetal.,2018), showing the impact of these
pathogens on different economically important
species. No reports have yet been found on the
interaction of these three fungi on the development
of the disease on prickly pear or on any other host.
Only C. cladosporioides was reportedly found to
infect cladodes in Brazil (Souza et al., 2010). Due
to this, according to scientific literature, this is the
first report on C. cladosporioides, A. hesperidica
and D. glomerata as causal agents of black scab in
cacti in Mexico.

The pathogens that coexist in one same host
can affect each other through antagonism or
benefit through synergy, and in the latter, different
interactions have been reported. In Pisum sativum,
the development of smut increases with the
coinfection of Mycosphaerella pinodes and Phoma
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Figura 1. Pruebas de patogenicidad de Cladosporium cladosporioides, Aplosporella hesperidica y Didymella glomerata en
nopal (Opuntia ficus-indica), en condiciones de invernadero. A) Sintomas iniciales, lesiones de color café claro,
B) Desarrollo posterior de sintomas, manchas de color café oscuro a negro y delimitadas con tejido muerto de
color claro, C) Cladodio con desarrollo de sintomas, cada lesion pertenece a un punto de inoculacién mediante la

inyeccion de conidios.

Figura 1. Pathogenicity tests for Cladosporium cladosporioides, Aplosporella hesperidica and Didymella glomerata on prickly
pear (Opuntia ficus-indica), under greenhouse conditions. A) Initial symptoms, light brown lesions, B) Later
development of symptoms, light brown to black spots, surrounded by dead light-colored tissue, C) Cladode with
symptoms, each lesion represents a point of inoculation with the injection of conidia.

llos muertos de Chromolaena odorata (Mapook et
al., 2020); y como patdégeno causando la pudricion
temprana del tallo de Citrus sinensis en Zimbabue
(Yang et al., 2017). Por ultimo, en el caso de D.
glomerata, este ha sido reportado como patdgeno
causando el tizéon de la hoja en pistacho (Pistacia
vera) en Estados Unidos de Norteamérica (Moral
et al., 2018) y la mancha negra en kiwi (Actinidia chi-
nensis) en China (Pan et al., 2018), evidenciandose el
impacto de estos patégenos en diferentes especies
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medicaginis var. pinodella (Le May et al., 2009);
the foliar stain of eucaliptus is caused by numerous
species of fungi of the genus Teratosphaeria
(Crous et al., 2009), and in South Africa, two
species -Teratosphaeria juvenalis and T. verrucosa-
coexist on the same leaves, and even on a same
stain, causing infection (Crous et al., 2009). In this
study, results show that the presence of all three
pathogens in the same organ of the plant at the same
time leads to the development of the disease and its
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de importancia econémica. A la fecha no se en-
contraron reportes de la interaccion de estos tres
hongos en el desarrollo de enfermedad en nopal ni
en algin otro hospedante; inicamente se reporta a
C. cladosporioides infectando cladodios de nopal
en Brasil (Souza et al., 2010). Por lo anterior, de
acuerdo a la literatura cientifica, este es el primer
reporte de C. cladosporioides, A. hesperidica y D.
glomerata como agentes causales de la costra negra
en nopal en México.

Los patogenos que coexisten en un mismo hos-
pedante pueden afectarse entre si a través del anta-
gonismo o beneficiarse con el sinergismo, en este
ultimo se han reportado diferentes interacciones, en
Pisum sativum el desarrollo de tizon se incremen-
ta con la coinfeccion de Mycosphaerella pinodes y
Phoma medicaginis var. pinodella (Le May et al.,
2009); la mancha foliar del eucalipto es un com-
plejo causado por numerosas especies de hongos
del género Teratosphaeria (Crous et al., 2009), en
Sudafrica se presentan dos especies Teratosphaeria
Juvenalis y T. verrucosa que coexisten en las mis-
mas hojas e incluso en una misma mancha causan-
do infeccion (Crous et al., 2009). En este estudio
los resultados mostraron que la presencia de los
tres patdgenos en el mismo organo de la planta y
en el mismo tiempo propicia el desarrollo de la en-
fermedad y su reproduccion. Como ya se mencio-
no6 anteriormente, los tres hongos son responsables
de causar sintomas similares; es decir pudricion y
necrosis, sintomas que también son caracteristicos
en la enfermedad de la costra negra del nopal. En
subsecuentes trabajos se sugiere evaluar el inter-
valo de tiempo en la inoculacion, con el objetivo
de determinar si es indispensable la inoculacion
simultanea o cuales son los intervalos de tiempo
en la cual se mantienen el cardcter infectivo de los
hongos C. cladosporioides, A. hesperidica 'y D. glo-
merata. Debido a que la costra negra representa
una amenaza potencial para la produccion de fruta
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reproduction. As mentioned earlier, the three fungi
cause similar symptoms, that is, rot and necrosis,
symptoms that are also typical of the black scab
disease in prickly pears. In later works, we suggest
an evaluation of the time intervals in inoculation,
in order to determine is simultaneous inoculation is
crucial or which are the time intervals in which the
infectious feature of the fungi C. cladosporioides,
A. hesperidica and D. glomerata are maintained.
Due to the fact that black scab is a potential threat
to the production of prickly pears and nopal, it is
necessary to evaluate different control strategies
that help develop management plans. In addition, it
is worth highlighting the need for complementary
molecular studies to corroborate the identity of the
causal agents described in this investigation.

End of the English version ~~—~—~—~

y nopal verdura es necesario evaluar diferentes es-
trategias de control que permitan el desarrollo de
planes de manejo. Asimismo, cabe sefialar que es
de importancia realizar estudios moleculares com-
plementarios para corroborar la identidad de los
agentes causales descritos en esta investigacion.
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Resumen. Uno de los principales problemas fito-
sanitarios son los nematodos agalladores del género
Meloidogyne. El uso de Verbesina sphaerocephala
podrian sustituir el uso de nematicidas quimicos.
El objetivo de esta investigacion fue probar si ex-
tractos acuosos de V. sphaerocephala promueven el
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Abstract.

problems are root-knot nematodes of the genus

One of the main phytosanitary

Meloidogyne. The use of Verbesina sphaerocephala
could substitute the use of chemical nematicides.
The objective of this research was to test whether
aqueous extracts of V. sphaerocephala promote
development and reduce the damage caused by M.
incognita in Cucumis sativus. Seven treatments
were evaluated in C. sativus plants grown in
pots under greenhouse conditions: control plants
without nematodes, plants with nematodes,
with nematodes + carbofuran, with nematodes
+ Trichoderma, with nematodes + extract of V
sphaerocephala (concentration at 10, 15 and 20%).
Three evaluations were carried out to estimate plant
height, stem diameter, chlorophyll concentration,
number of leaves and flowers, length and weight
of roots, galling index, root eggs and larvae in

the soil. The results showed that the extracts of
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desarrollo y reducen los dafios ocasionados por M.
incognita en Cucumis sativus. Se evaluaron siete
tratamientos en plantas de C. sativus crecidas en
macetas en condiciones de invernadero: plantas
testigo sin nematodos, plantas con nematodos, con
nematodos + carbofuran, con nematodos + Tricho-
derma, con nematodos + extracto de V. sphaero-
cephala (concentracion al 10, 15y 20%). Se realizo
tres evaluaciones para estimar altura de planta, dia-
metro de tallo, concentracion de clorofila, nimero
de hojas y flores, longitud y peso de raices, indice
de agallamiento, huevos en raiz y larvas en el sue-
lo. Los resultaron mostraron que los extractos de V.
sphaerocephala al 10 y 15% promovieron el creci-
miento de las plantas y disminuyeron los indices de
agallamiento de las raices y el nimero de larvas de
M. incognita en el suelo. Los extractos de V. sphae-
rocephala puede ser un potencial bioldgico para
minimizar problemas causados por M. incognita.

Palabras claves: nematodo agallador, bioestimu-
lante de crecimiento, extractos botanicos, capita-
neja.

Las plantas son una fuente importante de com-
puestos bioactivos contra plagas agricolas. En par-
ticular las plantas con actividad nematicida y sus
derivados tienen el potencial de utilizarse en campo
y cubrir parte de la demanda de nematicidas quimi-
cos. Se han aislado compuestos quimicos de varias
familias de plantas, particularmente Asteraceae de
manera in vitro (a-Terthienyl) (Chitwood, 2002;
Oka, 2010, 2012); sin embargo, esos compuestos
no han demostrado su efectividad en campo y no
se han desarrollado comercialmente (Gommers y
Bakker, 1988). Inula viscosa, una Asteraceae co-
mun en paises mediterraneos, ha demostrado tener
actividad nematicida debido que en sus brotes pro-
duce acido cosico y acido isocostico compuestos
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V. sphaerocephala at 10 and 15% promoted the
growth of the plants and decreased the root galling
indices and the number of larvae of M. incognita in
the soil. The extracts of V. sphaerocephala can be
a biological potential to minimize problems caused
by M. incognita.

Key words: root-knot nematode,
biostimulant, botanical extracts, capitaneja.

growth

Plants are an important source of bioactive
compounds against agricultural pests. Particularly
plants with a nematicide activity and their by-
products have the potential of being used on the field
and of covering part of the demand for chemical
nematicides. Chemical compounds have been
isolated from various plant families, particularly
Asteraceae, in vitro (o-Terthienyl) (Chitwood,
2002; Oka,2010,2012). However, these compounds
have not yet proven to be effective on the field and
have not been commercially developed (Gommers
and Bakker, 1988). Inula viscosa, a common
Asteraceae in Mediterranean countries, has proven
to have nematocidal activity, due to the production
in its sprouts of cosic and isocosic acids, which
were isolated and applied against Meloidogyne
Jjavanica (Oka, 2001). The extracts of the Verbesina
encelioides leaves and flowers were also evaluated
against the nematode M. javanica, with favorable
results (Oka, 2012). In addition to the Asteraceae,
essential oils and the monoterpene components of
other herbaceous plants such as Ocimum sanctum,
Xylopia aethiopica, Thymus vulgaris and others
have displayed nematocidal effects (Eloh et al,
2019).

Meloidogyne incognita is one of the most
harmful nematodes in agriculture worldwide, with
damages in diverse annual and perennial crops.
The feeding and development of the females cause
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que fueron aislados y aplicados contra Meloido-
gyne javanica (Oka, 2001). Los extractos de las
hojas y flores de la Verbesina encelioides también
se evaluaron contra el nematodo M. javanica, con
resultados favorables (Oka, 2012). Ademas de las
Asteraceae, los aceites esenciales y sus constitu-
yentes monoterpenos de otras plantas herbaceas
como Ocimum sanctum, Xylopia aethiopica, Thy-
mus vulgaris, entre otras, han demostrado tener
efectos nematicidas (Eloh et al., 2019).

Meloidogyne incognita es uno de los nemato-
dos mas dafiinos en la agricultura mundial, con
afectaciones en una diversidad de cultivos anua-
les y perennes. La alimentacion y desarrollo de las
hembras provocan engrosamientos de las raices y
genera importantes lesiones al expulsar la masa de
huevos hacia el suelo. Cuando se tiene alta densi-
dad de poblacion, el dafio a las raices es mayor que
provoca perdida de rendimiento y calidad de la pro-
duccioén (Aissani ef al., 2013; Pavaraj ef al., 2012).
La estrategia de control mas utilizada para el ma-
nejo del nematodo es el uso de plaguicidas sintéti-
cos. Sin embargo, dichos plaguicidas incrementan
los costos de produccion y afectan la dinamica del
suelo por el uso de moléculas de los grupos de los
organofosforados, carbamatos y algunos productos
fumigantes de alta residualidad, causando fuerte
problemas de contaminacion ambiental (Murcia y
Stashenko, 2008; Alvarez et al., 2015).

Ante esta problematica es importante evaluar
alternativas de menor impacto como el uso de es-
trategias biorracionales, como el uso de Verbesina
sphaerocephala. Esta Asteraceae es endémica del
occidente de México (Jalisco, Michoacan, Nayarit,
Guanajuato, Guerrero) (Rzedowski et al., 2011) y
se conoce con los nombres comunes de capitane-
ja, capitana, arnica capitaneja, vara blanca o palo
espino, es una especie de uso no tan extendido vy,
solo se cuenta con informacion taxonémica y etno-
botanica, esta tltima realizada en la comunidad de
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root thickening and produce important lesions
when releasing their eggs onto the soil. When the
population density is high, damages to the roots are
such that it can cause a loss in yield and quality of
the production (Aissani et al., 2013; Pavaraj et al.,
2012). The most widely used control strategy for
nematodes is synthetic pesticides. However, these
pesticides increase production costs and affect the
dynamics of the soil due to the molecules from
the group of organophosphates, carbamates and
some high-residue products that lead to important
environmental pollution problems (Murcia and
Stashenko, 2008; Alvarez et al., 2015).

In the light of this problem, it is increasingly
important to evaluate alternatives with lower
impacts, such as the use of bio-rational strategies
like the use of Verbesina sphaerocephala. This
Asteraceae is endemic to western Mexico (Jalisco,
Michoacan, Nayarit, Guanajuato, Guerrero)
(Rzedowski et al., 2011) and it is commonly known
as capitaneja, capitana, arnica capitaneja, vara
blanca or palo espino. The use of this species is not
as extensive and only taxonomic and ethnobotanical
information is available, the latter provided by the
town of San Martin de las Flores, Jalisco, where
the population uses it for its ethnopharmacological
properties and agricultural potential (Velasco-
Ramirez et al., 2019). It is therefore proposed as
a botanical nematocidal control (aqueous extract),
since this type of extracts can be produced by the
farmers themselves to be used as an alternative to
minimize the incidence and damages caused by
nematodes in crops of commercial interest, such as
cucumbers (Cucumis sativus).

The cucumber is the fourth most widely
produced crop in the world, with a production of
1,7 million tons in 2016 (Sayedain et al., 2021), and
Mexico is the fifth largest producing country in the
world, with a production of 826,485 tons. The main
cucumber producing states in Mexico are Sinaloa
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San Martin de las Flores Jalisco, donde los habitan-
tes la utilizan por su actividad etnofarmacologica y
potencial agricola (Velasco-Ramirez et al., 2019).
Por consiguiente, se propone como, control nema-
ticida botdnico (extracto acuoso); ya que este tipo
de extractos pueden ser elaborados por el mismo
productor y asi utilizarlos como alternativa para
minimizar la incidencia y dafos ocasionados por
nematodos en cultivos de interés comercial, como
el pepino (Cucumis sativus).

El pepino es la cuarta hortaliza mayormente
cultivada en el mundo con una produccion de 1,7
millones de toneladas en el 2016 (Sayedain et al.,
2021) siendo México el quinto productor mundial
con una produccion de 826,485 toneladas. Los
principales estados productores de esta hortaliza
en México son: Sinaloa (268,878 t ha'), Sonora
(152,457 t ha'!), Michoacan (67,653 t ha!) y el dé-
cimo lugar lo ocupa Jalisco (20,454 t ha!) (SIAP,
2020). A pesar de su importancia, el cultivo pre-
senta mermas considerables en los rendimientos,
debido a plagas y enfermedades. Por ejemplo, las
enfermedades han sido Fusarium spp, Rhizoctonia
spp, Damping off (Phytophthora spp. y Pythium
spp.), Mancha angul (Pseudomonas syringae) y el
nematodo agallador (Meloidogyne spp.) (Satyendra
y Rekha, 2021). Por lo anterior el objetivo de esta
investigacion fue probar si extractos acuosos obte-
nidos de las hojas de V. sphaerocephala promueven
el desarrollo y reducen los dafios causados por M.
incognita en plantas del pepino (Cucumis sativus).

Se recolectaron hojas jovenes (fase vegetati-
va) sanas (asintomaticas) de la especie silvestre
Verbesina sphaerocephala en los cerros aledafios
de la comunidad de San Martin de las Flores en
el municipio de San Pedro Tlaquepaque, Jalisco
(longitud: -103.282778 latitud: 20.585278 a 1540
msnm). Las hojas se secaron a temperatura ambiente
en el laboratorio (~26 °C), se pulverizaron en un
molino de cuchillas (Hamilton Beach® 80335) y
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(268,878 tha!), Sonora (152,457 tha'), Michoacan
(67,653 t ha!) and Jalisco is the tenth state (20,454
t ha') (SIAP, 2020). Despite its importance, the
yields of this crop have considerable reductions due
to pests and diseases. For example, diseases have
included Fusarium spp, Rhizoctonia spp, Damping
off (Phytophthora spp. and Pythium spp.), angular
leaf spot (Pseudomonas syringae) and the root-
knotting nematode (Meloidogyne spp.) (Satyendra
and Rekha, 2021). Due to the above, the aim of this
investigation was to test whether aqueous extracts
taken from the leaves of V. sphaerocephala promote
the development and reduce damages caused by M.
incognita in cucumber plants (Cucumis sativus).

Several healthy (assymptomatic) young leaves
(vegetative phase) of the wild species Verbesina
sphaerocephala were gathered from the hills
surrounding San Martin de las Flores in the
municipal area of San Pedro Tlaquepaque, Jalisco
(longitude: -103.282778 latitude: 20.585278
at 1540 masl). The leaves were dried at room
temperature in the laboratory (~26 °C), pulverized
using a blade mill (Hamilton Beach® 80335)
and placed under a proximal chemistry test and
a phytochemical analysis to determine the main
biomolecules contained in the leaves. Next, 100 g
of dry weight were placed in 1 L of distilled water,
stirring constantly for 15 min, followed by an
autoclave at 121 °C for 1 h at 1.2 kg cm?. The hot
extracts were poured through Whatman No. 40 filter
paper and stored in glass jars at 4 °C. The liquid V.
sphaerocephala extracts were designated as a stock
solution; the pH and electric conductivity (CE, dS
m™') were then measured. Finally, the color of the
extracts was determined visually. All parameters
were evaluated in triplicate.

A Meloidogyne  incognita  population,
previously identified with morphometric and
pictorial keys (Eisenback et al., 1983) and obtained
from the tomato plantation located in the school
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fueron sometidas a un analisis de quimica proximal
y andlisis fitoquimico para determinar las princi-
pales biomoléculas contenidas en las hojas. Poste-
riormente, 100 g de peso seco se vertié en 1 L de
agua destilada con agitacion constante durante
15 min, seguido de autoclave a 121 °C por 1 h a
1.2 kg cm?. Los extractos calientes fueron pasados
a través de papel filtro Whatman No. 40 y alma-
cenados en frascos de vidrio a 4 °C. Los extractos
liquidos de V. sphaerocephala fueron designados
como solucidén madre, adicionalmente se midi6 pH
y conductividad eléctrica (CE, dS m™). Finalmente,
el color de los extractos se determind visualmente.
Todos los parametros se evaluaron por triplicado.
Una poblacion de Meloidogyne incognita pre-
viamente identificada a través de claves morfomé-
tricas y pictoricas, (Eisenback ef al., 1983) y obte-
nida del cultivo de jitomate ubicado en el inverna-
dero escuela del Centro Universitario de Ciencias
Biologicas y Agropecuarias (CUCBA) de la Uni-
versidad de Guadalajara, se aisl6 para su cria y re-
produccion in vivo en plantas de jitomate (Solanum
lycopersicum) en bolsas de polietileno con capaci-
dad de 3 kg (20 x 15 cm) en condiciones de inver-
nadero en el area de Fitopatologia del CUCBA.
Para la obtencion del inéculo se lavaron las
raices con agua corriente, se cortaron en trozos de
aproximadamente 1 cm de longitud, se pesaron 10 g
y se colocaron en una batidora. Posteriormente, se
agregaron 20 mL de hipoclorito de sodio (NaOCIl)
al 0.5% y 180 mL de agua destilada batiéndose du-
rante 3 min. A continuacion, se filtré por un tamiz
de 25 um, donde quedaron retenidos los huevos y
se almacenaron en un vaso de precipitado; la sus-
pension de huevos se aford a 200 mL. Del vaso de
precipitados se tomd una alicuota de 1 mL de la
suspension de huevos y con ayuda de las cuadricu-
las de una caja contadora de diseccion se realizod
el conteo en el microscopio compuesto (Hussey y
Barker, 1973). A los 20 dias después de la siembra,
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greenhouse of the Centro Universitario de Ciencias
Biologicas y Agropecuarias (CUCBA) of the
Universidad de Guadalajara, was isolated for its
growth and reproduction in vivo on tomato plants
(Solanum lycopersicum) in 3 kg (20 x 15 cm)
polyethylene bags, under greenhouse conditions in
the Phytopathology area of the CUCBA.

To obtain the inoculant, the roots were washed
using tap water, cut into pieces of approximately
1 cm in length, 10 g were dried and placed in a
blender. Next, 20 mL of sodium hypochlorite
solution (NaOCl) at 0.5% were added, along with
180 mL of distilled water, mixing for 3 min. It was
then filtered through a 25 pm sieve, where the eggs
remained and were later stored in a cup containing
a precipitate; the suspension with eggs was diluted
to 200 mL. A 1 mL aliquot was taken from the egg
suspension from the precipitates cup, and with
the help of the grid of a dissection counting box,
counting began under the compound microscope
(Hussey and Barker, 1973). Twenty days after
planting, using 24 polyethylene bags, the nematode
was inoculated by emptying 105 mL of the egg
suspension into every pot, distributed into three
orifices, each one 5 cm deep. In this way, 3,030
eggs were inoculated in each pot.

The experiment was carried out in September
2019 in the CUCBA greenhouse using paraiso Enza
Zaden cucumber seeds (100 seeds), previously
sterilized in a 10% sodium hypochlorite solution
for 30 min and then rinsed with distilled water.
The seeds were planted in a germination tray with
a mixture of peat substrate and vermiculite, 50:50
(sterilized in an autoclave at 121 °C for 20 min at
1.21 kg cm?), and irrigated on a daily basis at field
capacity. They were left to grow in the greenhouse
for 30 days and transplanted in plastic pots with
a homogenized mixture of sand substrate and leaf
soil, previously sterilized in an autoclave in a 70:30
proportion. The plants were kept in the greenhouse
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en 24 bolsas de polietileno se procedié a la inocula-
cion del nematodo, vaciando 105 mL maceta' de la
suspension de huevos, distribuidos en tres orificios
de 5 cm de profundidad. De esta manera se inocu-
laron 3,030 huevos a cada maceta.

El experimento se llevé a cabo en septiembre del
2019 en el invernadero del CUCBA con semillas de
pepino paraiso Enza Zaden (100 semillas) previa-
mente esterilizadas en una solucién de hipoclori-
to sodio al 10% durante 30 min y posteriormente
enjuagadas con agua destilada, fueron sembradas
en una charola de germinacion en una mezcla de
sustrato de turba y vermiculita 50:50 (esterilizado
en autoclave a 121 °C por 20 min a 1.21 kg cm?),
las cuales se dio riego diario a capacidad de campo.
Se dejaron crecer en el invernadero durante 30 dias
y posteriormente se trasplantaron en macetas de
plastico de una mezcla homogeneizada de sustrato
de arena y suelo de hojas previamente esterilizado
en autoclave en una proporcion 70:30. Las plantas
se mantuvieron en el invernadero a 27-32 °C bajo
condiciones de luz natural con riegos cada dos dias
y fertilizacion cada 72 h, utilizando el fertilizan-
te Poly-Feed® (19-19-19) con una dosis de 1g L
hasta concluir el experimento.

Se montaron siete tratamientos diferentes: 1:
Testigo, plantas sin nematodos (P), 2: plantas con
nematodos (P+N), 3: plantas con nematodos y car-
bofuran (Furadan®) 350 g L' (P+N+C), 4: plan-
tas con nematodos y Trichoderma sp. 200 mL L
(P+N+T), 5: plantas con nematodos y extracto de
V. sphaerocephala al 25% (P+N+V 25%), 6: plan-
tas con nematodos y extracto de V. sphaerocephala
al 15% (P+N+V 15%) y 7: plantas con nematodos
y extracto de V. sphaerocephala al 10% (P+N+V
10%). La aplicacion de los extractos fue de 50 mL
por maceta. Todos los tratamientos se aplicaron
después del segundo dia de trasplante y directamente
después de la inoculacion. El experimento fue or-
ganizado en un disefio de bloques al azar con cinco
repeticiones (macetas) y se repitio dos veces.
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at 27-32 °C under sunlight, irrigated every 2 days
and fertilized every 72 h using the fertilizer Poly-
Feed® (19-19-19) with a dose of 1g L' until the
end of the experiment.

Seven different treatments were set up: 1:
Control, plants without nematodes (P), 2: plants
with nematodes (P+N), 3: plants with nematodes
and carbofuran (Furadan®) 350 g L' (P+N+C), 4:
plants with nematodes and Trichoderma sp. 200
mL L' (P+N+T), 5: plants with nematodes and a
25% V. sphaerocephala extract (P+N+V 25%), 6:
plants with nematodes and 15% V. sphaerocephala
extract (P+N+V 15%) and 7: plants with
nematodes and a 10% V. sphaerocephala extract
(P+N+V 10%). We applied 50 mL of extract for
every pot. All treatments were applied two days
after transplanting and directly after inoculation.
The experiment was organized in a random block
design with five repetitions (pots) and was carried
out twice.

Three evaluations were carried out (every 10
days) during the initial growth of the crop until the
end of the end of the experiment and the variables
considered were plant height (cm, from the apical
meristem to the main root), stem diameter (mm),
concentration of chlorophyll [SPAD (Soil Plant
Analysis Development)- 502], number of leaves
and of flowers. By the end of the experiment, 40
days later, plants and roots were removed, washed
with drinkable tap water and the root length was
recorded (cm), along with the index of root knotting
and the number of eggs in 10 g of roots. On the
other hand, larvae were extracted and counted
out of 20 g of roots, following Bridge and Page
(1980) and a record was made of the dry weight
of the tissue, which was kept at 60 °C for 48 hin a
Felisa® brand drying oven. Finally, the number of
larvae in 100 g of soil per treatment were counted,
based on Baermann’s funnel technique from moist
substrate (Barker, 1985).
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Se realizaron tres evaluaciones (cada 10 dias)
durante el crecimiento inicial del cultivo hasta con-
cluir el experimento y se consideraron las varia-
bles de altura de la planta (cm, desde el meristemo
apical a la raiz principal), didmetro del tallo (mm),
concentracion de clorofila [SPAD (Soil Plant Ana-
lisis Development)- 502], nimero de hojas y nu-
mero de flores. Al término del experimento, 40 dias
después, las plantas junto con la raiz fueron remo-
vidas, lavadas con agua potable de grifo y poste-
riormente se registrd longitud de las raices (cm),
indice de agallamiento y nimero de huevos en 10
g de raiz. Por otro lado, se realizd la extraccion y
conteo de larvas en 20 g de raiz de acuerdo a lo
establecido por Bridge y Page (1980) y se registrd
el peso seco del tejido, el cual se mantuvo a 60 °C
durante 48 h en un horno de secado marca felisa®.
Finalmente, se contabilizaron nimero de larvas en
100 g de suelo por tratamiento, basado en la técnica
del embudo de Baermann a partir de sustrato hime-
do (Barker, 1985).

Los datos recopilados del experimento se ana-
lizaron mediante ANOVA de una via para cada
variable por tratamiento y tiempos de evaluacion
y una prueba de comparacion de medias Tukey (p
<0.05) utilizando el software estadistico Statgra-
phics® Centurion XV (New Jersey, United States)
para Windows.

Las evaluaciones de quimica proximal de V.
sphaerocephala mostraron 17.7% de proteinas,
10.4% de fibra cruda, 15.2% de cenizas totales,
4.6% de extracto etéreo, 2.9% de Nitrogeno, 45.2%
de Carbohidratos y 6.8% de humedad; lo cual con-
tiene una gran cantidad de carbohidratos, que expli-
ca la alta capacidad de absorcion de agua. El anali-
sis fitoquimico (Cuadro 1) arrojo resultados donde
demuestran la presencia de metabolitos secundarios
fenolicos y alcaloides en extractos acuosos obteni-
dos de las hojas, que muchos de ellos pueden estar
presentes en la interaccion planta patégeno y funcion
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The data gathered from the experiment were
analyzed with a one-way ANOVA for each variable
per treatment and evaluation times and Tukey’s
mean comparison test (p <0.05) using the statistical
software Statgraphics® Centurion XV (New Jersey,
United States) for Windows.

The proximal chemistry evaluations performed
on V. sphaerocephala displayed 17.7% proteins,
10.4% raw fiber, 15.2% total ashes, 4.6% ecthereal
extract, 2.9% nitrogen, 45.2% carbohydrates and
6.8% moisture, which contains a large amount of
carbohydrates, thus explaining the high capacity to
absorb water. The phytochemical analysis (Table
1) gave results that show the presence of phenolic
and alkaloid secondary metabolites in aqueous
extracts obtained from leaves, most of which may
be present in the plant-pathogen interaction and the
defensive function against parasites or insects due
to their toxicity, respectively. The pH values for the
V. sphaerocephala extracts were alkaline (8.33),
the CE was 1 and 1.3 dS m™' and the color was dark
green.

The effect of the V. sphaerocephala extracts on
the development of C. sativus plants for the variable
of height was significantly (P= 0.0103) higher in
treatment P+N during the first evaluation with
an average of 24.6 cm; in the second evaluation,
the treatment of P+N-+V10% obtained a higher
growth, with 26 cm, and in the third evaluation,
the treatment of P+N+V25% obtained an average
of 27.2 cm (Figure 1A). The stem diameter was
significantly (P= 0.0514) greater in treatments
P+N+T and P+N+V15% during the first evaluation
with averages 0f 0.48 y 0.50 mm respectively. In the
second evaluation, the diameter of the stems of the
plants in treatment P+N+V25% was significantly
(P=0.06521) greater, with an average of 0.50 mm.
At the end of the experiment, the diameter of the
stems of the plants in treatments P+N+V10% and
P+N+V15% was significantly (P=0.09524) greater,
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Cuadro 1. Analisis fitoquimico cualitativo de Verbesina sphaerocephala.
Table 1. Qualitative phytochemical analysis of Verbesina sphaerocephala.

Constituyentes Prueba Tipo de
fitoquimicos realizada extraccion
Extracto acuoso Extracto metanoélico
Hoja Tallo Flor Hoja Tallo Flor

Saponinas  Ensayo de poder tensoactivo - - - - - -
Fenoles Reaccion con cloruro férrico ++ + + ++ + +
Reaccion con dicromato de potasio ++ + + ++ + +
Flavonoides  Reaccién con NaOH 20%. - - + - - -
Shinoda - - + - - -
Alcaloides  Dragendroft’s: ++ - ++ - - -
Mayer’s ++ - ++ - - -
Wagner’s ++ - ++ - - -
Hager’s: ++ - ++ - - -

Los valores se expresan como positivo (+), resultados muy claros (++), negativo (-); no aplicable (NA).

% Values are

expressed as positive (+), very clear results (++), negative (-); not applicable (NA)

defensiva frente a pardsitos o insectos por su toxi-
cidad, respectivamente. Los valores de pH para los
extractos de V. sphaerocephala fueron alcalinos
(8.33) ylaCE fue de 1 a 1.3 dS m™ y el color fue
verde intenso.

El efecto de los extractos de V. sphaerocepha-
la sobre el desarrollo de plantas de C. sativus para
la variable altura de planta fue significativamen-
te (P= 0.0103) mayor en el tratamiento P+N du-
rante la primera evaluacion con un promedio de
24.6 cm, en la segunda evaluacion el tratamiento
de P+N+V10% obtuvo un mayor crecimiento con
26 cm y en la tercera evaluacion el tratamiento de
P+N+V25% obtuvo un promedio de 27.2 cm (Figu-
ra 1A). El diametro del tallo fue significativamen-
te (P=0.0514) mayor en los tratamientos P+N+T
y P+N+V15% durante la primera evaluacion con
promedios de 0.48 y 0.50 mm respectivamente. En
la segunda evaluacion, el didmetro del tallo de las
plantas del tratamiento P+N+V25% fue significati-
vamente (P= 0.06521) mayor con un promedio de
0.50 mm. Al final del experimento el diametro del
tallo de las plantas de los tratamientos P+N+V10%
y P+N+V15% fue significativamente (P=0.09524)
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with values of 0.56 and 0.51 mm respectively
(Figure 1B). Regarding the number of leaves, in
the first evaluation, treatments P+N, P+N+T and
P+N+C were greater (P= 0.0605), with an average
of eight leaves, in the second evaluation, treatment
P+N+V10% obtained the highest (P= 0.0001)
number of leaves (12), and in the third evaluation,
all plants treated with V. sphaerocephala displayed
a higher (P= 0.0009) average number of leaves
(10) in comparison with the other treatments
(Figure 1C). The number of flowers was higher (P=
0.0517) in treatment P+N with six flowers per plant
on average in the first evaluation. In the second
evaluation, the highest number of flowers was found
in treatment P+N+V10% (P= 0.0001), with an
average of nine flowers. In the third evaluation, the
highest number of flowers was found in treatments
P, P+N and P+N+C, since all plants treated with V.
sphaerocephala were already in the stage of fruition
(Figure 1D). The index of chlorophyll recorded in
the first evaluation was similar in all treatments
(P=0.0565). In the second evaluation, treatments
P+N+T, P+N+C, P+N+V15% and P+N+V25%
displayed a higher chlorophyll index than the rest
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Figure 1. Effect of the extracts of V. sphaerocephala on C. sativus plant development during the vegetative state (E1),
flowering (E2) and maturation (E3). A) Plant height; B) Stem diameter; C) Number of leaves; D) Number of
flowers; E) Chlorophyll index; F) Root length, and G) Dry weight of root. Means with different letters represent
statistical differences according to Tukey’s test (P< 0.05). P (without nematodes), P+N (with nematodes), P+N+T
(nematodes + Trichoderma), P+N+C (nematodes + carbofuran), P+N+V at 10, 15 and 25% (nematodes + Verbesina

extracts in different concentrations).
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mayor con valores de 0.56 y 0.51 mm respectiva-
mente (Figura 1B). Con lo que respecta al nimero
de hojas, en la primera evaluacion los tratamien-
tos P+N, P+N+T y P+N+C fueron mayores (P=
0.0605) obteniendo ocho hojas promedio, en la
segunda evaluacion el tratamiento P+N+V10% ob-
tuvo el mayor (P= 0.0001) niumero de hojas (12)
y en la tercera evaluacion todas las plantas trata-
das con V. sphaerocephala presentaron mayor (P=
0.0009) nimero de hojas promedio (10) respecto a
las plantas de los demas tratamientos (Figura 1C).
El nimero de flores fue mayor (P= 0.0517) en el
tratamiento P+N con seis flores por planta en pro-
medio en la primera evaluacion. En la segunda eva-
luaciéon el mayor ntimero de flores se observo en
el tratamiento P+N+V10% (P=0.0001) obteniendo
un promedio de nueve flores. En la tercera evalua-
cion la mayor cantidad de flores se registro en los
tratamientos P, P+N y P+N+C, debido a que todas
las plantas tratadas con V. sphaerocephala ya se en-
contraban en etapa de fructificacion (Figura 1D).
El indice de clorofila registrado en la primera eva-
luaciéon fue similar en todos los tratamientos (P=
0.0565). En la segunda evaluacion los tratamientos
P+N+T, P+N+C, P+N+V15% y P+N+V25% pre-
sentaron un indice de clorofila mayor al resto de
los tratamientos. En la tercera evaluacion hubo un
decremento significativo en todos los tratamientos
debido a Ia carga floral y fructifera en las plantas
(Figura 1E).

La longitud de raices en todos los tratamien-
tos de V. sphaerocephala fueron significativos (P=
0.0968) con un promedio de 25 cm (Figura 1F).
El peso seco de raiz fue significativamente (P=
0.0650) mayor para el tratamiento P+N+V10% con
un promedio de 1.7 g (Figura 1G).

El efecto de los extractos de V. sphaerocephala
sobre la afectacion de M. incognita en plantas de
C. sativus, 50 dias después del trasplante, presenta-
ron un indice de agallamiento menor (P=0.05124)
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of the treatments. In the third evaluation, there was
a significant decrease in all treatments, due to the
number of fruits and flowers in the plants (Figure
1E).

The root length in all V. sphaerocephala
treatments were significant (P= 0.0968), with an
average of 25 cm (Figure 1F). The dry weight of
the roots was significantly (P= 0.0650) higher for
treatment P+N+V10% with an average of 1.7 g
(Figure 1G).

The effect of the V. sphaerocephala extracts on
the damage of M. incognita on C. sativus plants 50
days after transplanting, presented a lower rate of
root-knotting (P= 0.05124) in comparison with the
treatment P+N. The roots of treatments P+N+V10%
and P+N+T presented the lowest index of root-
knotting (14.3%), followed by the treatments with
extracts at 15%, Carbofuran and extracts at 25%.
Plants with treatments V. sphaerocephala al 10%
(P+N+V10%) presented no root-knots or egg
masses, and these extracts were found to reduce the
reproduction of females and the hatching of eggs
(Figure 2A). Significant differences (P= 0.0001)
were found for the number of eggs in 10 g of
roots in treatment P+N and the lowest values were
found in treatments P+N+V10%, P+N-+V15% and
Trichoderma, which caused reductions of 20, 23.6
and 24.8% in the number of eggs in comparison
with the control treatment (Figure 2B).

Regarding the number of larvae in the substrate,
the treatments with carbofuran and with V
sphaerocephala extracts at 15% presented the lowest
number, with 100 and 200 larvae, respectively.
The larva population density in these treatments
was significantly lower than the larva population
densities presented in the control treatment. On the
contrary, the treatment with Trichoderma displayed
the highest number of larvae (380) for every 100
g of substrate. The V. sphaerocephala extracts did
not entirely stop larvae from developing, probably
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respecto al tratamiento P+N. Las raices de los tra-
tamientos P+N+V10% y P+N+T presentaron el
menor indice de agallamiento (14.3%); seguidas
de los tratamientos con extractos al 15%, Carbo-
furan y extractos al 25%. Se observo que las plan-
tas con el tratamiento V. sphaerocephala al 10%
(P+*N+V10%) no se encontraron agallas ni masas
de huevos, observando que dichos extractos dismi-
nuyeron la reproduccion de las hembras y eclosion
de los huevos (Figura 2A). El nimero de huevos
en 10 g de raiz se observaron diferencias signifi-
cativas (P= 0.0001) en el tratamiento P+N, los
valores mas bajos se encontraron en los tratamien-
tos P+N+V10%, P+N+V15% y Trichoderma, los
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since these products only paralyze the nematodes
instead of causing their death (Figure 2C).

Studies have pointed out the presence of
terpenoid and flavonoid compounds and of free
aromatic acids (Bohlmann et al., 1980) in species
such as V. virgata (Martinez et al, 1983), V.
sordescens (Bohlmann et al., 1982), V. glabrata
and V. luetzelgurgii (Bohlmann et al., 1980). This
investigation presents the first phytochemical
study of V. sphaerocephala (Table 1), in which the
presence of phenols (phenolic and/or polyphenols,
mainly) that function as antioxidants and may have
preventive properties for some diseases and are
involved as regulators in defensive processes of
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Figura 2. Efecto de los extractos de V. sphaerocephala sobre la afectacion causada por M. incognita en plantas de C. sativus.
A. Indice de agallamiento. B. Huevos en 10 g de raiz. C. Larvas en 100 g de suelo. Las medias con letras diferentes
representan diferencia estadisticamente significativa segiin la prueba de Tukey (P< 0.05). P (sin nematodos), P+N
(con nematodos), P+N+T (nematodos + Trichoderma), P+N+C (nematodos + carbofuran), P+N+V al 10, 15y 25%
(nematodos + extractos de Verbesina en diferentes concentraciones).

Figure 2. Effect of the V. sphaerocephala extracts on the damage caused by M. incognita on C. sativus plants. A. Root-
knotting index. B. Eggs in 10 g of roots. C. Larvae in 100 g of soil. Means with different letters represent statistical
differences according to Tukey’s test (P< 0.05). P (without nematodes), P+N (with nematodes), P+N+T (nematodes
+ Trichoderma), P+N+C (nematodes + carbofuran), P+N+V at 10, 15 y 25% (nematodes + Verbesina extracts in

different concentrations).
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cuales provocaron una reduccion en un 20, 23.6 y
24.8%, en el numero de huevos en comparacion al
tratamiento control (Figura 2B).

Respecto al nimero de larvas en el sustrato, los
tratamientos con aplicacion de carbofuran y con
extractos de V. sphaerocephala al 15% presen-
taron el menor nimero 100 y 200 larvas respec-
tivamente. La densidad de poblacion de larvas en
estos tratamientos fue significativamente menor a
las densidades de poblacion de larvas presentada
en el tratamiento control. Por el contrario, en el tra-
tamiento con aplicacion de Trichoderma se registrd
el mayor numero de larvas (380 larvas) por 100 g
de sustrato. Los extractos de V. sphaerocephala no
impidieron por completo el desarrollo de las lar-
vas; probablemente porque estos productos solo
paralizan los nematodos sin provocarles la muerte
(Figura 2C).

Estudios han indicado la presencia de compues-
tos terpenoide, flavonoide y acidos aromaticos li-
bres (Bohlmann et al., 1980) en especies como V.
virgata (Martinez et al., 1983), V. sordescens (Bo-
hlmann et al., 1982), V. glabrata y V. luetzelgurgii
(Bohlmann et al., 1980). En esta investigacion se
presenta el primer estudio fitoquimico de V. sphae-
rocephala (Cuadro 1) donde fue evidente la pre-
sencia de fenoles (&cidos fendlicos y/o polifenoles
principalmente) que funcionan como antioxidantes
y pueden tener propiedades preventivas de algunas
enfermedades e implicados como reguladores en
procesos defensivos en las plantas e incluso con
efectos alelopaticos (Willians et al., 2004); también
fue clara la presencia de alcaloides cuyas propieda-
des han sido documentadas como sustancias pro-
tectoras de las plantas contra el ataque de bacterias,
virus, hongos y herbivoros (Bruneton, 2001). Con
base a estos resultados, se pretende investigar en un
futuro las actividades antioxidantes e inhibitoria de
radicales, asi como el tipo de alcaloides que con-
tiene V. sphaerocephala para determinar su modo
de accion.
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plants, and even have allelopathic effects (Willians
et al., 2004), became evident. Also clear was the
presence of alkaloids, which have properties that
have been documented as protective of plants
against the attack of bacteria, viruses, fungi and
herbivores (Bruneton, 2001). Based on these
results, there is an intention for future investigations
of the antioxidant and inhibiting activities of
radicals, as well as the type of alkaloids found in
V. sphaerocephala to determine the way in which
they react.

During the evaluations throughout the
experiment, the 10 and 25% V. sphaerocephala
extracts in all variables showed that they stimulate
plant development, even in pots and in the presence
of M. incognita, as mentioned by Mora et al. (2013),
who point out that several Verbesina species contain
active organic compounds as growth regulators.

According to the results obtained in each of
the cucumber growth variables in pots, the 10%
Verbesina extracts were efficient for plant height,
number of leaves, flowers, chlorophyll index and
dry weight of roots, as indicated by Oka (2012)
in an investigation carried out on V. encelioides
aqueous extracts, in which the nematocidal activity
of M. javanica and the effect on the growth of Inula
viscosa. The investigation coincides with the results
of this investigation, in which Verbesina was found
to be an efficient bio-stimulant, since it acted on the
physiology of cucumber plants in different ways,
and vigor and crop yield were not affected by the
infestation of M. incognita.

Regarding the damage of M. incognita on
cucumber plants, Trichoderma improves the
resistance of theroots to the. Because itis considered
an inoculant that promotes the growth and provides
benefits and protection to the plants, it may have
stimulated root development, helping reduce
damage caused by nematodes (Hernandez-Melchor
et al., 2019). Bafios et al. (2010) recommend the
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Durante las evaluaciones a lo largo del experi-
mento, los extractos de V. sphaerocephala al 10 y
25% en todas las variables demostraron que esti-
mulan el desarrollo de la planta aun en condicio-
nes de maceta y con la presencia de M. incognita
tal como lo mencionan Mora et al. (2013), donde
hacen referencia que varias especies de Verbesina
tienen compuestos organicos activos como regula-
dores de crecimiento.

De acuerdo con los resultados obtenidos en
cada una de las variables de crecimiento de pepi-
no en maceta, los extractos de Verbesina al 10%
fueron eficientes para altura de planta, nimero de
hojas, flores, indice de clorofila y peso seco en raiz,
como sefala Oka (2012) en una investigacion he-
cha con extractos acuosos de V. encelioides donde
evaluo la actividad nematicida de M. javanica y el
efecto en el crecimiento de /nula viscosa, la cual
coincide con estos resultados donde Verbesina es
eficaz como bioestimulante, ya que actud sobre la
fisiologia de las plantas de pepino de diferentes for-
mas y no se vio afectado el vigor y rendimiento
del cultivo ante la infestacion por M. incognita. Lo
que respecta a la afectacion de M. incognita sobre
las plantas de pepino indicaron que 7richoderma
mejoro la resistencia de las raices a los sintomas
de agallamiento. Es posible que al ser considera-
do como inoculante que promueve el crecimiento
y brinda beneficios y proteccion a las plantas haya
estimulado el desarrollo a las raices lo que ayuda
a disminuir la afectacion por nematodos (Hernan-
dez-Melchor et al., 2019). Baios et al. (2010) re-
comienda el uso de 7richoderma spp. en el manejo
de Meloidogyne spp. en hortalizas, ya que afirman
ser un biorregulador efectivo contra nematodos de
este género por medio de sus toxinas e hifas. Por
otro lado, la aplicacion de Trichoderma no mostrd
actividad nematicida, ya que se encontr6 mayor ni-
mero de nematodos en el suelo. Es posible que al
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use of Trichoderma spp. in the management of
Meloidogyne spp. in vegetables, since they proved
to be an effective bioregulator against nematodes
of this genus due to its toxins and hyphae. On
the other hand, applying Trichoderma showed no
nematocidal activity, since a greater number of
nematodes were found on the soil. Stimulating the
development of roots may have allowed a greater
number of females to establish their feeding site,
leading to a higher reproduction rate. It must be
pointed out that the cucumber crop is susceptible
to the attack of the M. incognita nematode, as
expressed by Julca et al. (2001).Similar results
were reported by Oka (2012) who, using V.
encelioides, evaluated aqueous leaf extracts against
M. javanica. Vazquez-Sanchez et al. (2018)
determined the effectiveness of aqueous extracts
of V. sphaerocephala leaves against Naccobus
immobilizing the nematode, hindering their ability
to feed and invade host leaves. Extracts of garlic
(Allium satium), marigold (Tagetes erecta), papaya
(Carica papaya) and Bermuda grass (Cynodon
dactylon) have also been used to determine the
nematocidal effects on Meloidogyne spp. in bean
plants (Phaseolus vulgaris) (Parada and Guzman,
1997). The use of Tagetes zypaquirensis essential
oils has also been useful in the management of
the nematode Meloidogyne spp. as published by
Alvarez et al. (2015) and recommended by Eloh
et al. (2019) in an evaluation carried out with the
selection of 10 plants grown in West Africa against
M. incognita.

This investigation determined that the use of
aqueous extracts of V. sphaerocephala at 10 and
15% may have the biological potential to minimize
damages on roots caused by M. incognita. It is
therefore necessary to out carry out more rigorous
studies to determine the effect of the extracts on the
reproduction rate of M. incognita.
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estimular el desarrollo de las raices haya permitido
que mayor numero de hembras establecieran su si-
tio de alimentacidn, con la consiguiente mayor tasa
de multiplicacion. Hay que destacar, que el cultivo
de pepino es susceptible al ataque del nematodo M.
incognita como lo manifiesta Julca ez al. (2001).

Resultados similares fueron reportados por Oka
(2012), utilizando V. encelioides, quien evaluo ex-
tractos acuosos de hojas para combatir el nema-
todo M. javanica. Vazquez-Sanchez et al. (2018)
determiné la efectividad de extractos acuosos de
hojas de V. sphaerocephala contra Naccobus in-
movilizando al nematodo, los cuales bloquearon la
alimentacion y capacidad para invadir las raices de
la planta huésped. Extractos de ajo (Allium satium),
cempasuchil (Tagetes erecta), papayo (Carica pa-
paya) y barrenillo (Cynodon dactylon) también han
sido utilizados para determinar los efectos nemati-
cidas sobre Meloidogyne spp. en frijol (Phaseolus
vulgaris) (Parada y Guzman, 1997). La aplicacion
de aceites esenciales de Tagetes zypaquirensis tam-
bién ha sido 1til para el manejo del nematodo Me-
loidogyne spp. como lo da a conocer Alvarez et al.
(2015) y lo recomienda Eloh et al. (2019) en una
evaluacion hecha con la seleccion de 10 plantas
cultivadas en Africa occidental para combatir M.
incognita.

En esta investigacion se determind que el uso de
extractos acuosos de V. sphaerocephala al 10y 15%
puede tener un potencial bioldgico para minimizar
la afectacion de las raices causada por M. incogni-
ta. Por lo cual, es necesario realizar estudios mas
rigurosos para determinar el efecto de los extractos
sobre la tasa de multiplicacion de M. incognita.
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Resumen. Una posible alternativa para el control
de CTV y CLas en Citrus sinensis es el empleo de
resistencia genética adquirida. El estudio de este
mecanismo, requiere normalizar con genes de re-
ferencia. Por lo tanto, se desarroll6 un protocolo
de cuantificacion de expresion génica mediante
RT-qPCR para evaluar el uso potencial de GAPDH,
ACTINA, F-BOX, COX y 18S rRNA como genes
de referencia en citricos. Un total de nueve plan-
tas infectadas con CTV (3), CLas (3) y sanas (3)
se emplearon para seleccionar una muestra compuesta
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Abstract. A possible alternative for the control
of CTV and CLas in Citrus sinensis is the use of
systemic acquired resistance. The study of this
mechanism requires normalizing with reference
genes. Therefore, a gene expression quantification
protocol using RT-qPCR was developed to evaluate
the potential use of GAPDH, ACTIN, F-BOX,
COX, and 18S rRNA as reference genes in citrus.
A total of nine plants infected with CTV (3), CLas
(3), and healthy (3) were used to select a composed
sample of eight leaves/plant. An in-house protocol
was developed and optimized in all its stages,
varying the concentration of reagents, primers, and
reaction template. Extraction of total RNA with 2%
CTAB was in the range of 200-1000 ng uL"!. The
reverse transcription produced on average 1069 ng
uL! ¢cDNA. The reference gene products GAPDH,
ACTINA, and F-BOX exhibited melting curves
without dimer products, Ct < 28, and reaction
efficiencies in the range of 90-110%. In all gene
expressions, CTV infected samples had the higher
Ct’s (25-27) followed by healthy samples (24-25).
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de ocho hojas/planta. El protocolo no comercial
se desarrolld y optimizd en todas sus etapas va-
riando concentracion de reactivos, iniciadores y
sustrato de reaccion. La extraccion del ARN total
con CTAB al 2% estuvo en el rango de 200-1000
ng uL'. La retrotranscripcion produjo en promedio
1069 ng uL' ADNc. Los productos de los genes de
referencia GAPDH, ACTINA y F-BOX exhibieron
curvas de disociacidn sin expresion de dimeros, Ct
< 28 y eficiencias de reaccion en el rango de 90-
110%. En todas las expresiones de genes, muestras
con CTV tuvieron los Ct’s mas tardios (25-27) se-
guido de las muestras sanas (24-25). Sin embargo,
GAPDH y ACTINA presentaron la expresion géni-
ca mas estable (In 1/M = 2.83) por lo que estos ge-
nes se proponen para normalizacion. El protocolo
RT-qPCR fue también especifico y eficiente para el
gen CDRI3, putativamente asociado a resistencia
sistémica adquirida a CLas, lo que sugiere su via-
bilidad en estudios de resistencia de C. sinensis/C.
aurantium en respuesta a la infeccion de CTV y
CLas.

Palabras clave: Transcriptoma, Naranja, CDR13,
ACTINA, GAPDH

En 2018, México fue el cuarto productor de na-
ranja (Citrus sinensis) en el mundo con 4.7 millo-
nes de toneladas, de las cuales el 98% se destind al
consumo interno (SIAP, 2019; Rivera-Lopez et al.,
2020). Sin embargo, la produccion historica no ex-
hibe el potencial productivo nacional y representa
una citricultura altamente heterogénea determinada
por la diversidad tecnoldgica, régimen hidrico, fac-
tores edaficos y problemas fitosanitarios. Diversos
programas federales y/o estatales se han implemen-
tado para impulsar la productividad e incluso pro-
mover la reconversion citricola. En particular, en las
ultimas dos décadas se han establecido campanas
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However, GAPDH and ACTIN had the most stable
gene expression (In 1/M = 2.83), therefore these
genes are proposed for normalization. The RT-
qPCR protocol was also specific and efficient for the
CDR13 gene, putatively associated with systemic
acquired resistance to CLas, which suggest its
viability in resistance studies of C. sinensis/C.
aurantium in response to CTV and CLas infection.

Key words: Transcriptome, Orange, CDRI3,
ACTIN, GAPDH.

In 2018, Mexico was the fourth largest
sweet orange (Citrus sinensis) producer in the
world, with 4.7 million tons, 98% of which was
used for domestic consumption (SIAP, 2019;
Rivera-Lopez et al., 2020). However, historical
production does not show the national productive
potential and represents a highly heterogenous
citrus production, determined by technological
diversity, water regimes, edaphic factors and
phytosanitary problems. Several federal and/or
state programs have been implemented to boost
productivity and even promote the modernizing
of the citrus sector. Particularly in the last two
decades, national phytosanitary campaigns have
been established for the management of the Citrus
tristeza virus (CTV) and Candidatus Liberibacter
asiaticus (CLas) (Flores-Sanchez et al, 2017,
Mora-Aguilera et al., 2014b). These pathogens
have a high epidemic potential, due to the dispersal
capacity and agroecological adaptation of their
vectors, the systemic infection condition and their
genetic variability (Flores-Sanchez et al, 2017,
Dominguez-Monge et al., 2014; Rivas-Valencia
et al., 2010). The CTV, and recently CLas, have
caused important economic losses in Brazil,
Argentina, USA, Venezuela and other countries,
and have modified the world’s citrus production
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fitosanitarias nacionales para el control del Citrus
tristeza virus (CTV) y Candidatus Liberibacter asia-
ticus (CLas) (Flores-Sanchez et al., 2017; Mora-
Aguilera et al., 2014b). Estos patégenos poseen alto
potencial epidémico por la capacidad de dispersion
y adaptacion agroecologica de sus vectores, condi-
cion infectiva sistémica y su variabilidad genética
(Flores-Sanchez et al., 2017; Dominguez-Monge et
al., 2014; Rivas-Valencia et al., 2010). E1 CTV y
recientemente CLas, han causado fuertes pérdidas
productivas en Brasil, Argentina, EUA, Venezuela
y otros paises, y han modificado los modelos pro-
ductivos citricolas mundiales (Flores-Sanchez et
al., 2015; Dowson et al., 2015). En México, CLas,
causante de la enfermedad denominada huaglong-
bing o HLB, es una bacteria restringida al floema
transmitida eficientemente por Diaphorina citri
(Hemyptera: Liviidae). En este pais, la expresion
de sintomas en C. sinensis esta influenciada por el
portainjerto y la variante de secuencia de la bac-
teria pudiendo incluso ser asintomatica en campo
(Martinez-Bustamante et al., 2015). Por el contra-
rio, la expresion de sintomas en citricos agrios es
de mayor intensidad pero también dependiente de
la genética del portainjerto y patégeno. Asi, en C.
aurantifolia/C. macrophylla se manifiesta clorosis
foliar asimétrica, aborto de semillas y deforma-
cion de frutos, tipicamente reportadas en naranjos
de Brasil y Florida, pero ademas exhibe amarilla-
miento generalizado de follaje (Esquivel-Chavez et
al., 2015; Robles-Gonzalez et al., 2013; Esquivel-
Chéavez et al., 2012).

CTV, causal de la enfermedad ‘tristeza de los
citricos’, es un closterovirus asociado al floema y
transmitido en forma semipersistente por un com-
plejo de afidos vectores (Hemyptera: Aphididae)
entre los que destacan Aphis gossypii y Toxoptera
citricida en México (Dowson et al., 2015; Loeza-
Kuk et al., 2011). Contrario al escenario epidémico
de los 30’s en Sudamérica, caracterizado por mar-
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models (Flores-Sanchez et al., 2015; Dowson et al.,
2015). In Mexico, CLas, which causes the diseased
named huaglongbing or HLB, is a bacterium,
restricted to the phloem efficiently transmitted by
Diaphorina citri (Hemyptera: Liviidae). In this
country, the symptoms expression in C. sinensis
is influenced by the rootstock and the bacterium
sequence variant, and can even be asymptomatic
under field condition (Martinez-Bustamante et al.,
2015). In contrast, the symptoms expression in sour
citrus species is more intense, yet also dependent
on the rootstock and pathogen genetics. Thus, C.
aurantifolia/C. macrophylla displays asymmetric
foliar chlorosis, seed abortion and fruit deformities,
typically reported in orange trees in Brazil and
Florida, but it also presents a generalized yellowing
of the foliage (Esquivel-Chavez et al, 2015;
Robles-Gonzalez et al., 2013; Esquivel-Chavez et
al., 2012).

CTV, causal agent of the ‘citrus tristeza’
disease, is a closterovirus related to the phloem
and transmitted semi-persistently by a vector aphid
complex (Hemyptera: Aphididae), including Aphis
gossypii and Toxoptera citricida, the most important
in Mexico (Dowson et al., 2015; Loeza-Kuk ef al.,
2011). In this country, as opposed to the epidemic
scenario of the 1930"s en South America, in which
wilting (‘tristeza’) and quick decline and death of
about 15 million C. sinensis/C. aurantium trees
became a notorious characteristic, the predominant
condition has been asymptomatic and subendemic
since pathogen detection in the 1980’s (G. Mora-
Aguilera, 2018. Personal communication; Rivas-
Valencia et al., 2010). Simulation models show
that moderate races selection has operated on this
virus in detriment of severe races, maintaining a
relatively stable population structure with limited
genotypic variability (G. Mora-Aguilera, 2018.
Personal communication). However, this apparent
equilibrium may be temporarily altered with the
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chitez (tristeza) y muerte rapida de aproximadamen-
te 15 millones arboles C. sinensis/C. aurantium, en
México la condicion predominante ha sido asinto-
matica y subendémica a partir de la deteccion del
patogeno en los 80’s (G. Mora-Aguilera, 2018. Co-
municacion personal; Rivas-Valencia et al., 2010).
Modelos simulativos demuestran que la seleccion
de razas moderadas ha operado en este virus en de-
trimento de razas severas manteniendo una estruc-
tura poblacional relativamente estable con limitada
variabilidad genotipica (G. Mora-Aguilera, 2018.
Comunicacion personal). Sin embargo, este apa-
rente equilibrio puede ser temporalmente alterado
con introduccion de nuevas razas, desbalances in-
ducidos por factores climaticos y microbioldgicos,
como es el caso del reciente brote reportado en el
centro de Veracruz (Martinez-Bustamante et al.,
2020). La dificultad de controlar estos patégenos
con estrategias convencionales (Mora-Aguilera et
al., 2014a; Loeza-Kuk et al., 2011), y la necesi-
dad de producir materiales genéticos resistentes en
menor tiempo posible (CTV) o ante la ausencia de
fuentes de resistencia viables para estos patdgenos
(CLas), propici6 en los 90’s la obtencion exitosa
de citricos transgénicos, primero en CTV y poste-
riormente en CLas (Soares ef al., 2020; Loeza-Kuk
et al., 2011; Gutiérrez-Espinosa et al., 1997). Sin
embargo, regulaciones de bioseguridad ha limita-
do su implementacion comercial. Nuevas tecnolo-
gias genodmicas han favorecido el estudio de genes
endogenos del hospedero, en oposicidon a un gen
exogeno implicito en la tecnologia transgénica,
explotando la expresion contrastante de sintomas
en funcion de genética del patdogeno implicado en
la infeccidon y la composicion injerto/portainjerto.
Este fendmeno natural, conocido como resistencia
sistéemica adquirida puede ser potenciado a través
de estudios transcriptomicos mediante analisis de
expresion diferencial a nivel de ARNm de genes
que responden a un proceso patogénico respecto
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introduction of new races and imbalances due to
climate and microbiological factors, such as those
implied by the recent outbreak reported in central
Veracruz (Martinez-Bustamante et al, 2020).
The difficulty of controlling these pathogens with
conventional strategies (Mora-Aguilera et al.,
2014a; Loeza-Kuk et al., 2011), along with the
need to produce resistant genetic materials in the
least time possible (CTV) or the lack of feasible
resistance sources against these pathogens (i.e.
CLas) led to successfully obtain transgenic citrus
material in the 1990’s, first on CTV and later on
CLas (Soares et al., 2020; Loeza-Kuk et al., 2011;
Gutiérrez-Espinosa et al, 1997). Nevertheless,
biosafety regulations have limited their extensive
commercial
technologies have favored the study of endogenous
hosts genes, as opposed to an exogenous gene
implicit in transgenic technology, exploiting
the contrasting expression of symptoms based
on the pathogen genetic and the graft/rootstock
composition. This natural phenomenon, known as

implementetion. New genomic

systemic acquired resistance may be strengthened
through transcriptomic studies by differential
expression analyses, at the level of mRNA, of
genes that respond to a pathogenic process respect
to reference genes from the host or ‘housekeeping’
(Rawat et al., 2017; Fu et al, 2016; Mafra et
al., 2013). The latter genes are essential for the
plant physiology; therefore, its expression is not
dependent, in theory, of the infections process (Yan
et al., 2012; Mafra et al., 2012; Xu et al., 2008;
He et al., 2006). An earlier investigation cloned
three endogenous genes that may eventually
provide resistance from pathogens in citrus species,
including CLas and CTV, through its sustained
expression in high concentrations in the cisgenic
plants, providing resistance with its own genes
(Ventura-Medina et al., 2019). A crucial stage in
this cisgenic approach is the quantification of the
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a genes de referencia del hospedero o ‘housekee-
ping’ (Rawat et al., 2017; Fu et al., 2016; Mafra et
al., 2013). Estos ultimos genes son esenciales para
la fisiologia de la planta por lo que su expresion
no es dependiente, teéricamente, de un proceso in-
feccioso (Yan et al., 2012; Mafra et al., 2012; Xu
et al., 2008; He et al., 2006). En un trabajo previo
se logrd clonar tres genes endogenos que podrian
eventualmente conferir resistencia a patdgenos en
citricos, incluyendo a CLas y CTV, a través de su
sostenida expresion en altas concentraciones en las
plantas cisgénicas induciendo resistencia con sus
propios genes (Ventura-Medina et al., 2019). Una
etapa fundamental en este enfoque cisgénico es
cuantificar la expresion de un gen endégeno poten-
cial en respuesta a la interaccion planta-patogeno,
lo cual es dependiente de la correcta seleccion de
un gen de referencia (Yan et al., 2012; Mafra et
al., 2012). En este contexto, este trabajo tuvo como
objetivo desarrollar un protocolo que permitiera
evaluar la expresion de cinco genes de referencia
con base a criterios de eficiencia y estabilidad en el
proceso de amplificacion por RT-qPCR respecto al
gen endogeno CDRI3 transcrito en respuesta a la
infeccion de CLas y CTV en plantas C. sinensis/C.
aurantium para futuros estudios de resistencia sis-
témica adquirida en las condiciones citricolas y fi-
tosanitarias mexicanas.

Material vegetal. En mayo 2019 se selecciona-
ron nueve plantas de C. sinensis injertadas en C.
aurantium provenientes de la coleccion COLPOS-
INIFAP establecida en el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias,
Campo Experimental Tecoman (INIFAP-CE Teco-
man). Este material se mantuvo durante la investi-
gacion en condiciones de invernadero en COLPOS
Montecillo. El experimento incluyo tres plantas
por cada condicion sanitaria: a) CTV positivas, b)
CLas positivas y ¢) sanas. La condicion enferma
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expression of a potentially endogenous gene in
response to the plant-pathogen interaction, which
depends on the correct selection of a reference
gene (Yan et al., 2012; Mafra et al., 2012). In this
context, the aim of this investigation was to develop
an in-house protocol to evaluate the expression
of five reference genes based on efficiency and
stability criteria in the amplification process with
RT-qPCR regarding the endogenous CDRI3 gene
transcribed in response to CLas and CTV infection
in C. sinensis/C. aurantium for future systemic
acquired resistance studies under the Mexican
citrus production and phytosanitary condition.

Plant material. In May 2019, nine C. sinensis
plants, grafted onto C. aurantium, were chosen
from the COLPOS-INIFAP collection established
in the Tecoman experimental station of the National
Institute of Forestry, Agriculture and Livestock
Research (INIFAP-CE Tecoman). This material
was kept during the investigation under greenhouse
conditions in COLPOS Montecillo. The experiment
included three plants for each sanitary condition:
a) positive to CTV, b) positive to CLas and c¢)
healthy. The diseased and healthy conditions were
confirmed by qPCR in the Fruiticulture laboratory,
COLPOS. The diseased plants were inoculated in
2014 with infected citrus tissue from Jalisco and
Puebla commercial orchards. The healthy plants
were 18-months-old. The plant sample used for
the extraction of nucleic acids consisted of eight
mature leaves per plant from different orientation
and strata.

Extraction, quantity and quality of RNA. For
extraction of total RNA, 0.1 g of midrib leaves
(C. sinensis) were used with the CTAB protocol at
2%. Yield and quality of total nucleic acids were
quantified using the NanoDrop 2000 (Thermo
Fisher Scientific). The optic density rate at 260/280
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y sana se confirmo por qPCR en el laboratorio de
Fruticultura, COLPOS. Las plantas enfermas se
inocularon en 2014 con indculo procedente de Ja-
lisco y Puebla, respectivamente. Las plantas sanas
fueron de 18 meses de edad. La muestra vegetal
empleada para la extraccion de acidos nucleicos
consistio de ocho hojas maduras por planta prove-
nientes de diferente orientacion y estrato.

Extraccion, cuantificacion y calidad de ARN.
Para la extraccion de ARN total se empled 0.1 g de
nervadura central de hojas de naranjo (C. sinensis)
mediante el protocolo de CTAB al 2%. Se cuanti-
fico el rendimiento y calidad de acidos nucleicos
totales empleando el NanoDrop 2000 (Thermo Fis-
her Scientific). Se verifico que la tasa de densidad
optica a 260/280 y 260/230 nm de longitud de onda
se mantuviera en el rango 1.8-2.0 para garantizar
ausencia de contaminacidn por proteinas o fenoles.
La extraccion de acidos nucleicos totales permi-
tio obtener concentraciones de 200-1000 ng pL-!
a partir de nervadura central foliar de C. sinensis
(Cuadro 1). En todas las muestras las cantidades

and 260/230 nm wavelengths was evaluated to
assured a 1.8-2.0 range to guarantee the absence
of proteins or phenols
extraction of total nucleic acid allowed to obtain
concentrations of 200-1000 ng uL"' (Table 1). In
all samples, the amounts obtained were enough to
homogenize a subsample at 50 ng pL-!. This stage
was crucial for the correct comparison of differential
expression of the evaluated genes, avoiding over-
or underestimating them. The optical density rate
(260/280) was in the 1.93 - 2.01 range (Table 1),
meaning that the quality and purity of the nucleic
acids were within an optimal range. Values below
1.8 indicate the presence of proteins, phenols or
other contaminants (Taylor et al., 2015).

contamination. The

Retrotranscription. For the cDNA synthesis, 50
ng uL' RNA were used after homogenizing with
nuclease-free water. Retrotranscription with dT
oligos was performed in two stages using an in-
house protocol. Five trials were carried out with
the purpose of optimizing the cDNA concentration
(Table 2). The reaction mixture at the first stage

Cuadro 1. Cantidad y calidad de ARN total extraido a partir de nervadura central de
una muestra foliar compuesta por planta de Citrus sinensis/C. aurantium.
Table 1. Quantity and quality of total RNA extracted from midrib leaves of a composed

sample per plant of Citrus sinensis/C. aurantium.

. Conc. Acido Nucleico Tasa Tasa
Material Vegetal® (ng uL") 260/280 260/2307

Planta sana/R1 976.2 2.02 1.96
Planta sana/R2 779.3 1.93 1.92
Planta sana/R3 628.2 1.94 1.94
+CLas (Jalisco)/R1 1186.7 2.01 1.97
+CLas (Jalisco)/R2 1070.5 1.94 1.8
+CLas (Jalisco)/R3 236.2 1.94 1.9
+CTV (Puebla)/R1 750.3 1.94 1.86
+CTV (Puebla)/R2 983.2 1.95 1.93
+CTV (Puebla)/R3 756.7 1.97 1.81

* CLas: Candidatus Liberibacter asiaticus; CTV: Citrus tristeza virus; R ,: repeticion.
*CLas: Candidatus Liberibacter asiaticus; CTV: Citrus tristeza virus; R : replicates.
* Tasa de densidad Optica obtenida con dos longitudes de onda luz UV.

* Optical density rate obtained with two UV light wavelengths.
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obtenidas fueron suficientes para homogenizar una
submuestra de 50 ng puL'. Esta etapa fue indispen-
sable para la correcta comparacién de la expresion
diferencial entre los genes evaluados evitando so-
bre o subestimarlos. La tasa de densidad optica
(260/280) estuvo en el rango 1.93-2.01 (Cuadro 1),
lo cual implic6 que la calidad y pureza de los aci-
dos nucleicos estuvo dentro de rango 6ptimo. Valo-
res inferiores a 1.8 indican presencia de proteinas,
fenoles u otros contaminantes (Taylor ef al., 2015).

Retrotranscripcion. Para sintesis de ADNc se em-
pled 50 ng uL"'de ARN previa homogenizacion con
agua libre de nucleasas. La retrotranscripcion con
oligos dT se realiz6 en dos etapas mediante un pro-
tocolo no comercial. Se realizaron cinco ensayos
con el fin de optimizar la concentracion de ADNc
(Cuadro 2). La mezcla de reaccion de la primera
etapa se incubd a 85 °C por 3 min en un termocicla-
dor Bio-Rad T100™Thermal Cycler. Transcurrido

was incubated at 85 °C for 3 min in a Bio-Rad
T100™Thermal Cycler, thereafter the samples
were placed in ice for 5 min.

Further, the volume corresponding to the
reaction mixture of the second stage was added
into each tube. Trials 1 and 2 were incubated at
44 °C for 60 min, whereas trials 3-5 were incubated
at 44 °C for 100 min. In all trials, retrotranscriptase
was deactivated at 92 °C for 10 min. The cDNA
obtained was kept at -20 °C and quantified by
spectrophotometry using the NanoDrop 2000 to
evaluate the yield obtained.

The cDNA synthesis was carried out successfully
by incubating at 44 °C for 100 min with the trial
5 configuration. This trial extended the time of
enzymatic synthesis, which helped obtain average
concentrations of 1069 ng uL?'. The remaining
trials produced lower average yields with 666-680
ng uL! (trials 1 and 4) and 865-880 ng pL! (trials
2 and 3). An optimum yield guarantees enough

Cuadro 2. Reactivos y volumen empleado en cinco ensayos para generar una mezcla 6ptima de
reaccion (1X) aplicable a la primera y segunda etapa de retrotranscripcién (RT) a par-
tir de ARN total obtenido de tejido foliar de C. sinensis con tres condiciones sanitarias.

Table 2. Reagents and volume used in five trials to generate an optimum reaction mixture (1X),

applicable to the first and second stages of retrotranscription (RT) from total RNA
obtained from C. sinensis foliar tissue with three sanitary conditions.

Primera etapa de retrotranscripcion

Reactivos Ensayo 1 Ensayo2 Ensayo3 Ensayo4 Ensayo5
RNA (50 ng pL") 3.00¥ 3.0 3.50 3.00 3.00
*Oligo (dT), Iniciador (50 mM) 0.25 0.3 0.50 0.50 0.50
H,O libre de nucleasas 10.50 9.2 13.25 14.35 8.75
Volumen final (uL) 13.75 12.5 17.25 16.85 12.25
Segunda etapa de retrotranscripcion

“ Buffer-RT (5X) 4.00 4.0 4.50 4.20 4.50
#dNTP Mix (10 mM) 1.00 1.2 1.50 1.20 1.50
2M-MLV (2000 U pL) 1.00 2.0 1.00 1.50 1.50
#RNasin (40 U uL ") 0.25 0.3 0.25 0.25 0.25
Volumen final (uL) 20.00 20.0 25.00 25.00 20.00

YTodas las cantidades por ensayo en pL. / YAll amounts per trial in puL.
“Proveedor: Promega Corp. USA. / “Supplier: Promega Corp. USA.
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este tiempo las muestras fueron colocadas en hielo
durante 5 min.

Posteriormente, a cada tubo se adiciond el vo-
lumen correspondiente a la mezcla de reaccion de
la segunda etapa. El ensayo 1 y 2 se incubaron a
44 °C por 60 min, mientras que los ensayos 3-5
se incubaron a 44 °C por 100 min. En todos los
ensayos se desactivo la retrotranscriptasa a 92 °C
por 10 min. El ADNc¢ obtenido se mantuvo a -20
°C y se cuantifico por espectrofotometria emplean-
do el NanoDrop 2000 para evaluar el rendimiento
obtenido.

La sintesis de ADNc se realizd exitosamente
incubando a 44 °C por 100 min mediante la con-
figuracidon del ensayo 5. Este ensayo prolongd el
tiempo de sintesis enzimatica lo cual permitié ob-
tener concentraciones promedio de 1069 ng uL'.
Los ensayos restantes generaron rendimientos pro-
medio menores con 666-680 ng uL! (ensayo 1y 4)
y 865-880 ng uL! (ensayos 2 y 3). Un éptimo ren-
dimiento garantiza la cantidad suficiente de ADNc
para implementar RT-qPCR simultaneos con varios
iniciadores asociados a multiples genes. También
reduce reactivos y consumibles empleados por
muestra. Por otra parte, el Oligo-dT es empleado en
40% de ensayos RT-qPCR debido a que se hibrida a
las colas de poly A de ARNm en comparacion con
un iniciador aleatorio alternativo. La combinacion
de ambos iniciadores se considera la mejor opcion
de optimizacion (Taylor et al., 2015).

Genes de referencia. Cinco genes de referencia
o constitutivos se seleccionaron bibliograficamente
debido a su condicion altamente conservada en or-
ganismos eucariotas. Estos genes tienen expresion
continua e independiente de una condicion fitos-
anitaria (Cuadro 3). Posteriormente, se evalud su
viabilidad para normalizar la expresion de genes
potencialmente asociados con resistencia adquirida
bajo las condiciones experimentales de este traba-
jo. Para este fin se empleo el gen endogeno CDRI3,
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amounts of cDNA to implement simultaneous
RT-gPCR with several primers related to multiple
genes. It also reduces reagents and laboratory
materials used for every sample. On the other hand,
Oligo-dT is used in 40% of RT-qPCR trials, since
it hybridizes to mRNA through the poly-A tail in
comparison with an alternative random primer.
However, the combination of both primer types is
considered the best optimization option (Taylor et
al., 2015).

Reference genes. Five reference or housekeeping
genes were bibliographically selected for their
highly conserved condition in eukaryotic organisms.
These genes have a continuous expression,
independent to a phytosanitary condition (Table
3). We later evaluated its feasibility to normalize
the expression of potentially associated genes with
systemic acquired resistance under the experimental
conditions of this investigation. For this purpose,
the endogenous gene CDR13 was used, which has
been related to this type of resistance in citrus plants
(Rawat et al., 2017).The primers used to detect and
quantify the transcribed product of this gene were
F: CAAGCTGATATAATACCCAATATCGGAG,
and R: GAGGCTCGCACTGCGT (Rawat et al.,
2017; Fu et al., 2016).

RT-qPCR optimization. RT-qPCR was used to
amplify and quantify the primary transcript (in its
complementary cDNA form) of the five reference
genes and the CDRI3 endogenous gene. This
technique was performed on a C1000 Touch™
(Bio-Rad) equipment. For every gene, 20 and 10 pL
of the final reaction volume were tested. Both
mixtures contained 1X of SsoAdvanced Universal
SYBR® Green Supermix (2X). For each primer,
200, 250 and 500 nM were evaluated, along with
50 ng of cDNA (Table 3). The configuration of
the experiment consisted of three replications
per sample obtained for each plant and the
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Cuadro 3. Iniciadores empleados para amplificar el transcrito primario de cinco genes constitutivos de eucariotas selec-
cionados para evaluar su implementacion como genes de referencia en un protocolo RT-qPCR para analizar la

expresion génica inducida por la infeccion de CTV y CLas en C. sinensis/C. aurantium.

Table 3. Primers used to amplify the primary transcript of five eukaryotes housekeeping genes chosen to evaluate their
implementation as reference genes in a RT-qPCR protocol to analyze the genic expression induced by the infec-

tion of CTV and CLas on C. sinensis/C. aurantium.

Gen “Iniciador 5°- 3" Funcion del gen Referencia
F:CTGAGCGTGGCTA . y
TTCCTTC Regula la interaccion entre
ACTINA filamentos de ’actlna y ot,ras Fu et al, 2016
fibras de proteinas que actian
RIGACTTCAGGACAG como agentes de union
CGGAAAC
Gliceraldehido-

3-fosfato deshidrogenasa

F:GGAAGGTCAAGAT

CGGAATCAA Produce la enzima que interfiere Quifones et al., 1995
en oxido-reduccion del proceso He et al., 2006
(GAPDH) R:CGTCCCTCTGCAA de glicolisis Mafra et al., 2013
GATGACTCT
F:.TTGGAAACTCTTT . .
Producen la subunidad 18S del Quifiones et al., 1995
CGCCACT . .
R:AGCAGACCTGGCT RNA ribosomal involucrado en He et al., 2006
: la sintesi i Y ., 2012
18S rRNA genes ATTATACGACTG a sintesis de proteinas an et al., 20

Citocromo C

F:GTATGCCACGTCG

Sintetiza la  enzima que

. cataliza la cadena de trasporte s
Oxidasa CATTCCAGA de electrones de la urll)idad Quifiones et al., 1995
. . He et al., 2006
R-GAATGCCCTTAGE 01togromo e oxidasa a la Li et al.. 2006
(COX) AGTTTTGGCT molécula de oxigeno y es clave
en la respiracion celular
F:TTGGAAACTCTTT
CGCCACT Genera la proteina relacionada Xu et al., 2008
con el reconocimiento de Mafra et al., 2012
R:AGCAGACCTGGCT sustrato de la ubiquitina ligasa Chen et al., 2018
F-BOX ATTATACGACTG

“F: "forward’; R:’reverse’

el cual se ha asociado con este tipo de resistencia
en citricos (Rawat et al., 2017). Los iniciadores o
cebadores empleados para detectar y cuantificar
el producto transcrito de este gen fueron F: CA-
AGCTGATATAATACCCAATATCGGAG, y R:
GAGGCTCGCACTGCGT (Rawat et al., 2017; Fu
et al.,2016).

Optimizaciéon de RT-qPCR. La técnica RT-qPCR
se empleo para amplificar y cuantificar el transcri-

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021

phytosanitary condition. Each replication was used
to amplify the transcript of each reference gene and
the endogenous gene. The same number of ‘not
target controls’ were included for each primer. In
total, the experiment included a total of 135 RT-
qPCR tests. The amplification efficiency for each
primer was evaluated with a dynamic range of
1x10° — 1x10"" ¢cDNA with a 1:10 dilution factor.
Two thermocycling programs were evaluated: the
first one consisted of denaturalization at 95 °C for
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to primario (en su forma complementaria ADNc)
de los cinco genes de referencia y del gen de en-
dégeno CDRI3, para lo cual se empleo el equipo
C1000 Touch™ (Bio-Rad). Con fines de optimizar
la técnica, por cada gen se probaron 20 y 10 uL de
volumen final de reaccion. Ambas mezclas conte-
nian 1X de SsoAdvanced Universal SYBR® Green
Supermix (2X). Asi mismo, se evaluaron 200, 250
y 500 nM de cada iniciador y 50 ng de ADNc (Cua-
dro 3). La configuracion del experimento consis-
tid en tres replicas por cada muestra obtenida por
planta y condicion fitosanitaria. Cada replica se uso
para amplificar el transcrito de cada gen de referen-
ciay el gen enddgeno. Se incluy6 el mismo niimero
de testigos negativos por cada iniciador. En total,
el experimento consistié de 135 pruebas RT-qPCR.
Se evaluo la eficiencia de amplificacion de cada
iniciador mediante un rango dinamico de 1x10°—
1x10"" ADNc con factor de dilucion 1:10. Se eva-
luaron dos programas de termociclaje: el primero
consistio de desnaturalizacion a 95 °C por 30 s, se-
guido de 40 ciclos 95 °C por 5 s y un gradiente de
temperatura de anillamiento, para lo cual se evaluo
el rango 57-60 °C por 30 s. El segundo programa
incluy6 desnaturalizacion a 95 °C por 3 min, 30
ciclos de 94 °C por 30 s y anillamiento a 57 °C por
40 s. Para ambos programas de amplificacion se
evaluaron tres rangos de temperatura para generar
curvas de disociacion con incrementos de 0.5 °C/
ciclo: A) 70-85 °C; B) 60-95 °C, y C) 65-95 °C.
La forma de curva y valores bajos del umbral de
amplificacion (Ct) para cada muestra, asi como la
identificacion de la temperatura 6ptima de disocia-
cion T, mediante la conformacion de un solo pico de
amplificacion fueron considerados para optimizar
el protocolo RT-qPCR. Ademas de T, se verifico
la amplificacion especifica de un simple fragmento
esperado, sin la formacion de dimeros, mediante
electroforesis con gel de agarosa al 1.5% preparado
en solucion buffer TBE 1X, el cual fue sometido a

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021

30 s, followed by 40 cycles at 95 °C for 5 s and
an annealing temperature gradient in the range of
57-60 °C assessed for 30 s. The second program
included denaturalization at 95 °C for 3 min, 30
cycles at 94 °C for 30 s and annealing at 57 °C
for 40 s. For both amplification programs, three
temperature ranges were evaluated to generate
melting curves with increases of 0.5 °C/cycle: A)
70-85 °C; B) 60-95 °C, and C) 65-95 °C.

The curve shape and low values of cycling
threshold (Ct) per sample, as well as the
identification of the optimum melting temperature
(T,) with the formation of only one amplification
peak were considered to optimize the RT-qPCR
protocol. Inadditionto T, the specific amplification
of a single expected fragment was verified, without
the formation of dimers, by electrophoresis with
agarose gel at 1.5% prepared in a TBE 1X buffer
solution and using 110 volts for 40 min. It was
finally viewed in the UVP Bioimaging Systems
photodocumenter.

The optimum monoplex RT-qPCR protocol
included a final reaction volume of 10 uL with 500
nM per primer and 1X of SsoAdvanced Universal
SYBR® Green. This configuration reduces the
amount of primers without affecting the Ct or
T . However, due to the accuracy required in the
quantification, the use of probes may be another
alternative to SYBR® Green. The thermal profile
included initial denaturalization at 95 °C for 30 s,
followed by 40 amplification cycles at 95 °C for 5
s and 60 °C for 30 s.

The T_ was estimated with the temperature
related to the single peak of the melting curve for
each primer of GAPDH (81°C), F-BOX (83.5)
and ACTIN (84) transcripts (Figure 1A, B). The
primer associated with /8S ¥rRNA gene produced a
moderate peak at different temperatures for healthy
plant samples and those infected with CTV and
CLas, as opposed to what would be expected of
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110 voltios durante 40 min. Finalmente se visualizd
en el fotodocumentador UVP Bioimaging Systems.

El protocolo 6ptimo monoplex RT-qPCR inclu-
y6 un volumen final de reaccion de 10 uL con 500
nM por iniciador y 1X de SsoAdvanced Universal
SYBR® Green. Esto permite reducir la cantidad de
reactivos sin afectar el Ct o T,. Sin embargo, debi-
do a la precision requerida en la cuantificacion el
empleo de sondas puede ser otra opcion al SYBR®
Green. El perfil térmico elegido incluy6 desnatura-
lizacion inicial a 95 °C durante 30 s, seguido de 40
ciclos de amplificacion a 95 °C durante 5 s y 60 °C
durante 30 s.

La T, se estimd con la temperatura asociada al
pico tnico de la curva de disociacion para cada
iniciador de los transcritos de GAPDH (81 °C),
F-BOX (83.5) y ACTINA (84) (Figura 1A, B). El
iniciador asociado al gen 18S rRNA conformé un
pico moderado a diferentes temperatura para las
muestras vegetales sanas e infectadas con CTV
y CLas contrario a lo que se esperaria de un gen
de referencia (Figura 1B). En el caso de COX no
se conformd una curva de disociacion por lo que
ambos se eliminaron para su posible uso como ge-
nes de referencia. El gen putativo de resistencia
CDRI3 tuvouna T de 81 °C (Figura 1C). La curva
de disociacion con pico Unico indicd que no existen
problemas de hibridacion especifica, concentracion
del iniciador o condiciones ineficientes de reaccion
del iniciador (Taylor et al., 2015).

Las curvas de amplificacion con los iniciado-
res asociados a ACTINA y GADPH mostraron Ct
constantes entre 22.5-26 con 3500-4200 RFU (Uni-
dades relativas de fluorescencia) para las muestras
vegetales sanas e infectadas con CLas y CTV. (Fi-
gura 1D), mientras que el gen F-BOX presentd Ct
entre 25-27 con similar RFU (Figura 1E). El ini-
ciador relativo al gen /8S rRNA tuvo Ct tardios de
35-37 con 600 RFU (Figura 1E), congruente con la
curva de disociacion inadecuada, lo que confirmé
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a reference gene (Figure 1B). In the case of COX,
a melting curve was not produced, and therefore,
they were both discarded for use as reference
genes. Putative resistance gene CDRI3 had a T
of 81 °C (Figure 1C). The single-peak melting
curve indicated no problems regarding specific
hybridization, primer concentration, or inefficient
primer reaction conditions (Taylor et al., 2015).

The amplification curves with the primers related
to ACTIN and GADPH displayed Ct constants
between 22.5-26 with 3500-4200 RFU (Relative
fluorescence units) for the healthy plant samples
and those infected with CTV and CLas (Figure
1D), whereas gene F-BOX displayed Ct between
25-27 with a similar RFU (Figure 1E). The primer
related to /8S rRNA gene had Ct’s in the range
of 35-37 with 600 RFU (Figure 1E), congruent
with the inadequate melting curve, confirming
its elimination. Contrary to expected, in all genes
cases, samples of citrus infected with CTV showed
the higher Ct’s (25-27) followed by health samples
(24-25), indicating possible infection effect on
the expression of these genes. The amplification
curve with the primer relative to CDRI3 gene
had a 23 Ct for the three replicates (Figure IF).
The visualization in agarose gel of the fragments
amplified per repetition was sampled with products
obtained with the primers associated to ACTIN and
GADPH genes. A simple band, without secondary
products or dimers, confirmed the specificity of the
primers used (Figure 1D).

RT-qPCR standard curve. The dynamic range
was determined with four dilution factors, base
10 of ¢cDNA (1x10° — 1x10° ng pL"), each with
three replicates, in order to establish the optimum
amount of cDNA required for the RT-qPCR reaction
and to estimate the efficiency (E) (Taylor et al.,
2015). This process is illustrated with the primers
related to ACTIN and CDRI3 genes (Figure 2A-
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Figura 1. Curvas de disociacion (A, B, C) y amplificacion (D, E, F) por RT-qPCR empleando SYBR® Green para iniciadores
de productos transcritos de los genes GAPDH y ACTINA (A, D), F-BOX 'y 185 rRNA (B, E), y CDRI13 (C, F), en
muestras foliares compuestas de C. sinensis/C. aurantium con tres condiciones fitosanitarias: sana (verde y café),
positiva a CLas (rojo) y positiva a CTV (azul). Gel de agarosa al 1.5 % con fragmentos amplificados con iniciadores
relativos a los genes GAPDH y ACTINA (D, recuadro superior).

Figure 1. Melting curves (A, B, C) and amplification curves (D, E, F) with RT-qPCR using SYBR® Green for primers taget-
ing products transcribed from GAPDH and ACTIN (A, D), F-BOX and 18S rRNA (B, E) and CDRI13 (C, F) gen
using composed samples of leaves of C. sinensis/C. aurantium with three phytosanitary conditions: healthy (green
and brown), positive to CLas (red) and positive to CTV (blue). Agarose gel at 1.5 % with amplified fragments with
primers related to genes GAPDH and ACTIN (D, top section).
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su eliminacioén. Contrario a lo esperado, en todos
los genes’ muestras de citricos infectados con CTV
exhibio los Ct’s mas tardios (25-27) seguido por
las muestras sanas (24-25), indicando posible efec-
to de la infeccion en la expresion de estos genes. La
curva de amplificacion con el iniciador relativo al
gen CDR13 tuvo un Ct de 23 para las tres repeticio-
nes (Figura 1F). La visualizacion en gel de agarosa
de fragmentos amplificados por cada repeticion se
muestra con productos obtenidos con los iniciado-
res asociados a los genes ACTINA y GADPH. Una
banda simple, sin productos secundarios o dimeros,
confirmaron la especificidad de los iniciadores em-
pleados (Figura 1D).

RT-qPCR curva estandar. El rango dinamico se
determino con cuatro factores de dilucion base 10
de ADNc (1x10°~1x10° ng pL"), cada uno con tres
repeticiones, para establecer la cantidad dptima de
ADNCc requerida para la reaccion RT-qPCR y para
estimar la eficiencia (E) (Taylor ef al., 2015). Este
proceso se ilustra con los iniciadores relativos a los
genes ACTINA y CDRI3 (Figura 2A-D).

Para estos genes, la concentracion de ADNc
tuvo una relacion inversa con valores Ct (Figura 2
A, C), permitiendo ajuste a un modelo de regresion
lineal simple con pendientes negativas de -3.33 (r?
=0.99)y -3.49 (1= 0.99), y eficiencias (E) de 99.5
y 93.3 %, respectivamente. Con la linea ajustada,
se determind 1 ng pL"' como umbral minimo de
concentracion ADNcen la muestra vegetal para de-
tectar la transcripcion del gen ACTINA con Ct =
32-33 yde CDRI3 con Ct=33.5-34 (Figura D, E).
Las eficiencias de reaccion estimadas estuvieron
dentro del rango 90-110 % considerado aceptable
(Taylor et al., 2015). Estos resultados son ilustrati-
vos del procedimiento por lo que el rango dindmico
debe ser estimado por cada gen de interés ya que la
expresion génica no es homogénea (Mafra et al.,
2012; Yan et al., 2012).
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D). For these genes, the cDNA concentration
had an inverse relation with Ct values (Figure 2
A, C), allowing the adjustment to a simple linear
regression model with negative slopes of -3.33
(r’= 0.99) and -3.49 (r*= 0.99), and to estimate
the efficiency (E) in 99.5 and 93.3 %, respectively.
With the line adjusted, 1 ng pL"' was established
as the minimum cDNA concentration threshold
required to detect the ACTIN transcription with Ct
= 32-33 and of CDRI3 with Ct = 33.5-34 (Figure
D, E). The estimated reaction efficiencies (E) were
within the 90-110% range, considered acceptable
(Taylor et al., 2015). These results are illustrative
of the procedure, therefore the dynamic range must
be estimated for each gene of interest, since the
genic expression is not homogenous (Mafra et al.,
2012; Yan et al., 2012).

Selection of reference genes. Based on the relative
quantification obtained using the optimum RT-
qPCR protocol, an analysis was carried out on the
stability of the expression of GAPDH, ACTIN and
F-BOX using the program CFX Manager™ ver 3.1
by Bio-Rad. GAPDH and ACTIN had the lowest
M value (0.06), therefore the highest stability
was achieved with 2.84 (In 1/M). This indicates
that expression of these genes had variability
attributable mostly to the experimental process,
but not to the infection by CLas or CTV, which
was expected from a reference gene (Figure 3).
Nevertheless, M < 0.5 is considered acceptable
for normalization purposes. Due to the synchrony
of GAPDH and ACTIN (Figure 3), the use of both
genes is recommended for normalization purposes.
Mafra and collaborators (2012) evaluated a set
of genes, including ACTIN, GAPDH, F-BOX
and /85 rRNA in different citrus species and
rootstocks. They conclusively identified only
F-BOX as the most stable. /8S ¥rRNA and ACTB
genes have also been reported effective (Yan et
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Figura 2. Curvas de estandarizaciéon y ajuste a un modelo de regresion lineal simple de las reacciones RT-qPCR obtenidas
de cuatro factores de dilucion (1x10°-1x10%) de ADNc empleado como templete para iniciadores asociados a la
expresion de ACTINA (A, B) y CDR13 (C, D). E= eficiencia de la reaccién.

Figure 2. Standardization curves and adjustment to a simple linear regression model of the RT-qPCR reactions obtained
from four dilution factors (1x10° — 1x10°) of cDNA used as a template for primers related to the expression of
ACTIN (A, B) and CDR13 (C, D). E= reaction efficiency.

Seleccion de genes de referencia. Con base en la
cuantificacion relativa obtenida con el protocolo
RT-gPCR o6ptimo se procedio a analizar la estabili-
dad de la expresion de GAPDH, ACTINA y F-BOX
mediante el programa CFX Manager™ ver 3.1 de
Bio-Rad. GAPDH y ACTINA tuvieron el menor
valor de M (0.059) por lo que tuvieron la mayor
estabilidad con 2.84 (In 1/M). Esto indica que la
expresion de estos genes tuvieron una variabilidad
atribuible el proceso experimental pero no a la in-
feccion por CLas o CTV lo cual era esperado para
un gen de referencia (Figura 3). Sin embargo, M <
0.5 se considera aceptable efectos de normalizacion.
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al., 2012). These results indicate that the selection
of reference genes, before a specific study of
systemic acquired resistance, requires evaluation
in the specific experimental conditions and with
the biological material of interest. Likewise, it is
crucial to optimize the RT-qPCR protocol with the
designed or chosen primer(s), the plant sample
and experimental goal (Taylor et al., 2015). This
investigation also identified the importance of
standardizing the experimental units as much as
possible, since the expressions of constitutive
genes may be influenced by abiotic factors such as
water stress and temperature.
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Figura 3. Estabilidad y promedio de variacion de expresion entre pares de genes de referencia (M) obtenidos a partir de
cuantificacion por RT-qPCR de muestras de nervadura central de hojas de naranjo dulce (C. sinensis/C. auran-

tium) sanas e infectadas con CLasy CTV.

Figure 3. Stability and average of expression variation between pairs of reference genes (M) obtained from quantifying by
RT-qPCR central leaf nervation taken from orange trees (C. sinensis/C. aurantium), both healthy and infected

with CLas and CTV.

Por la sincronia de GAPDH y ACTINA (Figura 3),
el empleo de ambos genes para fines de normali-
zacion son recomendables. Mafra y colaboradores
(2012) evaluaron un conjunto de genes, entre los
que se incluian ACTINA, GAPDH, F-BOX y 18S
rRNA en diferentes especies citricolas y porta in-
jertos. Conclusivamente, identificaron unicamente
a F-BOX como el mas estable. También se han re-
portado a los genes /8S ¥rRNA y ACTB (Yan et al.,
2012). Estos resultados indican que la seleccion
de genes de referencia, previo a un estudio espe-
cifico de resistencia genética adquirida, requiere
evaluarse en las condiciones experimentales y con
el material biologico de interés. Adicionalmente,
es fundamental optimizar el protocolo RT-qPCR
con el iniciador(es) disefiado o elegido en funcion
al tipo de muestra vegetal y objetivo experimen-
tal (Taylor et al., 2015). En este trabajo también se
identifico la importancia de estandarizar al maximo
las unidades experimentales ya la expresion de ge-
nes constitutivos pueden ser influenciados por fac-
tores abidticos como estrés hidrico y temperatura.
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In conclusion, an in-house, non-commercial
RT-gqPCR protocol was successfully developed to
normalize the endogenous gene CDR1 3, associated
with systemic acquired resistance in sweet orange.
The GAPDH, ACTIN and F-BOX reference genes
presented melting curves expressing no dimers
formation, Ct < 28 and reaction efficiencies in the
90-110% range. However, GAPDH and ACTIN
had the most stable genic expression (2.83) and
are therefore proposed for the normalization of
the expression of potentially endogenous genes
in resistance studies of C. sinensis/C. aurantium
in response to infections by CTV and CLas under
experimental conditions, analogous to those used
in this investigation.

End of the English version ~~—~——~——~—
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En conclusion, se desarrolld exitosamente un
protocolo de laboratorio, no comercial, RT-qPCR
para normalizar el gen endogeno CDR13, asociado
con resistencia sistémica adquirida en citricos. Los
genes de referencia GAPDH, ACTINA y F-BOX
exhibieron curvas de disociacion sin expresion de
dimeros, Ct <28y eficiencias de reaccion en el ran-
go de 90-110%. Sin embargo, GAPDH y ACTINA
tuvieron la expresion génica mas estable (2.83) por
lo que estos genes se proponen para normalizar la
expresion de genes endogenos potenciales en estu-
dios de resistencia de C. sinensis/C. aurantium en
respuesta a la infeccion de CTV y CLas en condi-
ciones experimentales analogas a las de este estu-
dio.

LITERATURA CITADA

Chen H, Palmer IA, Chen J, Chang M, Thompson SL, Liu F
and Fu Z Q. 2018. Specific and accurate detection of the
citrus greening pathogen Candidatus Liberibacter spp.
Using conventional PCR on citrus leaf tissue samples.
Journal of Visualized Experiments 136: €57240. https://
dx.doi.org/10.3791/57240

Dawson W, Bar-Joseph M, Garnsey S and Moreno P. 2015.
Citrus Tristeza Virus: Making an ally from an enemy An-
nual Review of Phytopathology 53: 137-155. https:dx.doi.
org/10.1146/annurev-phyto-080614-120012

Dominguez-Monge S, Mora-Aguilera G, Loeza-Kuk E, Gu-
tiérrez-Espinosa MA, Flores-Sanchez J, Acevedo-Sanchez
G, Ochoa-Martinez D, Febres V, Herndndez-Nava G, y
Martinez-Bustamante V. 2014. Epidemiologia molecular
de aislamientos de Citrus Tristeza Virus de la Peninsula
de Yucatan. Revista Mexicana de Fitopatologia 32(Suple-
mento): S46. https://rmf.smf.org.mx/suplemento/Suple-
mento322014.html

Esquivel-Chavez F, Mora-Aguilera G, Veldzquez-Monreal J,
Valdovinos-Ponce G, Gutiérrez-Espinoza MA y Loeza-
Kuk E. 2015. Anélisis morfo-anatémico de Citrus auran-
tifolia infectado con Candidatus Liberibacter asiaticus e
injertado en tres patrones. Revista Mexicana de Fitopato-
logia 33(Suplemento): S199. https://rmf.smf.org.mx/su-
plemento/Suplemento332015.html

Esquivel-Chavez F, Valdovinos-Ponce G, Mora-Aguilera G,
Gomez-Jaimes R, Velazquez-Monreal JJ., Manzanilla-Ra-
mirez MA y Flores-Sénchez J. 2012. Analisis histologico
foliar de citricos agrios y naranja dulce con sintomas aso-
ciados por Candidatus Liberibacter asiaticus. Agrociencia
46: 769-782. http://www.scielo.org.mx/pdf/agro/v46n8/
v46n8a3.pdf

Flores-Sanchez JL, Mora-Aguilera G, Loeza-Kuk E, Lopez-
Arroyo JI, Dominguez-Monge S, Acevedo-Sanchez G and

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021

Robles-Garcia P. 2015. Yield loss caused by Candidatus
Liberibacter asiaticus in Persian lime, in Yucatan Mexi-
co. Mexican Journal of Phytopathology 33(2): 195-210.
https://www.rmf.smf.org.mx/Vol3322015/AC/ACS.pdf

Flores-Sanchez JL, Mora-Aguilera G, Loeza-Kuk E, Lopez-
Arroyo JI, Gutiérrez-Espinosa MA, Velazquez-Monreal J
J, Dominguez-Monge S, Bassanezi R B, Acevedo-Sanchez
G and Robles-Garcia P. 2017. Diffusion model for des-
cribing the regional spread of Huanglongbing from first-
reported outbreaks and basing an area wide disease ma-
nagement strategy. Plant Disease 101:1129-1127. https://
dx.doi.org/10.1094/PDIS-04-16-0418-RE

Fu S, Shao J, Zhou C and Hartung JS. 2016. Transcriptome
analysis of sweet orange trees infected with ‘Candida-
tus Liberibacter asiaticus’ and two strains of Citrus Tris-
teza Virus. BMC Genomics 11(17):394. http://dx.doi.
org/10.1186/s12864-016-2663-9

Green MR and Sambrook J. 2012. Molecular Cloning a Labo-
ratory Manual 4th ed. Vol. 1. Cold Spring Harbor Labora-
tory Press, New York. 2028p.

Gutiérrez-Espinosa MA, Luth D and Moore GA. 1997. Factors
affecting Agrobacterium-mediated transformation in Ci-
trus and production of sour orange (Citrus aurantium L.)
plants expressing the coat protein gene of Citrus tristeza
virus. Plant Cell Reports 16: 745-753. https://link.springer.
com/article/10.1007/s002990050313

He C, Molena A, Xiong X, Boit G and Nie X. 2006. Cyto-
chrome ¢ oxidase mRNA as an internal control for detec-
tion of Potato virus Y and Potato leafroll virus from sin-
gle aphids by a co-amplification RT-PCR assay. Journal
of Virological Methods 138 (1-2):152-159. http://dx.doi.
org/10.1016/j.jviromet.2006.08.007

Li W, Hartung JS and Levy L. 2006. Quantitative real-time
PCR for detection and identification of Candidatus Libe-
ribacter species associated with citrus huanglongbing. Jo-
urnal of Microbiological Methods 66(1):104-115. https://
doi.org/10.1016/j.mimet.2005.10.018

Loeza-Kuk E, Gutiérrez-Espinosa MA, Ochoa-Martinez D,
Villegas-Monter A, Mora-Aguilera G, Palacios-Torres
EC y Pérez-Molphe-Balch E. 2011. Analisis de la resis-
tencia en pomelo y limén mexicano transformados con el
gen p25 del Citrus tristeza virus. Agrociencia 45 (1):55-
65. ISSN 2521-9766 https://www.redalyc.org/articulo.
0a?1d=30219760006

Mafra V, Kubo KS, Alves-Ferreira M, Ribeiro-Alves M, Stuart
RM, Boava LP, Rodrigues CM and Machado MA. 2012.
Reference genes for accurate transcript normalization
in citrus genotypes under different experimental condi-
tions. Plos One 7(2): e31263. https://doi.org/10.1371/jour-
nal.pone.0031263

Mafra V, Martins P, Francisco C, Ribeiro-Alves M, Freitas-
Asttia J and Machado M. 2013. Candidatus Liberibacter
americanus induces significant reprogramming of the
transcriptome of the susceptible citrus genotype. BMC
Genomics 14(1):247. https://doi.org/10.1186/1471-2164-
14-247

Martinez-Bustamante V, Coria-Contreras JJ, Mendoza-Ramos
C, Acevedo-Sanchez G, Guzman-Hernandez E, Flores-
Colorado OE y Mora-Aguilera G. 2020. Epidemiologia
regional de Citrus tristeza virus en Veracruz. Revista

369



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLLy BILINGUAL

Mexicana de Fitopatologia 38(Suplemento): S131. https://
rmf.smf.org.mx/suplemento/Suplemento382020.html

Martinez-Bustamante V, Lopez-Bautista V, Alanis-Martinez I,
Mora-Aguilera G, Gutiérrez-Espinosa MA, Loeza-Kuk E,
Robles-Garcia P y Esquivel-Chavez F. 2015. Distribucion
de Candidatus Liberibacter asiaticus en el dosel de naran-
jo (Citrus sinensis), con infecciéon asintomatica. Revista
Mexicana de Fitopatologia 33(Suplemento): S201. https://
rmf.smf.org.mx/suplemento/Suplemento332015.html

Mora-Aguilera G, Robles-Garcia P, Lopez-Arroyo JL, Flores-
Sanchez J, Acevedo-Sanchez G, Dominguez-Monge S,
Gutiérrez-Espinosa A and Loeza-Kuk E. 2014a. Current
situation and perspectives for management of Citrus
HLB. Mexican Journal of Phytopathology 32(2): 108-119.
https://www.smf.org.mx/rmf/Vol3222014/AR/32-2_03.
pdf

Mora-Aguilera G, Flores-Sanchez F, Acevedo-Sanchez G,
Dominguez-Monge S, Oropeza-Salin C, Flores-Olivas
A, Gonzalez-Goémez R y Robles-Garcia P. 2014b. Epi-
demiological surveillance and current status of coconut
lethal yellowing, potato purple top and citrus huanglong-
bing (HLB) in Mexico. Mexican Journal of Phytopatho-
logy 32(2): 120-131. https://rmf.smf.org.mx/Vol3222014/
AR/32-2 04.pdf

Quifiones V, Zanlungo S, Holuigue L, Litvak S and Jordana
X. 1995. The Coxl initiation codon is by RNA editing in
potato mitochondria. Plant Physiology 108(3): 1327-1328.
http://dx.doi.org/ 10.1104/pp.108.3.1327

Rawat N, Kumar B, Albrecht U, Du D, Huang M, Yu Q, Zhang
Y, Duan Y, Bowman KD, Gmitter FG and Deng Z. 2017.
Genome resequencing and transcriptome profiling reveal
structural diversity and expression patterns of constitutive
disease resistance genes in Huanglongbing-tolerant Pon-
cirus trifoliata and its hybrids. Horticulture Research 4:
17064. http:/dx.doi.org/ 10.1038/hortres.2017.64

Rivas-Valencia P, Loeza-Kuk E, Mora-Aguilera G, Ruiz-Gar-
cia N, Ochoa-Martinez D, Gutiérrez-Espinosa A y Febres
V. 2010. Analisis espacio-temporal de aislamientos del Ci-
trus tristeza virus de Yucatan y Tamaulipas. Revista Mexi-
cana de Ciencias Agricolas 1(4): 493-507. http://www.
scielo.org.mx/pdf/remexca/vin4/vinda4.pdf

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021

Rivera-Lopez S, Perales-Salvador A, Del Valle-Sanchez M y
Caamal-Cauich I. 2020. Panorama de la produccion y co-
mercializacion de naranja en México. Agro Productividad
13(7): 9-14. https://doi.org/10.32854/agrop.vi.1614.

Robles-Gonzalez MM, Velazquez-Monreal J, Manzanilla-
Ramirez AM, Orozco-Santos M, Medina-Urrutia VM,
Loépez-Arroyo JI y Flores-Virgen R. 2013. Sintomas de
Huanglongbing (HLB) en arboles de limoén mexicano
(Citrus aurantifolia [Christm] Swingle) y su dispersion
en el estado de Colima, México. Revista Chapingo Serie
Horticultura  19(1):15-31.  https://dx.doi.org/10.5154/r.
rchsh.2012.01.005.

SIAP. 2019. Panorama agroalimentario 2019. Servicio de
Informacion Agroalimentaria y Pesquera. Disponible en
linea en: https://nube.siap.gob.mx/gobmx_publicaciones
siap/pag/2019/Atlas-Agroalimentario-2019

Soares JM, Tanwir SE, Grosser JW and Dutt M. 2020. De-
velopment of genetically modified citrus plants for the
control of citrus canker and huanglongbing. Tropical Plant
Pathology 45: 237-250. https://doi.org/10.1007/s40858-
020-00362-9.

Taylor S, Wakem M, Dijkman G, Alsarraj M and Nguyen M.
2015. A practical approach to RT-qPCR—Publishing data
that conform to the MIQE guidelines. Bio-Rad Laborato-
ries Inc, Hercules, CA. 94547. Bulletin 5859. https://www.
bio-rad.com > literature » Bulletin 5859

Ventura-Medina PI, Gutiérrez-Espinosa MA, Febres V, Mo-
ra-Aguilera G and Robledo-Paz A. 2019. Identification
and cloning of three endogenous genes that may con-
fer resistance to pathogens in citrus including CLas and
CTV. Mexican Journal of Phytopathology 37(3):399-420.
https://dx.doi.org/10.18781/R. MEX.FIT.1906-6.

Xu G, Ma H, Nei M and Kong H. 2008. Evolution of F- Box
genes in plants in plants: Different modes of sequence di-
vergence and their relationships with functional diversifi-
cation. Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America 106(3): 835-840. https://
dx.doi.org/10.1073/pnas.0812043106.

Yan J, Yuan F, Long G and Deng Z. 2012. Selection of referen-
ce genes for quantitative real-time RT-PCR analysis in ci-
trus. Molecular Biology Reports 39(2): 1831-1838. https://
dx.doi.org/10.1007/s11033-011-0925-9.

370





