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Resumen. La soya es una de las leguminosas
mas importantes en el mundo. En aflos recientes en
el norte de Sinaloa se ha observado incidencia de
mancha foliar en la etapa de llenado de grano e ini-
cio de la madurez. El objetivo del presente trabajo
fue identificar el agente causal de esta enfermedad.
Se colectaron muestras de foliolos sintomaticos en
ocho lotes comerciales de soya, de los cuales se ob-
tuvieron ocho aislados fungicos, y se identificaron
morfologica y molecularmente. Se realizaron pruebas
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Abstract. Soybean is one of the most important
legumes worldwide. In recent years, in the
North of Sinaloa the incidence of a leaf spot has
been observed at the growth stages of full seed
and beginning maturity. The objective of the
present study was to identify the causal agent of
the disease. Symptomatic soybean leaflets were
collected from eight commercial fields, from which
eight fungal isolates were obtained and identified
morphologically and molecularly. Pathogenicity
tests were performed on soybean var. Nainari. The
Koch postulates were fullfilled by the re-isolation
of the original isolates from the inoculated plants.
The morphological analyses determined the genus
Curvularia associated to the soybean leaf spot. The
phylogenetic analysis of the gene gapdh allowed
the identification of Curvularia ahvazensis, C.
muehlenbeckiae, C. spicifera and Curvularia sp.
These species were pathogenic on soybean var.
Nainari presenting variation in virulence since
the area foliage diseased varied from 3 to 31%.
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de patogenicidad en plantas de soya var. Naina-
ri y se confirmaron los postulados de Koch, me-
diante el reaislamiento de los aislados originales.
Los analisis morfologicos determinaron al género
Curvularia asociado a la mancha foliar de la soya.
El analisis filogenético del gen gadph permiti6 la
identificacion de Curvularia ahvazensis, C. mue-
hlenbeckiae, C. spicifera’y Curvularia sp. Estas es-
pecies resultaron patogénicas en soya var. Nainari
mostrando variacion en virulencia, pues el area fo-
liar afectada vari6 de 3 a 31%. Los resultados abren
nuevas lineas de investigacion relacionadas con el
impacto de la enfermedad en el rendimiento y cali-
dad de la cosecha de la soya en Sinaloa.

Palabras clave: Curvularia, leguminosa, patoge-
nicidad, gapdh.

La soya (Glycine max) representa una de las
leguminosas mas importantes en el mundo, donde
destacan como paises productores Estados Unidos
de Norteamérica, Brasil y Argentina, con produc-
ciones de 125 millones de toneladas y Argentina
con 50 millones de t (FAO, 2020). La importan-
cia de la soya en México radica en la aplicacion
de subproductos que tienen demanda en el &mbito
alimenticio para la elaboracion de harinas y aceites
comestibles. En México se sembraron 155,000 ha
en 2019, con una produccion de 233, 000 t y un
rendimiento promedio de 1.6 t ha' (SIAP, 2020).
Sinaloa, ocupa el primer lugar en cuanto a soya
cultivada en superficie de riego con 10,331 ha, con
una produccion de 24,718 t y un rendimiento de
2.4 t ha! durante el ciclo primavera-verano (SIAP,
2020). La produccion y calidad de soya en el mun-
do se ve limitada por agentes abioticos y bidticos
en estos ultimos sobresalen las enfermedades.

En Estados Unidos de Norteamérica las pérdidas
anuales por enfermedades de la soya se estiman en
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The results open new research lines regarding
the impact of the disease on yield and quality of
soybean in Sinaloa.

Keywords: Curvularia,leguminous, pathogenicity,
gapdh.

The soybean (Glycine max) is one of the world’s
most important legumes, with countries such as the
United States, Brazil and Argentina standing out as
the largest producers, the first two of which produce
around 125 million tons and the latter, 50 million
(FAO, 2020). The importance of the soybean in
Mexico lies in the application of sub-products
that have a high demand in the food market for
the production of flour and edible oils. Mexico
planted 155,000 ha of the crop in 2019, with a
production of 233, 000 t and an average yield of
1.6 t ha' (SIAP, 2020). Sinaloa is the state with
the most soybean planted under irrigation, with
10,331 ha, a production of 24,718 t and a yield of
2.4 t ha' during the spring-summer cycle (SIAP,
2020). The production and quality of the soybean
worldwide has been limited by abiotic and biotic
agents, including, particularly, diseases.

In the United States, annual losses due to
diseases are estimated in 4.5 billion dollars
(Bandara et al., 2020). Foliar diseases include
brown spot (Septoria glycines), frogeye leaf
spot (Cercospora sojina), leaf blight and purple
seed stain (Cercospora kikuchii), anthracnosis
(Colletotrichum
blight (Phomopsis sojae), mildew (Peronospora

truncatum), pod and stem

manshurica), leaf spot by Alternaria (Alternaria
spp.), ring spot (Corynespora cassiicola), bacterial
pustule (Xanthomonas campestris pv. glycines)
and bacterial blight (Pseudomonas syringae pv.
glycinea) (Carmona et al., 2010). These diseases
are known as late-season diseases (EFC), since they
take place in plants in the stage of maturity, which
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4.5 billones de dolares (Bandara et al., 2020). Las
enfermedades foliares incluyen a la mancha ma-
rron (Septoria glycines), mancha ojo de rana (Cer-
cospora sojina), tizon de la hoja y mancha puarpura
(Cercospora kikuchii), antracnosis (Colletotrichum
truncatum), tizon de la vaina y tallo (Phomopsis
sojae), mildiu (Peronospora manshurica), mancha
foliar por Alternaria (Alternaria spp.), mancha ani-
llada (Corynespora cassiicola), pustula bacteria-
na (Xanthomonas campestris pv. glycines) y tizon
bacteriano (Pseudomonas syringae pv. glycinea)
(Carmona et al., 2010). A estas enfermedades se les
conoce como de fin de ciclo, pues ocurren en plan-
tas en etapa de madurez, lo cual coincide con un
ambiente lluvioso y célido (Carmona et al., 2015).

En Sinaloa se han consignado a C. sojina, C.
cassiicola, C. kikuchii y P. manshurica como agen-
tes causales de la mancha foliar de la soya (Rodri-
guez-Cota et al., 2019). En virtud de la alta inci-
dencia de la enfermedad en ciclos agricolas recien-
tes, se realizo el presente trabajo con los siguientes
objetivos: a) identificar al agente causal mediante
estudios morfométricos y moleculares y b) deter-
minar la patogenicidad de los hongos asociados a
la enfermedad en lotes comerciales de esta fabacea
durante el verano de 2018.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de muestras y obtencion de aislamientos
monosporicos. La colecta de foliolos de plantas de
soya con sintomas en el Valle del Carrizo y Valle
del Fuerte, se llevo a cabo en los meses de septiem-
bre y octubre de 2018 (Cuadro 1). Se obtuvieron
muestras de ocho lotes comerciales de soya var.
Nainari. Los predios variaron de 10 a 30 ha de cul-
tivo, cinco en etapa de llenado de grano (R6) y tres
en etapa de inicio de la madurez (R7) (Fehr y Ca-
viness, 1977); en cada lote se utilizé el método de
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coincides with a warm and rainy environment
(Carmona et al., 2015).

In Sinaloa, C. sojina, C. cassiicola, C. kikuchii
and P manshurica have been confirmed as
causal agents of the foliar spot disease in soybean
(Rodriguez-Cota et al., 2019). Given the high
incidence of the disease in recent agricultural
cycles, this investigation was performed with the
following aims: a) to identify the causal agent
with morphometric and molecular studies, and b)
to determine the pathogenicity of the fungi related
to the disease in commercial fields of this legume
during the summer of 2018.

MATERIALS AND METHODS

Collection of samples and obtaining monosporic
isolates. Symptomatic soybean plant leaflets were
collected in the del Carrizo and del Fuerte valleys
between September and October, 2018 (Cuadro 1).
Samples were taken from eight commercial soybean
var. Nainari fields. These varied between 10 and
30 ha of crops, five in the stage of grain filling (R6)
and three in the stage of the beginning of maturity
(R7) (Fehr and Caviness, 1977); in each lot, the
sampling method used (five of gold) was to select
five plants, out of which five leaflets, each with light
to dark brown foliar spots surrounded by a yellow
halo were taken. The isolates of fungi related to
symptomatic leaflets were carried out in agar water
(AA; Bioxon; Cuautitlan Izcalli, State of Mexico,
Mexico) following procedures described by
Maraite et al. (1997). They were incubated at 25 +
2 °C for 72 h, until mycelial growth was observed.
To purify the isolates, hypha tips were transferred
to potato-dextrose-agar (PDA; Bioxon; Cuautitlan
Izcalli, State of Mexico, Mexico).

The monosporic isolates were obtained by
serial dilutions, which were planted in the AA at
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Cuadro 1. Sitios de colecta de aislados fiingicos de foliolos de plantas de soya var. Nainari con sinto-
mas en el Valle del Carrizo y Valle del Fuerte.
Table 1. Areas in which fungal isolates were obtained from symptomatic leaflets of soybean plants var.
Nainari were collected in the del Carrizo and del Fuerte valleys.

Aislado Localidad Fecha Latitud Norte Longitud Oeste
Cv-3  Ejido Chihuahuita, Ahome 01/sept/2018 26°9’56” 109°2° 57~
Cv-4  Ejido Chihuahuita, Ahome 01/sept/2018 26°9°46” 109°2°26”
Cv-5  Poblado 5, Ahome 01/sept/2018 26° 11’267 109° 37 24”
Cv-8  Poblado 5, Ahome 01/sept/2018 26°11°26” 109° 3743~

Cv-11  Ejido Chihuahuita, Ahome 01/sept/2018 29°9° 12~ 109°2° 57~
Cv-19  El Carrizo, Ahome 15/sept/2018 26° 18°44.43” 108°59°30.27”
Cv-21  El Carrizo, Ahome 15/sept/2018 26°18’1.01” 109°23.81”
Cv-29  Bachoco, Guasave 02/0ct/2018 25°43°55.83” 108° 46’ 33.98”

muestreo de cinco de oros para seleccionar cinco
plantas de las cuales se tomaron cinco foliolos con
manchas foliares de un color café claro a obscuro
rodeadas de un halo amarillento. Los aislamien-
tos de hongos asociados a foliolos sintomaticos se
realizaron en agua agar (AA; Bioxon; Cuautitlan
Izcalli, Estado de México, México) siguiendo pro-
cedimientos descritos por Maraite et al. (1997). Las
siembras se incubaron a 25 + 2 °C por 72 h, hasta
observar crecimiento micelial. Para la purificacion
de los aislados, se transfirieron puntas de hifas a
papa-dextrosa-agar (PDA; Bioxon; Cuautitlan Iz-
calli, Estado de México, México).

Los aislados monospoéricos se obtuvieron me-
diante diluciones seriales, que se sembraron en
AA al 1.6% y se incubaron durante 4 h; de ahi
un conidio germinado se transfirio a medio PDA
y las siembras se incubaron a 25 °C. Los aislados
monosporicos se conservaron a 15 °C en tubos de
ensayo con PDA inclinado, adicionados con aceite
mineral (Flores-Cordova et al., 2013).

Caracteristicas fenotipicas de colonias micelia-
les. Las caracteristicas fenotipicas de las colonias
se determinaron en PDA. Los cultivos se incubaron
por 11 dias a 25 °C, con un régimen de 12 h de
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1.6% and incubated for 4 h; a germinated conidium
was transferred from there to a PDA medium and
the plants were incubated at 25 °C. Monosoporic
isolates were stored at 15 °C in tilted test tubes
with PDA, with added mineral oil (Flores-Cérdova
etal.,2013).

Phenotypic characteristics of mycelial cultures.
The phenotypic characteristics of the cultures
were determined with PDA. The cultures were
incubated for 11 days at 25 °C, with a 12 h light-
darkness regime, and the mycelial growth rate was
determined (Kim et al., 2005), along with the color
of the culture, using standard Kelly and Judd colors
(1976).

Morphometry of the conidia of isolates.
Fragments, 5 mm in diameter, were cut from the
margin of the four-day-old cultures in PDA and
transferred to the same medium. The shape and
color of the septa, as well as the length and width
of 40 conidia from each isolate were determined
seven days after planting in the same medium
and incubated at 25 °C. Preparations were then
made with lactophenol blue to be measured in a
micrometer installed in a compound microscope
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luz y 12 h de oscuridad, y se determino la tasa de
crecimiento micelial (Kim et al., 2005) y el color
de la colonia, usando colores estandares de Kelly
y Judd (1976).

Morfometria de los conidios de los aislados.
Fragmentos de 5 mm de didmetro se cortaron del
margen de las colonias de cuatro dias de edad en
PDA y se transfirieron al mismo medio. La forma,
numero de septos, asi como la longitud y ancho de
40 conidios de cada aislado se determino a los sie-
te dias después de la siembra en el mismo medio
e incubados a 25 °C. Posteriormente, se hicieron
preparaciones con azul de lactofenol para medirse
mediante un micrometro instalado en un micros-
copio compuesto (Labmed; Lab America, Inc. Los
Angeles, CA, USA).

Extraccion de ADN, PCR y secuenciacion. La
extraccion de ADN gendmico se realizé a partir
de 50-100 mg de micelio en cultivos en PDA de
siete dias, utilizando el reactivo DNAzol (Mole-
cular Research Center Inc., Car. No. DN127, Cin-
cinnati, OH, USA), siguiendo las instrucciones del
fabricante. La calidad y concentracién del ADN
extraido se determind en un espectrofotometro
NanoDrop 2000c¢ (Thermo Scientific, Wilmington,
DE). Para confirmar la identidad de los aislados,
se amplificod el gen de la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (gapdh), utilizando los iniciadores
gpdl (5’-CAA CGG CTT CGG TCG CAT TG-3’)
y gpd2 (5°-GCC AAG CAG TTG GTT GTG C-3),
que amplifican un fragmento de aproximadamente
580 pares de bases (Berbee et al., 1999). La reac-
cion de PCR se realizd en un volumen final de 50
mL, los cuales contenian 1 mL de ADN genémico,
Buffer GoTaq Flexi 1X, 1.25 mM de MgCl,, 0.2
mM de cada iniciador, 0.2 mM de dNTP’sy 1 U
de DNA polimerasa GoTaq Flexi (Promega, Madi-
son, WI, USA). Las condiciones de amplificacién
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(Labmed; Lab America, Inc. Los Angeles, CA,
USA).

Extraction of DNA, PCR and sequencing. The
extraction of genonic DNA was carried out using
50-100 mg of mycelia in seven-day-old PDA
cultures, using DNAzol as a reagent (Molecular
Research Center Inc., Car. No. DN127, Cincinnati,
OH, USA), following the instructions by the
manufacturer. The quality and concentration of
the DNA extracted was determined in a NanoDrop
2000c spectrophotometer (Thermo Scientific,
Wilmington, DE). To confirm the identity of the
isolates, the gene from the glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (gapdh) was amplified
using primers gpdl (5’-CAA CGG CTT CGG
TCG CAT TG-3") and gpd2 (5-GCC AAG CAG
TTG GTT GTG C-3’), which amplify a fragment
of approximately 580 pairs of bases (Berbee et
al,, 1999). The PCR’s reaction took place in a
final volume of 50 mL, which contained 1 mL
of genomic DNA, GoTaq Flexi 1X Buffer, 1.25
mM of MgCI2, 0.2 mM of each primer, 0.2 mM of
dNTP’s and 1 U of DNA polymerase GoTaq Flexi
(Promega, Madison, WI, USA). Amplification
conditions were as follows: initial denaturalization
at 95 °C for 2 min, 35 denaturalization cycles at
95 °C for 1 min, alignment at 60 °C for 1 min, an
extension at 72 °C for 45 s and a final extension
at 72 °C for 10 min. The amplified fragments
were visualized in a 2% agarose gel stained with
ethidium bromide in a Chemidoc (BIO-RAD)
and the bands of interest were split for their later
purification using the QIAquick Gel Extraction
kit (Qiagen, Hilden, Germany). The quantification
od the purified PCR products were carried
out with a NanoDrop 2000c spectrophotometer.
The fragments were sequenced unidirectionally
with the primer gpd/ in an AB3730 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), in the genomic
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fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a
95 °C por 2 min, 35 ciclos de desnaturalizacion a
95 °C por 1 min, alineamiento a 60 °C por 1 min,
extension a 72 °C por 45 s y una extension final a
72 °C por 10 min. Los fragmentos amplificados se
visualizaron en un gel de agarosa al 2%, tefiido con
bromuro de etidio, en un Chemidoc (BIO-RAD) y
las bandas de interés fueron escindidas para su pos-
terior purificacion utilizando el kit QIAquick Gel
Extraction (Qiagen, Hilden, Germany). La cuantifi-
cacion de los productos de PCR purificados se rea-
liz6 con un espectrofotdometro NanoDrop 2000c.
Los fragmentos se secuenciaron unidireccional-
mente con el iniciador gpd! en un equipo AB3730
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), en
el laboratorio de servicios gendomicos del Labora-
torio Nacional de Genomica para la Biodiversidad
(LANGEBIO).

Analisis filogenético. Las secuencias se editaron
en el software BioEdit version 7.0.5.3 (Hall, 1999)
y fueron comparadas contra otras secuencias depo-
sitadas en la base de datos del GenBank, utilizando
el algoritmo BlastN. Las secuencias se alinearon
junto con un set de 68 secuencias de referencia
del género Curvularia y una secuencia de Bipo-
laris maydis como grupo externo (Madrid et al.,
2014; Manamgoda et al., 2015; Tomaso-Peterson
et al., 2016; Mehrabi-Koushki et al., 2018; Tan et
al., 2018; Kiss et al., 2019), utilizando el alineador
MUSCLE (Edgar, 2004) implementado en MegaX
(Kumar et al., 2018). El analisis filogenético se rea-
liz6 en MegaX, empleando el método de Maxima
Verosimilitud y el modelo de Hasegawa-Kishino-
Yano (HKY), con distribucién gamma (cuatro cate-
gorias) y sitios invariables. Todos los “gaps” fueron
considerados en el analisis y la robustez de la topo-
logia se evalué con 1000 réplicas bootstrap. Final-
mente, el filograma se edit6 en el software FigTree
version 1.4.0 (Rambaut, 2014).
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services lab of the National Genonic Laboratory for
Biodiversity (LANGEBIO).

Phylogenetic analysis. The sequences were edited
in the software BioEdit version 7.0.5.3 (Hall, 1999)
and compared with other sequences deposited in
the GenBank data base, using the BlastN algorithm.
The sequences were aligned along with a set of 68
references sequences of the genus Curvularia and
a sequence of Bipolaris maydis as an external
group (Madrid et al., 2014; Manamgoda et al.,
2015; Tomaso-Peterson et al., 2016; Mehrabi-
Koushki et al., 2018; Tan et al., 2018; Kiss et
al., 2019), using the MUSCLE aligner (Edgar,
2004) implemented in MegaX (Kumar et al,
2018). The phylogenetic analysis was carried out
in MegaX, using the maximum likelihood method
and the Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) model,
with a gamma distribution (four categories) and
unvariable sites. All the gaps were considered in
the analysis and the robustness of the topology was
evaluated with 1000 bootstrap replications. Finally,
the phylogram was edited using the software
FigTree version 1.4.0 (Rambaut, 2014).

Pathogenicity tests in a greenhouse. To determine
the pathogenicity of the eight isolates associated
with the disease, soybean plants var. Nainari were
used, which were planted in 5L plastic pots with
a pasteurized substrate (sand 48.0, silt 19.4 and
clay 32.5%, respectively and a pH of 7.0); one
seed was placed in each pot. The plants were
watered according to each one’s requirements
and fertilized every week with Miracle-Gro (The
Scotts Company LLC; Marysville, Ohio, USA),
following the manufacturer’s recommendations.
Four replicates were used for each isolate (four
pots with one plant each).
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Pruebas de patogenicidad en invernadero. Para
determinar la patogenicidad de los ocho aislados
asociados a la enfermedad, se utilizaron plantas
de soya var. Nainari, las cuales se sembraron en
macetas de plastico de 5 L de capacidad con sus-
trato pasteurizado (arena 48.0, limo 19.4 y arcilla
32.5%, respectivamente y pH 7.0); se colocd una
semilla por maceta. Las plantas se regaron segiin
sus requerimientos hidricos y se fertilizaron se-
manalmente con Miracle-Gro (The Scotts Com-
pany LLC; Marysville, Ohio, USA) de acuerdo a
las recomendaciones del fabricante. Se emplearon
cuatro repeticiones por aislamiento (cuatro macetas
con una planta).

Preparacion de inéculo. Los aislados monoco-
nidiales se desarrollaron en PDA a 25 °C, con un
régimen de 12 h luz y 12 h de oscuridad durante 10
dias. Los conidios se obtuvieron agregando 10 mL
de agua destilada estéril a cada cultivo y raspan-
do con una espatula estéril para desprenderlos. Las
suspensiones de conidios se filtraron a través de do-
ble malla quesera para remover el micelio (Prieto et
al.,2016) y las concentraciones de indculo de cada
aislado se ajustaron de 5 x 10*a 7 x 10* conidios
mL"' mediante un hematocitometro.

Las suspensiones conidiales se asperjaron en
plantas (en etapa R6) hasta punto de escurrimiento.
Las plantas testigo se asperjaron con agua destila-
da estéril. Posteriormente, las plantas se cubrieron
durante 24 h con bolsas plasticas de 90 x 20 cm con
papel absorbente saturado con agua destilada para
lograr humedad relativa de 85-90% en su interior
y se mantuvieron de 22 a 28 °C; posteriormente se
sometieron siete dias consecutivos a las mismas
condiciones de humedad y temperatura durante
12 h diarias. Después, las plantas permanecieron
21 dias sobre los estantes del invernadero donde la
temperatura vario de 20 a 24 °C con rangos de hu-
medad relativa de 50 a 75%. Las plantas inoculadas
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Preparation of inoculum. The monoconidial
isolates were developed in PDA at 25 °C, with
a 12 h light-darkness regime for 10 days. The
conidia were obtained by adding 10 mL of sterile
distilled water to each culture and scraping with
a sterilized spatula to release them. The conidial
suspensions were filtered through a double cheese
mesh to remove the mycelia (Prieto et al., 2016)
and the inoculum concentrations of each isolate
were adjusted from 5 x 10*to 7 x 10* conidia mL!
with a hematocytometer.

The conidial suspensions were sprayed on
plants (in the R6 stage) to the point of run-off. The
control plants were sprayed with sterile distilled
water. The plants were then covered for 24 h with
90 x 20 cm plastic bags with paper towels saturated
with distilled water to achieve a relative humidity
of 85-90% in their interior and they were kept at
22 to 28 °C; they underwent the same moisture and
temperature conditions for 12 h a day, every day for
seven consecutive days. The plants then remained
for 21 days on the greenhouse benches, where
temperatures ranged from 20 to 24 °C with relative
humidity ranges of 50 to 75%. The inoculated and
control plants were distributed in a totally random
design. The pathogenicity of the isolates was
determined 30 days after inoculation. Ten leaflets
were collected at random from each plant and the
percentage of the leaf area affected (LAA) was
determined, following procedures described Soares
et al. (2009). To comply with Koch’s postulates,
after the experiments, isolates were carried out
from symptomatic leaflets taken from inoculated
plants. The identity of the isolates was confirmed
based on the morphology of the cultures and the
morphometry of twenty conidia from each isolate.

Statistical analysis. The percentages of LAA were

transformed using the arcsine function (Gémez y
Goémez, 1984) before performing an ANOVA. The
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y testigo se distribuyeron en un arreglo completa-
mente al azar. La patogenicidad de los aislados se
determiné a los 30 dias después de la inoculacion.
Se colectaron 10 foliolos al azar de cada planta y
se determino el porcentaje de area foliar afectada
(AFA) de acuerdo a procedimientos descritos por
Soares et al. (2009). Para cumplir con los postula-
dos de Koch, al final de los experimentos se efec-
tuaron aislamientos a partir de foliolos sintomati-
cos de las plantas inoculadas. La identidad de los
aislados se confirmo con base en la morfologia de
las colonias y la morfometria de veinte conidios de
cada aislado.

Analisis estadistico. Los porcentajes de AFA se
transformaron usando la funcidn arcoseno (Gomez
y Gomez, 1984), previo al ANOVA. La compa-
racion de medias se realizo mediante el procedi-
miento de Tukey (Little y Hills, 1973), utilizando
el paquete estadistico SAS® version 9.4 (1999).
Los experimentos se condujeron en dos ocasiones.
En virtud de que los analisis estadisticos indicaron
interaccion significativa entre los aislados y los ex-
perimentos, se presentan los resultados de los dos
experimentos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas culturales y morfométricas de
los aislados fiingicos. Las caracteristicas fenoti-
picas de las colonias, los conidiéforos y conidios
de ocho aislados obtenidos durante el periodo de
muestreo (cuadro 1) se determinaron en PDA des-
pués de ocho dias de incubacion. Esto permitid la
ubicacion de los aislados en el género Curvularia
(Manamgoda et al., 2015). No se encontro el te-
leomorfo del hongo durante el periodo de mues-
treo, aun cuando el género Cochliobolus se ha con-
signado como el teleomorfo de algunas especies de
Curvularia (Marin-Felix et al., 2020). La fenologia
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comparison of means was carried out with Tukey’s
test (Little and Hills, 1973), using the statistical
package SAS® version 9.4 (1999). The experiments
were held twice. Given that the statistical analyses
indicated a significant interaction between isolates
and the experiments, the results of both experiments
are presented.

RESULTS AND DISCUSSION

Cultural and morphometric characteristics of
fungal isolates. The phenotypic characteristics
of the cultures, the conidiophores and conidia of
eight isolates obtained during the sampling period
(Table 1) were determined in PDA after eight days
of incubation. This helped locate the isolates in
the genus Curvularia (Manamgoda et al., 2015)
genus. No fungal teleomorph was found during the
sampling period, although the genus Cochliobolus
has been confirmed as the teleomorph of some
species of Curvularia (Marin-Felix et al., 2020).
The phenology of the colonies, the characteristics
of conidiophores and the morphometry of the
Curvularia species are described below.

Isolates Cv-3, Cv-5 and Cv-8. Cultures with a
mycelial growth rate of 3.7 — 4.4 mm/day on PDA,
with a velvet-like aspect, olive-gray, with faint
concentric circles (FigurelA); reverse side of the
cultures with olive-brown pigmentation (Figure
1B). Straight, dark brown septate conidiophores,
geniculated in the terminal part (Figure 1C);
conidia, 15.0 —27.5 pm in length by 7.5 — 15.0 pm
in width, with 2 to 4 transversal septa, the middle
septum being the bulkiest one and with the most
pigmentation, a pronounced curvature and a dark
hilum (Table 2; Figure 1D). The morphometric
characteristics of these are similar to those recorded
for C. muehlenbeckiae (Berbee et al., 1999; Madrid
etal., 2014).
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de las colonias, las caracteristicas de los conidid-
foros y morfometria de conidios de las especies de
Curvularia se describen a continuacion.

Aislados Cv-3, Cv-5 y Cv-8. Colonias con tasa de
crecimiento micelial de 3.7 — 4.4 mm/dia en PDA,
de aspecto aterciopelado, gris olivaceo, con anillos
concéntricos tenues (Figura 1A); reverso de las co-
lonias con pigmentacion café-olivo (Figura 1B).
Conidioforos café oscuro rectos, septados, geni-
culados en la parte terminal (Figura 1C); conidios
de 15.0 — 27.5 um de largo por 7.5 — 15.0 pm de
ancho, con 2 a 4 septos transversales, con el septo
medio mas voluminoso y con mayor pigmentacion,
curvatura pronunciada e hilio oscuro (Cuadro 2;
Figura 1D). Las caracteristicas morfométricas de
estos aislados son similares a las consignadas para
C. muehlenbeckiae (Berbee et al., 1999; Madrid et
al., 2014).

Aislado Cv-4. Colonias de apariencia algodonosa a
gamuza suave, con tasa de crecimiento micelial de
4.0 mm/dia en PDA, de color gris obscuro con to-
nalidades no uniformes de café a gris claro (Figura
1E) y anverso de color café obscuro dorado (Figura
1F). Conididforos de color café claro y geniculados
en la parte superior. Conidios cilindricos, con tres a
cuatro distoseptas, elipsoides, color marrén dorado
(Figura 1G y H), de 10.0 — 22.5 pm de largo, por
7.5 = 10.0 um de ancho (Cuadro 2). Las caracteris-
ticas culturales y morfométricas son similares a las
de C. spicifera (Ayoubi et al., 2017; Qostal et al.,
2019).

Aislado Cv-11. Colonias color gris olivaceo, poco
densas, con aspecto aterciopelada, con anillos con-
céntricos muy marcados (Figura 1I) y tasa de cre-
cimiento micelial de 3.9 mm/dia en PDA. Reverso
de las colonias verde olivo a oscuro (Figura 1J).
Conidi6foros solitarios y geniculados en la parte
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Isolate Cv-4. Cultures with a cotton- or suede-like
appearance, with a mycelial growth rate of 4.0
mm/day on PDA, colored dark gray with uneven
tones of brown to light gray (Figure 1E) and the
front, dark golden brown in color (Figure 1F).
Light-brown conidiophore and geniculated on the
top part. Cylindrical conidia, with three to four
distosepts, ellipsoidal, golden maroon in color
(Figure 1G and H), 10.0 — 22.5 pum in length by
7.5 — 10.0 um in width (Table 2). The cultural and
morphometric characteristics are similar to those
found in C. spicifera (Ayoubi et al., 2017; Qostal
etal.,2019).

Isolate Cv-11. Olive-gray cultures, scarcely dense,
with a velvetlike aspect, very noticeable concentric
rings (Figure 11) and a mycelial growth rate of
3.9 mm/day on PDA. The reverse side of the
cultures dark to olive green (Figure 1J). Isolated
and geniculated conidiophore in the terminal part,
without ramifications (Figure 1K). Conidia between
16.2 and 27.5 um in length by 6.2 to 10.0 um in
width (Table 2), with a smooth wall, ellipsoidal to
cylindrical, rounded tips, with 2 to 4 transversal
distosepta (Figure 1L), protuberant hilum (Arrow
in Figure 1L), coinciding with the characteristics
described for C. ahvazensis (Mehrabi-Koushki et
al., 2018).

Isolates Cv-19, Cv-21 and Cv-29. Cultures with a
mycelial growth rate of 2.8 — 4.3 mm/day in PDA,
with a suede-like aspect, undefined concentric rings
and whitish plumes (Figure 1M), and a dark maroon
to black reverse side (Figure 1N). Conidiophore are
erect to flexible, septated, often geniculated (Figure
10). Conidia are 10 to 35 um in length by 5 to
12.5 um in width, ellipsoidal or rounded on the
tips, pale to dark maroon, 2 a 5 distosepts (generally
4), smooth conidial wall (Table 2; Figure 1P y Q).
The phenotypical characteristics of the cultures, as
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Figura 1.

Figure 1.
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Morfologia de especies de Curvularia en PDA asociadas a la mancha foliar de la soya. A-D) Morfologia represen-
tativa de los aislados Cv-3, Cv-5'y Cv-8 (C. muehlenbeckiae); A) Anverso de colonia; B) Reverso de colonia; C-D)
Conidioforos y conidios. E-H) Aislado Cv-4 (C. spicifera); E) Anverso de colonia; F) Reverso de colonia; G y H)
Conidioforos y conidios. I-L) Aislado Cv-11 (C. ahvazensis); 1) Anverso de colonia; J) Reverso de colonia; K-L)
Conidioforos y conidios; L) Conidios. M-Q) Morfologia representativa de los aislados Cv-19, Cv-21, Cv-29 (C.
hawaiensis); M) Anverso de colonia; N) Reverso de colonia; O-P-Q) Conidiéforos y conidios. Barra de escala =
20 pm.
Morphology species of Curvularia in PDA related to leaf spot in soybean. A-D) Representative morphology of
isolates Cv-3, Cv-5 and Cv-8 (C. muehlenbeckiae); A) Front side of the culture; B) Reverse side of the culture; C-D)
Conidiophores and conidia. E-H) Isolate Cv-4 (C. spicifera); E) Front side of the culture; F) Reverse side of the
culture; G and H) Conidiophores and conidia. I-L) Isolate Cv-11 (C. ahvazensis); 1) Front side of the culture; J)
Reverse side of the culture; K-L) Conidiophores and conidia; L) Conidia. M-Q) Representative morphology of

isolates Cv-19, Cv-21, Cv-29 (C. hawaiensis); M) Front side of the culture; N) Reverse side of the culture; O-P-Q)
Conidiophore and conidia. Scale bar=20 pm.
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Cuadro 2. Morfometria de conidios de hongos asociados a la mancha foliar de la soya var. Nainari.
Table 2. Morphometry of fungal conidia associated with leaf spot in soybean var. Nainari.

Especie/Aislado Longitud (pum) ‘/?Efrlll)o Relac(l:t)rlsl)(L/A) Septos/Distoseptas
C. muehlenbeckiae Cv-3 15.0-27.5* 7.5-12.5 2.0 2.0-4.0
21.75Y 11.25 3.6
1.07 0.6 0.7
C. spicifera Cv-4 10.0-22.5 7.5-10.0 2.1 3.0-4.0
18.75 9.0 3.9
1.0 0.5 0.4
C muehlenbeckiae Cv-5 20.0-27.5 10.0-15.0 1.9 2.0-4.0
23.25 12.0 3.6
0.9 0.5 0.7
C. muehlenbeckia Cv-8 17.5-25.0 7.5-15.0 2.0 3.0-4.0
22.0 11.0 3.6
0.7 0.6 0.5
C. ahvazensis Cv-11 16.2-27.5 6.2-10.0 2.9 2.0-4.0
223 7.6 42
2.7 0.5 1.1
Curvularia sp. Cv-19 10.0-22.5 7.5-10.0 2.1 3.0-4.0
18.75 9.0 3.9
1.0 0.5 0.4
Curvularia sp. Cv-21 10.0-35.0 5.0-7.5 3.7 2.0-5.0
20 5.5 3.8
1.5 0.4 0.6
Curvularia Cv-29 17.5-27.5 7.5-12.5 2.4 2.0-5.00
21.75 9.0 3.8
1.1 4.0 0.7

*El primer renglén representa la longitud maxima y minima de las estructuras; Yel segundo renglon indica
la media de las 40 estructuras en cada muestra; “el tercer renglon se refiere a la desviacion estandar de los
datos. / *The first row represents the maximum and minimum length of the structures; Ythe second row indi-
cates the mean of the 40 structures in each sample; “the third row refers to the standard deviation of the data.

terminal, sin ramificacion (Figura 1K). Conidios
de 16.2 a 27.5 um de largo, por 6.2 a 10.0 pm de
ancho (Cuadro 2), con pared lisa, elipsoides a cilin-
dricos, extremos redondeados, con 2 a 4 distoseptas
transversales (Figura 1L), hilio protuberante (Fle-
cha en figura 1L), coincidiendo con las caracteristi-
cas descritas para C. ahvazensis (Mehrabi-Koushki
et al.,2018).

Aislados Cv-19, Cv-21'y Cv-29. Colonias con tasa

de crecimiento micelial de 2.8 — 4.3 mm/dia en
PDA, con apariencia de gamuza suave, con anillos
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well as the morphometry of the conidia are similar
to those in species phylogenetically related to C.
hawaiensis (Manamgoda et al., 2015).

Molecular identification. The partial sequences
of the gapdh gene were deposited in the GenBank
database (accession MT680146-MT680150 and
MT680152-MT680154). The analyses confirmed
the identity of the isolates at a genus level. In turn,
the comparison of the sequences in the GenBank
database displayed high percentages of similarity
with diverse Curvularia species; isolates Cv-3,
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concéntricos poco definidos y penachos blanqueci-
nos (Figura 1M), reverso marrén obscuro a negro
(Figura 1N). Los conidiéforos son erectos a flexuo-
sos, septados, a menudo geniculados (Figura 10).
Conidios de 10 a 35 pm de largo por 5a 12.5 pum de
ancho, elipsoidales o redondeados en los extremos,
marrén palido a marrén oscuro, 2 a 5 distoseptas
(generalmente 4), pared conidial lisa (Cuadro 2; Fi-
gura 1P y Q). Las caracteristicas fenotipicas de las
colonias, asi como la morfometria de los conidios
son similares a las de especies filogenéticamente
relacionadas a C. hawaiensis (Manamgoda et al.,
2015).

Identificacion molecular. Las secuencias parcia-
les del gen gapdh fueron depositadas en la base de
datos GenBank (acceso MT680146-MT680150 y
MT680152-MT680154). Los analisis confirmaron
la identidad de los aislados a nivel género. A su
vez, la comparacion de las secuencias en la base
de datos del GenBank mostré altos porcentajes de
similitud con diversas especies de Curvularia; los
aislados Cv-3, Cv-5 y Cv-8 fueron similares a C.
muehlenbeckiae cepa UTHSC 08-2905 (No. Acc.
LT715807; 99% de identidad) y CBS 144.63 (No.
Acc. LT715806, 100% de identidad); el aislado
Cv-4 fue similar a C. spicifera cepa CBS 198.31
(No. Acc. LT715814.1, 99% de identidad); el ais-
lados Cv-11 registr6 altos porcentajes de similitud
con las especies C. hawaiiensis cepa CBS 173.57
(No. Acc. LT715812, 99% de identidad), C. nodo-
sa cepa CPC 28812 (No. Acc. MF490840, 98.5%
de identidad), C. perotidis cepa CBS 350.90 (No.
Acc. LT715813, 97.9% de identidad) y C. dac-
tyloctenii cepa BRIP 12846 (No. Acc. KJ415401,
98.5% de identidad); mientras que los aislados Cv-
19, Cv-21 y Cv-29 compartieron altos porcentajes
de similitud con las especies C. beasleyi cepa BRIP
15854 (No. Acc. MH433639, 99.1% de identi-
dad), C. dactyloctenii cepa BRIP 12846 (No. Acc.

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2021

Cv-5 and Cv-8 were similar to C. muehlenbeckiae
strain UTHSC 08-2905 (accession LT715807; 99%
identity) and CBS 144.63 (accession LT715806,
100% identity); isolate Cv-4 was similar to
C. spicifera strain CBS 198.31 (accession
LT715814.1, 99% identity); isolate Cv-11 recorded
high percentages of similarity with C. hawaiiensis
strain CBS 173.57 (accession LT715812, 99%
identity), C. nodosa strain CPC 28812 (accession
MF490840, 98.5% identity), C. perotidis strain
CBS 350.90 (accession LT715813, 97.9% identity)
and C. dactyloctenii strain BRIP 12846 (accession
KJ415401, 98.5% identity); whereas isolates Cv-
19, Cv-21 and Cv-29 shared high percentages
of similarity with C. beasleyi strain BRIP 15854
(accession MH433639, 99.1% identity), C.
dactyloctenii  strain BRIP 12846 (accession
KJ415401, 98.9% identity), C. hawaiiensis strain
CBS 173.57 (accession LT715812, 98.7% identity),
C. nodosa strain CPC 28812 (accession MF490840,
98.5% identity) and C. perotidis strain CBS 350.90
(accession LT715813, 97.9% identity).

Figure 2 shows the phylogram inferred from
the partial sequence of gene gapdh. Isolates Cv-
3, Cv-5 and Cv-8 were grouped, along with the
C. muehlenbeckiae type sequence, with a high
bootstrap support (90.9%), which coincides with
the morphological description of these isolates for
the species at hand (Figure 1A-D). Isolate Cv-4
was identified as C. spicifera, since it grouped with
the type sequence of this species (bootstrap 94.1%)
and its morphological characteristics coincide with
those reported previously. Isolate Cv-11 is grouped
with C. ahvazensis (52.1% bootstrap) and its
morphological characteristics coincide with those
reported for the species. The phylogram shows
that isolates Cv-19, Cv-21 and Cv-29 are different
and do not correspond to any of the species of
Curvularia used as references in the analysis,
and were therefore considered as Curvularia sp.
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KJ415401, 98.9% de identidad), C. hawaiiensis
cepa CBS 173.57 (No. Acc. LT715812, 98.7% de
identidad), C. nodosa cepa CPC 28812 (No. Acc.
MF490840, 98.5% de identidad) y C. perotidis
cepa CBS 350.90 (No. Acc. LT715813, 97.9% de
identidad).

La Figura 2 muestra el filograma inferido a
partir de la secuencia parcial del gen gapdh. Los
aislados Cv-3, Cv-5 y Cv-8 se agruparon junto con
la secuencia tipo de C. muehlenbeckiae, con alto
soporte bootstrap (90.9%), lo cual concuerda con
la descripcion morfologica de estos aislados para
la especie en cuestion (Figura 1A-D). El aislado
Cv-4 fue identificado como C. spicifera ya que se
agrupd con la secuencia tipo de esta especie (boots-
trap 94.1%) y sus caracteristicas morfologicas co-
inciden con las ya reportadas. El aislado Cv-11 se
agrupa con la especie C. ahvazensis (bootstrap de
52.1%), y sus caracteristicas morfoldgicas coinci-
den con las reportadas para esta especie. El filogra-
ma muestra que los aislados Cv-19, Cv-21 y Cv-29
son diferentes y no corresponden a ninguna de las
especies de Curvularia utilizadas como referencia
en el analisis, por lo que se designaron como Cur-
vularia sp. Los tres aislados son filogenéticamente
cercanos a C. beasleyi especie con las que compar-
ten porcentajes de similitud de 99 — 99.2%.

Este grupo de hongos posee una alta compleji-
dad morfolégica y diversidad de especies cripticas,
por lo que su taxonomia no esta completamente re-
suelta (Manamgoda et al., 2015). Actualmente, el
género comprende poco mas de 100 especies des-
critas, de las cuales solo ~80 han sido aceptadas
y se ha establecido su ubicacion taxonémica me-
diante analisis filogenético multigen (Manamgoda
et al., 2015; Tan et al., 2018; Kiss et al., 2019);
sin embargo, el gen gapdh por si solo puede resol-
ver las especies de Curvularia (Manamgoda ef al.,
2015), y es el locus con mayor informacion filo-
genética entre los loci analizados para este género
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The three isolates are phylogenetically near to C.
beasleyi, the species with which they share 99 —
99.2% similarities.

This group of fungi has a high morphological
complexity and diversity of cryptic species;
therefore, its taxonomy has not been entirely solved
(Manamgoda et al., 2015). Currently, the genus
covers just over 100 described species, out of which
only ~80 have been accepted and their taxonomic
locations have been established through multigene
phylogenetic analyses (Manamgoda et al., 2015;
Tan et al., 2018; Kiss et al., 2019). However, the
gene gapdh on its own can solve the Curvularia
species (Manamgoda et al., 2015), and it is the
locus with the most phylogenetic information
among the loci analyzed for this fungal genus
(Ferdinandez et al., 2019). For isolates Cv-19, Cv-
21 and Cv-29, the identities of which could not be
determined, we recommend carrying out a more
detailed molecular characterization to corroborate
them as a new lineage within the genus and give
them a name. In order to do this, the sequencing
of the ITS region and/or the translation elongation
factor (TEF) gene must be included, as it has been
done previously in the registration of new species
of Curvularia (Heidari et al., 2018; Mehrabi-
Koushki et al., 2018).

Pathogenicity test. All the isolates obtained from
symptomatic soybean leaflets were pathogenic
in soybean var. Nainari and caused similar
symptoms to those observed in the field (Figure
3). The first symptoms were found in the basal
third and middle of the plants six days after
inoculation, while defoliation began 15 days after
inoculation; in turn, the symptoms caused by the
different Curvularia species were similar, but with
variations in the degree of virulence. In experiment
1, 30 days after inoculation, the plants inoculated
with the C. ahvazensis (Cv-11) and Curvularia
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Arbol filogenético del gen de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (gapdh), inferido por Maxima Verosimili-
tud (InL -4286.90) en MEGA X. La escala representa el promedio de sustituciones por sitio. Los valores Boots-
trap >70% se presentan sobre las ramas, cerca de los internodos. Las especies encontradas en este estudio se
muestran en negritas, precedidas de un circulo rojo. ATCC, American Type Culture Collection, Virginia, USA;
BRIP, Queensland Plant Pathology Herbarium, Brisbane, Australia; CBS, Westerdijk Fungal Biodiversity Insti-
tute, Utrecht, the Netherlands; MFLUCC, Mae Fah Luang University Culture Collection, Chiang Ria, Thailand;
UTHSC, Fungus Testing Laboratory, Department of Pathology at the University of Texas Health Science Center,
San Antonio, Texas, USA; CPC, Culture Collection of Pedro Crous, Westerdijk Fungal Biodiversity Institute; IMI,
International Mycological Institute, CABI-Bioscience, Egham, Bakeham Lane, UK. ET, !soT) IsolT/SwT y T jpdjcan
cepas ex-epitipo, ex-isotipo, ex-isolectotipo, ex-sintipo y ex-tipo, respectivamente.

Phylogenetic tree of the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (gapdh) gene, inferred by maximum likeli-
hood (InL -4286.90) in MEGA X. The scale represents the average of situations per site. Bootstrap values >70%
are presented on the branches, near the internodes. The species found in this study are shown in bold, followed by
a red circle. ATCC, American Type Culture Collection, Virginia, USA; BRIP, Queensland Plant Pathology Her-
barium, Brisbane, Australia; CBS, Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, Utrecht, the Netherlands; MFLUCC,
Mae Fah Luang University Culture Collection, Chian Ria, Thailand; UTHSC, Fungus Testing Laboratory, De-
partment of Pathology of the University of Texas Health Science Center, San Antonio, Texas, USA; CPC, Culture
Collection of Pedro Crous, Westerdijk Fungal Biodiversity Institute; IMI, International Mycological Institute,
CABI-Bioscience, Egham, Bakeham Lane, UK. ET, 1T IsoLlT SwTqpd Tipndicate ex-epitype, ex-isotype, ex-isolectotype,
ex-syntype and ex-type strains, respectively.
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fungico (Ferdinandez et al., 2019). En el caso de
los aislados Cv-19, Cv-21 y Cv-29, cuya identidad
no se pudo determinar, se recomienda realizar una
caracterizacion molecular mas detallada, para co-
rroborarlos como un nuevo linaje dentro del género
y asignarles un nombre. Para ello, se deberian in-
cluir la secuenciacion de la region ITS y/o el gen
del factor de elongacion de la traduccion (TEF),
como se ha realizado previamente en el registro
de nuevas especies de Curvularia (Heidari et al.,
2018; Mehrabi-Koushki et al., 2018).

Prueba de patogenicidad. Todos los aislados ob-
tenidos de foliolos de soya sintomaticos, resultaron
patogénicos en soya var. Nainari y causaron sinto-
mas similares a los observados en campo (Figura
3). Los primeros sintomas ocurrieron en el tercio
basal y parte media de las plantas seis dias des-
pués de la inoculacion, mientras que la defoliacion
inicié 15 dias después de la inoculacion; a su vez,
los sintomas causados por las distintas especies de
Curvularia fueron similares, pero con variacion en
el grado de virulencia. En el experimento 1, a los
treinta dias después de la inoculacion, las plantas
inoculadas con los aislados de C. ahvazensis (Cv-
11) y Curvularia sp. (Cv-21), presentaron un AFA
de 30%, sin diferencias (F=73.3; P<0.0001) entre
estas especies, pero si las hubo con respecto a los
aislados Cv-3 y Cv-8 de C. muehlenbeckiae y los
aislados Cv-19'y Cv-29 de Curvularia sp., que cau-
saron un AFA de 10%. Los aislados de C. spicifera
(Cv-4) y C. muehlenbeckiae (Cv-3 y Cv-5), fueron
los menos virulentos pues causaron un AFA de 3 a
9% (Cuadro 3). En el experimento 2 el porcentaje
de AFA causado por los aislados de C. ahvazensis
(Cv-11) y Curvularia sp. (Cv-21) fue de 24.0 y
19.0%, respectivamente, con diferencias (F=27.0;
P<0.0001) entre estos aislados y el resto de ellos
pertenecientes a diversas especies de Curvularia,
las cuales causaron de 5.0 a 15.0% de AFA. En los
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sp. (Cv-21) isolates presented an LAA of 30%,
without differences (F=73.3; P<0.0001) between
these species, although there were differences with
isolates Cv-3 and Cv-8 from C. muehlenbeckiae
and isolates Cv-19 and Cv-29 of Curvularia sp.,
which caused an AFA of 10%. The isolates of C.
spicifera (Cv-4) and C. muehlenbeckiae (Cv-3 and
Cv-5) were the least virulent, since they caused
an AFA of 3 to 9% (Table 3). In experiment 2,
the percentages of AFA caused by isolates of C.
ahvazensis (Cv-11) and Curvularia sp. (Cv-21)
were 24.0 and 19.0%, respectively, with differences
(F=27.0; P<0.0001) between these isolates, and the
rest belonged to diverse species of Curvularia,
which caused between 5.0 and 15.0% of LAA. In
both experiments, the control plants sprayed with
distilled water remained asymptomatic throughout
the investigation (Figure 1B).

To comply with Koch’s standards, the
inoculated Curvularia species were re-isolated
from the symptomatic plants and their identity
was confirmed by comparing the phenotypical
characteristics of the cultures and morphometry of
20 conidia with the original isolates.

The species of Curvularia mentioned previously
were proven to cause leaf spot in soybean plants,
which contrasts with reports in Sinaloa in which
Corynespora casiicola, Cercospora sojina and
Cercospora kikushii are mentioned as causal
agents of the disease (Rodriguez-Cota et al., 2019),
as well as in Brazil (Teramoto et al., 2017), the
United States (Sumabat et al., 2018) and Argentina
(Reznikov et al., 2018). Although the symptoms
caused by the Curvularia species in our study are
similar to those caused by other fungi (Stewart and
Rodriguez, 2016; Mwase and Kapooria, 2000),
these were not found in the sampling period of our
investigation. Fungal foliar diseases in soybean
that occur in the stage of grain filling are called
late-season diseases (LSD), since they take place
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Figura 3. A) Sintomas de mancha foliar en foliolo de planta de soya a partir de infecciones naturales en campo; B) Foliolos
de planta testigo sin inocular; C) Foliolo con sintomas, caracteristicos de la mancha foliar de la soya, causados por
especies de Curvularia (aislado Cv-11) en inoculaciones en el invernadero.

Figure 3. A) Symptoms of foliar spot in leaflets of soybean plants from natural infections in the field; B) Non-inoculated con-

trol plant leaflets; C) Leaflets with symptoms, typical of leaf spot in soybean plants, caused by species of Curvularia
(isolate Cv-11) in greenhouse inoculations.

Cuadro 3. Porcentaje de area foliar afectada en plantas de soya va-

riedad Nainari, inoculadas con aislados de diferentes espe-
cies de Curvularia.

Table 3. Percentage of foliar area affected in soybean plants, variety
Nainari, inoculated with different species of Curvularia.

Especie/Aislado® Experimento 1 Experimento 2
C. ahvazensis Cv-11 30.0 a 24.0 a*
Curvularia sp. Cv-21 30.0a 19.0 ab
C. muehlenbeckiae Cv-8 21.0b 15.0 be
Curvularia sp. Cv-19 10.0 ¢ 8.0d
Curvularia sp. Cv-29 10.0 ¢ 11.0 cd
C. muehlenbeckiae Cv-3 9.0 c 9.0 cd
C. spicifera Cv-4 9.0 c 10.0 cd
C. muehlenbeckiae Cv-5 3.0d 5.0 de
Testigo sin inoculacion 0.0d 00e
(oY% 29.8 39.2

*La patogenicidad de los aislados se evalud a los 30 dias después de la
inoculacion. / *The pathogenicity of the isolates was evaluated 30 days
after inoculation.

“Medias con la misma letra en cada columna no son diferentes en la prue-

ba de Tukey (p<0.05)./“Means with the same letter in each column are not
different in Tukey’s test (p<0.05).

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2021 386



FuLLy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

dos experimentos las plantas testigo asperjadas con
agua destilada permanecieron asintomaticas duran-
te el desarrollo del trabajo (Figura 1B).

Para cumplir con los postulados de Koch, las
especies de Curvularia inoculadas se re-aislaron de
las plantas sintomaticas y su identidad se confirmé
mediante la comparacién de las caracteristicas fe-
notipicas de las colonias y morfometria de 20 coni-
dios con los aislados originales.

Se demostr6 que las especies de Curvularia an-
tes senaladas causan la mancha foliar de la soya,
lo cual contrasta con reportes en Sinaloa, donde se
mencionan a Corynespora casiicola, Cercospora
sojina 'y Cercospora kikushii como agentes causa-
les de la enfermedad (Rodriguez-Cota et al., 2019),
al igual que en Brasil (Teramoto et al., 2017), Esta-
dos Unidos de Norteamérica (Sumabat et al., 2018)
y Argentina (Reznikov et al., 2018). Aun cuando
los sintomas causados por las especies de Curvula-
ria en el presente estudio son similares a los causa-
dos por otros hongos (Stewart y Rodriguez, 2016;
Mwase y Kapooria, 2000), éstos no se encontraron
durante el periodo de muestreo en el presente traba-
jo. A las enfermedades foliares de origen fungoso
en la soya, que ocurren en la etapa de llenado de
grano se les denomina enfermedades de fin de ciclo
(EFC), pues se presentan en estadios intermedios
a avanzados del cultivo (De Lisi et al., 2015). En
virtud de que la mancha foliar de la soya causada
por C. spicifera, C. muehlenbeckiae, C. ahavenzis
y Curvularia spp. en Sinaloa se presenta a partir
del llenado de grano, también deben ubicarse como
EFC. Esta enfermedad ocurrié durante septiembre
y octubre, cuando la precipitacion vario de 321 a
373 mm en la regidon y la temperatura oscild en-
tre 26 y 39 °C (Estacion Meteorologica, Junta Lo-
cal del Valle del Carrizo, Sinaloa, 2019). En otras
regiones productoras de soya se han registrado
como agentes causales de EFC a Colletotrichum
truncatum, Septoria glycines, Phomopsis sojae,
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in plants in intermediate to advanced crop stages
of maturity (De Lisi et al, 2015). Given that
foliar spot in soybean caused by C. spicifera, C.
muehlenbeckiae, C. ahavenzis and Curvularia spp.
in Sinaloa appears in the grain-filling stage, it must
also be considered an LSD. This disease appeared
in September and October, when rainfalls varied
between 321 and 373 mm in the region and the
temperature fluctuated between 26 and 39 °C (Junta
Local del Valle del Carrizo weather station, Sinaloa,
2019). soybean-producing
Colletotrichum

In other regions,
truncatum, Septoria glycines,
Phomopsis sojae, Peronospora manshurica and
Alternaria spp. have been registered as LSD causal
agents (Carmona et al., 2015), yet these pathogens
were not found at the time the present investigation
was being carried out. Studies in Argentina indicate
that LSD reduce crop yield by 8 to 10%, and a
maximum of up to 30% (Carmona et al., 2004); in
this sense, the investigations carried out in Sinaloa
to determine the impact of the disease in crop yield
and quality are justifiable, in the same way the
implantation of strategies for their control would
be, if needed.

CONCLUSIONS

The fungi  Curvularia  spicifera, C.
muehlenbeckiae, C. ahvazensis and Curvularia
sp. were implicated in foliar spot in soybean,
which began in the stage of grain filling (R6).
The species were identified with the analysis of
its morphometric characteristics and phylogenetic
reconstruction, based on a fragment of the gene
gapdh. The Curvularia species were found to
be pathogenic in soybean var. Nainari and they
displayed differen degrees of virulence. This is
the first report in Mexico involving species of

Curvularia in the etiology of leaf spot in soybean.
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Peronospora manshurica y Alternaria spp. (Car-
mona et al., 2015), pero estos patdogenos no se de-
tectaron durante el desarrollo del presente trabajo.
Estudios en Argentina indican que las EFC reducen
de 8 a 10% el rendimiento de la cosecha, con un
maximo de hasta 30% (Carmona et al., 2004); en
este sentido, se justifica el desarrollo de investiga-
cion en Sinaloa para determinar el impacto de la
enfermedad en el rendimiento y calidad de la co-
secha, y de ser necesario implementar estrategias
para su control.

CONCLUSIONES

Los hongos Curvularia spicifera, C. mue-
hlenbeckiae, C. ahvazensis y Curvularia spp., se
encontraron asociados a la mancha foliar de la soya
la cual ocurri6 a partir de la etapa de llenado de
grano (R6). La identidad de las especies se realizo
mediante el analisis de sus caracteristicas morfo-
métricas y reconstruccion filogenética basada en un
fragmento del gen gapdh. Las especies de Curvu-
laria resultaron patogénicas en soya var. Nainari y
mostraron diferentes grados de virulencia. Este es
el primer reporte en México implicando especies
de Curvularia en la etiologia de la mancha foliar
de la soya.
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Resumen. Fusarium oxysporum causa la pudri-
cion del cormo en gladiolo provocando pérdidas
de hasta el 100%. Se seleccionaron aislados de Fu-
sarium a partir de cormos infectados, se identifico
morfologica y molecularmente y se seleccion6 un
aislado a partir de prueba de patogenicidad. Se se-
leccioné entre 22 aislados de estreptomicetos una
cepa que presentd una actividad antagonista del
40% contra Fusarium. Se obtuvo el Extracto Bio-
activo (EB) mediante Fermentacion en Fase Solida
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Abstract.
gladiolus corm rot and production damage
could reach up to 100%. Fusarium isolates were
selected from infected corms, one of them was
morphologically and molecularly identified, and
was selected from pathogenicity testing. One
strain from 22 streptomycetes isolates that showed
a 40% antagonist activity against Fusarium was
selected. Bioactive extract (BE) was obtained
by Solid Phase Fermentation and the minimum
inhibitory concentration (MIC) and minimum
lethal concentration (MLC) were determined by
the microdilution method. A MIC of 0.19 mg mL"!
and an MLC of 0.38 mg mL™! were obtained, which
was confirmed with a conidia germination test at 8
h, which showed inhibition percentage of 17 and
98% for Y4 and 2 of the MIC. The effect of BE was
evaluated at 1 and 2 MIC’s concentration against
corm rot in infected gladiolus corm, obtaining a
protective effect of gladiolus corms and maintaining
their hardness after 15 days, in comparison with

Fusarium  oxysporum  causes
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y se determind la concentracion minima inhibitoria
(MIC) y concentraciéon minima letal (MLC) por el
método de microdilucion. Se obtuvo una MIC para
el EB de 0.19 mg mL"' y una MLC de 0.38 mg mL",
que se confirmo con un ensayo de germinacion de
microconidios a 8§ h, mostrando un porcentaje de
inhibicion del 17 y 98% para /4y 2 de la MIC. Se
evaluo el efecto del EB a 1 y 2 MIC’s de concen-
tracion contra la pudricion en cormos de gladiolo
infectados, obteniendo un efecto protector en los
cormos al mantener su dureza después de 15 dias,
en comparacion con el fungicida Carbendazim. Los
resultados indican a Streptomyces sp., como un po-
tencial agente de control bioldgico contra F. oxys-
porum.

Palabras clave: Gladiolus grandiflorus, Actin-
obacterias, actividad antifiingica, cormos, efecto
protector.

En México, el cultivo de gladiolo (Gladiolus
grandiflorus) es considerado el tercer cultivo orna-
mental por su importancia econémica, con un valor
de produccion de 1,136 360.17 miles de pesos du-
rante el 2020 (SIAP, 2020). Sin embargo, diversos
factores pueden disminuir el volumen y calidad de
la produccioén del gladiolo, entre los que sobresalen
problemas fitosanitarios ocasionados por hongos,
bacterias y virus (Elmer y Kamo, 2018).

La pudricién del cormo, inducida por Fusarium
oxysporum f sp. gladioli, es una de las enferme-
dades mas importantes del gladiolo, al provocar la
marchitez y amarillamiento de hojas y una pudri-
cion seca en la base del cormo que afecta la calidad
de la vara floral (Khan et al., 2017). La pudricion
del cormo se observa como un cambio en la colora-
cioén que va, de marrén claro a marrén oscuro a ne-
gro y finaliza con la momificacion del cormo. Cuando
la infeccion ocurre en los cormos almacenados en
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the fungicide Carbendazim. These results indicate
Streptomyces sp., as a potential biological control
agent against F. oxysporum.

Gladiolus
Actinobacterias, fungal activity, corms, protective
effect.

Key words: grandiflorus,

In Mexico, the gladiolus crop (Gladiolus
grandiflorus) is considered the third most
economically important ornamental crop, with a
production value of over 1.1 billion pesos in 2020
(SIAP, 2020). However, several factors may reduce
the volume and quality of the gladiolus production,
including phytosanitary problems caused by fungi,
bacteria and viruses (Elmer and Kamo, 2018).

Corm rot, induced by Fusarium oxysporum f sp.
gladioli, is one of the most important disease in the
gladiolus, since it causes the wilting and yellowing
of leaves and a dry rot in the base of the corm that
affects the quality of the floral rod (Khan et al.,
2017). The appearance of the corm rot is a change
in coloring which goes from light maroon to dark
maroon to black and ends with the mummification
of the corm. When the infection takes place in
refrigerated corms, it causes a severe infection
which may lead to the death of the plant and/or
economic losses of 60 to 100% of the production
(Khan et al., 2017; Elmer y Kamo, 2018).

Fusarium oxysporum is a cosmopolitan fungus
that can survive for years in the soil without the
presence of the host. On the other hand, the use of
fungicides based on benzimidazoles and azoles is
the commonly used control method. Considering
that the persistence of the pathogen increases the
use of agrochemicals for the phytosanitary control
of the crops, another series of problems arises, such
as the selection of strains of the pathogen that resist
these products, the increase in production costs, and
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refrigeracion, ocasiona una infeccidon severa que
puede llevar a la muerte de la planta y/o pérdidas
econdmicas del 60 al 100% de la produccion (Khan
et al.,2017; Elmer y Kamo, 2018).

Fusarium oxysporum es un hongo cosmopoli-
ta que puede sobrevivir por afios en el suelo sin la
presencia del hospedante. Por otra parte, el uso de
fungicidas a base de bencimidazoles y azoles es el
método de control utilizado generalmente. Con-
siderando que la persistencia del patdégeno incre-
menta la aplicacion de agroquimicos para el control
fitosanitario de los cultivos, se genera otra serie de
problemas como: la seleccion de cepas del patoge-
no resistente a estos productos, el incremento de
costos de produccion, ademas los riesgos de dano
al ambiente y la salud humana, los cuales son cada
vez mayores (Al-Hatmi et al., 2019; Marx-Stoel-
ting et al., 2020).

Considerando lo anterior, es necesario llevar a
cabo la busqueda de alternativas econdmicas y eco-
logicamente viables para el manejo de este pato-
geno (Alizadeh et al., 2020). Entre las alternativas
econdmica y ambientalmente sustentables, se en-
cuentra el uso de microorganismos para el control
de diversos hongos y bacterias fitopatogenas (Go-
redema et al., 2020). Al respecto, se han reportado
bacterias del género Streptomyces como antagonis-
tas a diversos hongos patdogenos. El antagonismo
de los estreptomicetos se debe a la produccion de
metabolitos secundarios con actividad fungicida en
combinacioén con enzimas extracelulares del tipo
quitinasas y pectinasas (Pedroza et al., 2019; Da-
nial et al., 2020; Tlemsani et al., 2020; Zhang et
al., 2020). La cepa CACIS-1.16CA (Streptomyces
sp.) es una especie que produce una mezcla de me-
tabolitos de color amarillo solubles en agua, que
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the risk of damages to the environment and human
health, which are increasingly larger (Al-Hatmi et
al., 2019; Marx-Stoelting et al., 2020).

Considering this, it is crucial to search for cheap
and ecologically viable alternatives for the control
of this pathogen (Alizadeh et al., 2020). One of the
cheap and environmentally sustainable alternatives
is the use of microorganisms to control diverse
fungi and phytopathogenic bacteria (Goredema
et al., 2020). In this regard, bacteria of the genus
Streptomyces have been reported as antagonists
to several pathogenic fungi. The antagonism of
the streptomycetes is due to the production of
secondary metabolites with fungicidal activity in
combination with extracellular enzymes of the type
of chitinases and pectinases (Pedroza et al., 2019;
Danial et al., 2020; Tlemsani ef al., 2020; Zhang et
al.,2020). The strain CACIS-1.16CA (Streptomyces
sp.) is a species that produces a mixture of yellow
metabolites, which are soluble in water and have an
inhibiting effect on the growth of phytopathogenic
fungi in the genera Curvularia, Aspergillus,
Helminthosporium, Fusarium, Alternaria,
Phytophthora, Colletotrichum and Rhizoctonia
(Evangelista-Martinez, 2014). In the biopesticide
market there are two commercial products that are
based on Streptomyces species, such as S. lydicus
WYEC108 and S. griseoviridis K61, both of which
control species of Fusarium spp. in different crops
(Evangelista-Martinez et al., 2020; Shrestha et al.,
2020). The aim of this investigation was to select
antagonistic streptomycetes against F. oxysporum
and to evaluate, in vitro and in vivo, the inhibiting
activity of the bioactive extract of Streptomyces
sp. isolations to control the rotting of corms in
gladiolus.
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ejercen un efecto inhibitorio sobre el crecimiento
de hongos fitopatogenos de los géneros Curvula-
ria, Aspergillus, Helminthosporium, Fusarium, Al-
ternaria, Phytophthora, Colletotrichum y Rhizoc-
tonia (Evangelista-Martinez, 2014). En el mercado
de los biopesticidas, existen dos productos comer-
ciales que se basan en especies de Streptomyces,
tal como S. lydicus WYEC108 y S. griseoviridis
K61, ambas controlan especies de Fusarium spp.,
en diferentes cultivos (Evangelista-Martinez ef al.,
2020; Shrestha et al., 2020). El objetivo de este tra-
bajo fue seleccionar estreptomicetos antagonistas
contra F. oxysporum y evaluar in vitro e in vivo la
actividad inhibitoria del extracto bioactivo de aisla-
dos de Streptomyces sp., para controlar el desarro-
llo de pudricion en cormos de gladiolo.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento y caracterizacion del hongo patége-
no. A partir de un lote de 60 cormos de gladiolo de
la variedad borrega blanca, provenientes del Estado
de México y con sintomas de pudricion del cormo
(Figura 1), se seleccionaron seis cormos a partir
de los cuales se aisld y purifico a tres aislados del
hongo Fusarium sp. (GL1, GL2 y GL3). Se obtu-
vieron cultivos monospdricos siguiendo el protoco-
lo reportado por Gonzalez-Pérez et al. (2009) y se
mantuvieron en cajas de Petri con medio de cultivo
agar, dextrosa y papa (PDA), incubados en oscuri-
dad a una temperatura de 27 °C.

La caracterizacion morfologica de los hongos
aislados se realizo de acuerdo con caracteres des-
critos por Leslie ef al. (2006). La identificacion a
nivel de género se realizd6 comparando las caracte-
risticas morfoldgicas de la colonia (forma y color
de la colonia, tipo de hifas, presencia de clamidos-
poras, macro y microconidios) y se registraron la
forma, longitud y ancho de 50 macroconidios y 50
microconidios seleccionados al azar.
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MATERIALS AND METHODS

Isolation and characterization of the pathogenic
fungus. From a plot of 60 gladiolus corms of the
borrega blanca variety from the State of Mexico
and with symptoms of corm rot (Figure 1), six
corms were chosen, out of which three isolations
of the fungus Fusarium sp. were isolated and
purified (GL1, GL2 y GL3). Monosporic cultures
were obtained, following the protocol reported
by Gonzélez-Pérez et al. (2009). They were then
stored in Petri dishes with a potato, dextrose and
agar (PDA) culture medium, and incubated in the
dark at a temperature of 27 °C.

The morphological characterization of the fungi
was carried out according to the characteristics
described by Leslie et al. (2006). The identification
at a genus level was carried out by comparing the
morphological characteristics of the culture (shape
and color of the culture, type of hyphae, presence of
chlamidospores, macro and microconidia) and the
shape, length and width of 50 macroconidia and 50
microconidia, chosen at random, were registered.

Molecular identification. Out of one of the
three Fusarium spp. isolations, one monosporic
culture of the isolation GL1 was chosen for
its pathogenicity and growth rate in vitro. The
molecular identification of the fungus was carried
out with DNA extraction, following the extraction
protocol with DNazol (Life Technologies), with
some modifications. The amplification by PCR
of the fragments of the gene that codifies for
B-Tubulin was carried out with oligonucleotides
T1 (5"-AACATGCGTGAGATTGTAAGT-3") and
T2 (5'-TAGTGACCCTTGGCCCAGTTG-3")
(O’Donell and Cigelnik, 1997), Histone 3 with
oligonucleotides H3-1b  (5'-CGCGGCGAGA
CTGGATGTCCTT-3"), H3-la (5'-ACTAAGCA
GACCGCCCGCAGG-3") (He et al, 2017),
elongation factor la with oligonucleotides EF-1
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Figura 1. Cormos de gladiolo asintomaticos de la variedad borrega blanca (A). Cormos con sintomas de pudricion donde
se aislo a K. oxysporum (B), los cuales fueron reproducidos mediante dos heridas, realizadas con tres punciones y
deposicion de una solucién de 5 pL de conidios a una concentracion de 2.4 x10 conidios mL"' de F oxysporum
GL1 (C). El corte perpendicular en el sitio de las heridas, muestra que a los 20 dias después de la inoculacion, la
pudricién avanza en el interior del cormo (D) y después de tres a cuatro meses el cormo presenta una pudricién

seca y oscura (E).

Figure 1. Corms from asymptomatic gladiolus of the variety borrega blanca (A). Corms with symptoms of rotting where F.
oxysporum was isolated (B), which were reproduced with two cuts made with three punctures and the addition of
5 pL of a conidia solution at a concentration of 2.4 x10 conidia mL™" of F. oxysporum GL1 (C). The perpendicular
cut in the place of the wounds shows that 20 days after inoculation, rotting progresses inside the corm (D) and after
three to four months, the corm displays a dry and dark rot (E).

Identificacién molecular. A partir de uno los tres
aislados de Fusarium spp., se selecciono por su pa-
togenicidad y velocidad de crecimiento in vitro, una
colonia monoesporica del aislado GL1. La identi-
ficacion molecular del hongo se realizé mediante
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(5'-ATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC-3"),
EF-2 (5-GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATG
TT-3") (Herkert et al., 2019), and finally, region
ITS, using the universal oligonucleotides 1TS4
(5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") and ITSS5
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la extracciéon de ADN, siguiendo el protocolo de
extraccion con DNazol (Life Technologies), con
algunas modificaciones. La amplificacion por
PCR de los fragmentos del gen que codifica para
la B-Tubulina se realizé con los oligonucleétidos
T1 (5-AACATGCGTGAGATTGTAAGT-3") y
T2 (5'-TAGTGACCCTTGGCCCAGTTG-3")
(O'Donell & Cigelnik, 1997), Histona 3 con los
oligonucledtidos H3-1b (5'-CGCGGCGAGACT-
GGATGTCCTT-3"), H3-1a (5'-ACTAAGCAGA-
CCGCCCGCAGG-3") (He et al., 2017), factor
de elongacion-la con los oligonucledtidos EF-1
(5'-ATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC-3'),
EF-2 (5'-GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATG-
TT-3") (Herkert et al., 2019) y finalmente la region
ITS utilizando oligonucledtidos universales 1TS4
(5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") e ITS5
(5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3')  si-
guiendo el protocolo y condiciones de amplifica-
cion reportados previamente (Betancourt-Resendes
et al., 2012; Uc-Varguez et al., 2018). Los frag-
mentos amplificados fueron purificados y enviados
para su secuenciacion a MACROGEN en Korea.
La secuencia resultante, fue editada con el progra-
ma edit sequence (DNASTAR) y posteriormente se
compararon con secuencias reportadas en la base
de datos del NCBI, con ayuda del algoritmo de
BLAST disponible en Internet.

Preparacion del inéculo. La suspension de coni-
dios empleada para obtener la MIC, MLC y para
los experimentos de infeccion de los cormos, se
prepar6 a partir de un cultivo del hongo crecido
por 11 dias en cajas Petri con medio PDA. A una
caja Petri con el hongo, se le agrego6 5 mL de agua
destilada estéril para remover la masa de conidios.
La suspension se filtrd a través de varias capas de
gasa y algodon para descartar residuos de micelio.
La suspension se centrifugd a 6000 rpm/10 min a
25 °C. El precipitado de conidios se lavo dos veces
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(5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3'),
following the protocol and amplification conditions
reported earlier (Betancourt-Resendes et al.,
2012; Uc-Varguez et al., 2018). The amplified
fragments were purified and sent for sequencing
to MACROGEN in Korea. The resulting sequence
was edited using a sequence editing program
(DNASTAR) and later compared with sequences
reported in the NCBI data base, using the BLAST
algorithm available on the Internet.

Preparation of the inoculant. The conidial
suspension used to obtain the MIC, MLC and for
the corm infection experiments was prepared from
a culture of the fungus grown for 11 days in Petri
dishes with PDA medium. One Petri dish with the
fungus was added 5 mL of sterile distilled water to
remove the mass of conidia. The suspension was
filtered through several layers of gauze and cotton
to discard mycelial residues. The suspension was
centrifuged at 6000 rpm/10 min at 25 °C. The
conidial precipitate was washed twice with sterile
distilled water, then resuspended and, using a
Neubauer chamber, the concentration was adjusted
to 1x10° conidia mL™"' or 2.4 x 10°, according to
the activity to be carried out in vitro or in vivo,
respectively.

Pathogenicity test of the Fusarium sp. isolation.
The pathogenicity of the fungus isolations was
verified by inoculating 30 gladiolus corms. All
corms were disinfected by submersion into a 0.3%
NaOCl1 solution for 2 min, rinsed with sterile
distilled water for 1 min, followed by submersion
in 70% ethanol for 2 min and rinsed with sterile
distilled water for 1 min. Finally, the excess
moisture was eliminated using sterile paper towels
(Gonzalez-Pérez et al., 2009).

The disinfected
experimentally, with two cuts made in the upper

corms were inoculated
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con agua destilada estéril, luego se resuspendio y
con ayuda de la camara de neubauer se ajusto la
concentracion a 1x10° conidios mL"' o 2.4 x 10°
segun la actividad a realizar in vitro o in vivo res-
pectivamente.

Prueba de patogenicidad del aislado de Fusa-
rium sp. La patogenicidad de los aislados del hon-
go se verifico mediante inoculacion de 30 cormos
de gladiolo. Todos los cormos fueron desinfectados
por inmersion en una solucion de NaOCl al 0.3%/2
min, enjuagados con agua destilada estéril/l1 min,
seguido por una inmersion en etanol al 70%/2 min,
y enjuagados con agua destilada estéril/1 min. Al
final, el exceso de humedad se elimind con papel
absorbente estéril (Gonzalez-Pérez et al., 2009).

Los cormos desinfectados fueron inoculados
experimentalmente, mediante dos heridas hechas
en la parte superior del cormo con tres punciones
(por herida) realizadas con un palillo estéril. Poste-
riormente, en cada herida se depositd 5 pL. de una
solucion de 2.4x10° conidios mL! de F oxyspo-
rum, obtenidos de una colonia con 11 dias de creci-
miento en medio PDA. Todos los cormos incluyen-
do controles inoculados con agua destilada estéril,
fueron incubados en condiciones de oscuridad en
una camara bioclimatica a 25 °C y 70% de hume-
dad. El registro sintomatologico se realizo a inter-
valos de cinco dias durante 30 dias. Finalmente, los
cormos se mantuvieron por cuatro meses bajo las
mismas condiciones y solo se registro el sintoma
final (Gonzalez-Pérez et al., 2009).

Crecimiento de Streptomyces spp. Cultivos de
22 cepas de Streptomyces se obtuvieron del ban-
co de germoplasma de Actinomicetos conservado
en la Subsede Sureste del CIATEJ, provenientes
de suelos de Aguascalientes, Campeche, Hidalgo y
Yucatan. Adicionalmente, en los ensayos se utilizo
como cepa control a Streptomyces lydicus WYEC
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part of the corm with three punctures (per cut) with
a sterile toothpick. Later, in each cut, we placed
5 uL of a solution of 2.4x10° conidia mL"' of F
oxysporum, obtained from a culture with 11 days
of growth in a PDA medium. All corms, including
the controls inoculated with sterile distilled
water, were incubated in the dark in a bioclimatic
chamber at 25 °C and 70% humidity. Symptoms
were recorded in intervals of five days for 30 days.
Finally, the corms were kept for four months under
the same conditions and only the final symptom
was recorded (Gonzalez-Pérez et al., 2009).

Growth of Streptomyces spp. Cultures of 22
strains of Streptomyces were obtained from the
Actinomycetes germplasm bank in the CIATEJ
of the southeast, taken from soils from the states
Aguascalientes, Campeche, Hidalgo and Yucatan.
Additionally, in the trials, Streptomyces lydicus
WYEC 108 was used as a control strain. All strains
were grown in an International Streptomyces
Project 2 (ISP 2) agar medium, at a temperature of
29 °C for 14 days. For the antagonism experiments,
a general inoculant (GI) was prepared, consisting
of spores from each strain at a concentration of 108
UFC mL™! (Evangelista-Martinez, 2014).

Antagonistic evaluation of streptomycetes
against F. oxysporum. The antagonistic activity
of the 22 Streptomyces strains was carried out
by dual confrontation tests in an ISP2 medium
(Evangelista-Martinez et al., 2020). We inoculated
3 mL of the GI on the edge of the Petri dish with
the ISP 2 medium, and in the middle of the dish,
we placed an agar disk with active mycelia from
a F oxysporum culture with an 11-day growth in
PDA. The cultures were kept at 29 °C for 11 days
and the growth of the fungus was measured, in
the direction of a streptomycete, using a digital
caliper (Caldi-6MP Truper). The percentage of
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108. Todas las cepas se crecieron en medio agar
International Streptomyces Project 2 (ISP 2) a una
temperatura de 29 °C durante 14 dias. Para los ex-
perimentos de antagonismo se prepard un inoculo
general (IG) que consistid de esporas de cada cepa
a una concentracion de 10* UFC mL"' (Evangelista-
Martinez, 2014).

Evaluacion antagénica de estreptomicetos con-
tra F. oxysporum. La actividad antagénica de las
22 cepas de Streptomyces se realizdo mediante ensa-
yos de confrontacion dual en medio ISP2 (Evange-
lista-Martinez et al., 2020). Se inocularon 3 mL del
IG en el borde de la caja Petri con el medio ISP 2y
al centro de la caja se depositd un disco de agar con
micelio activo de un cultivo de £ oxysporum de 11
dias de crecimiento en PDA. Los cultivos se man-
tuvieron a 29 °C durante 11 dias y se midio el cre-
cimiento del hongo en direccion del estreptomiceto
mediante un vernier digital (Caldi-6MP Truper). El

porcentaje de inhibicion (PI) se calcul6 a partir de
(FR - AR)
FR * 100
representa el radio de crecimiento (mm) del hongo
en la caja control y “AR” es el radio de crecimien-
to del hongo en direccion al crecimiento de Strep-
tomyces (Dikhoba et al., 2019).

la formula: PT (%) = en donde “FR”

Obtencion del extracto bioactivo (EB) de Strep-
tomyces sp. El extracto bioactivo de los dos aisla-
dos con mayor actividad antagonica (Streptomyces
sp. GCAL-9 y CACIS 1.6 CA), se obtuvo mediante
una fermentacion en fase solida (FES) empleando
espuma de poliuretano (Evangelista-Martinez et
al., 2020). El soporte tenia una dimension de 12
x 10 x 2.5 cm, al cual se le agregd 70 mL de cal-
do ISP2 inoculado con una suspension de esporas
de cada uno de los estreptomicetos, ajustando la
turbidez a una DO, de aproximadamente 1.0. La
FES se realizé en recipientes de plastico estéril
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inhibition (PI) was calculated using the formula
(FR - AR)

FR * 100
growth radius (mm) of the fungus in the control

dish and “AR” is the radius of the fungal growth
in the direction of the growth of Streptomyces
(Dikhoba et al., 2019).

PI (%) = , where “FR” represents the

Obtaining the Bioactive extract (BE) of
Streptomyces sp. The bioactive extract of the two
isolations with the greatest antagonistic activity
(Streptomyces sp. GCAL-9 and CACIS 1.6 CA)
was obtained by fermentation in a solid phase
(FES), using polyurethane foam (Evangelista-
Martinez et al., 2020). The support measured 12 x
10 x 2.5 ¢cm, and 70 mL of ISP2 broth, inoculated
with a suspension of spores from each one of the
streptomycetes was added, adjusting the turbidity to
a DO, of approximately 1.0. The FES was carried
out in sterile plastic containers for the in vitro
cultivation of plants. The ISP2 broth was inoculated.
The dishes were then closed and incubated in the
dark at 29 °C for 21 days. The BE produced was
separated from the cells by a series of filtrations,
starting with Whatman No 3. Filter paper, followed
by Whatman No. 1, 0.65 um micropore filter, and
ending in a 0.22 pm Micropore filter. The extract
was stored at 4 °C until use (Evangelista-Martinez
et al.,2020).

MIC and MLC with the method of microdilution.
The minimum inhibiting concentration of the
bioactive extract was carried out using 96 well
plates in the potato dextrose broth medium (PDB)
as per the Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2017). The MIC tests were carried
out in sterile microplates with 96 wells containing
100 pL of PDB broth. Later, the samples to be
evaluated were added in each well of the first
column, ending with a volume of 200 pL. The wells
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para cultivo in vitro de plantas. El caldo ISP2 se
inoculd. Posteriormente, las cajas se cerraron ¢ in-
cubaron en condiciones de oscuridad a 29 °C por
21 dias. El EB producido se separd de las células
mediante filtraciones en serie, iniciando con papel
filtro Whatman No 3., seguido de papel Whatman
No. 1, filtro micropore de 0.65 um hasta terminar
con un filtro Micropore de 0.22 um. El extracto se
almaceno a 4 °C hasta su uso (Evangelista-Marti-
nez et al., 2020).

MIC y MLC por el método de microdilucion.
La concentracion minima inhibitoria del extracto
bioactivo se realizé empleando placas de 96 pozos
en el medio caldo papa dextrosa (PDB) de acuer-
do a la Clinical and Laboratory Standards Institu-
te (CLSI, 2017). Las pruebas MICs se realizaron
en microplacas estériles de 96 pozos conteniendo
100 uL de caldo PDB. Posteriormente, a cada pozo
ubicado en la primera columna se le adicionaron las
muestras a evaluar, finalizando con un volumen de
200 pL. Los pozos de la primera columna con las
diferentes muestras, se homogenizaron y tomaron
100 pL de cada pozo y colocaron en los pozos de
la segunda columna y asi sucesivamente, de mane-
ra que la concentracion en el primer pozo quedo a
la mitad respecto a la concentracion en la solucion
(two-fold dilutions). Una vez terminadas las dilu-
ciones, a cada pozo se le agregd 100 pL de conidios
ajustados a 1 X 10° conidios mL"', se mezclaron y
mantuvieron en incubacion a 29 °C. La inhibicion
del crecimiento del hongo se determind a las 24, 48
y 72 h mediante adicion de resazurina (Barua et al.,
2017). La resazurina se empled como indicador de
crecimiento del hongo, cuando la solucion fue de
color azul se consideré inhibicién del crecimiento,
mientras que la coloracidn rosa indic6 crecimiento
o ausencia de inhibicion. La MIC se definié como
la menor concentracion del EB que inhibio el cre-
cimiento de F. oxysporum.
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of the first column with the different samples were
homogenized and 100 pL were taken from each
well and placed in the wells of the second column,
and so on, so the concentration in the first well is
half of that of the concentration of the solution
(two-fold dilutions). After finishing the dilutions,
100 pL of conidia were added, adjusted to 1 X
105 conidia mL™'; they were mixed and incubated
at 29 °C. The inhibition of the fungal growth
was determined after 24, 48 and 72 h by adding
resazurin (Barua et al., 2017). The resazurin was
used as a fungal growth indicator, and when the
solution turned blue, it indicated growth inhibition,
whereas when it was pink, it indicated growth or
the absence of inhibition. The MIC was defined as
the lowest concentration of the BE that inhibited
the growth of F. oxysporum.

The value of the minimum lethal concentration
(MLC) was determined when subcultivating
directly from the plate used to calculate the MIC,
5 uL for the cell mass of the fungus of each well in
the microplate with PDB broth. The cultures were
kept at 29 °C for three days until mycelial growth
was observed. The fungal growth after this period
indicated fungistatic control, whereas the absence
of growth indicated fungicidal activity of the BE.
The MLC was defined as the lowest concentration
in which there was no growth of the fungus. The
BE of Streptomyces sp., GCAL-9 and CACIS 1.6
CA was analyzed in duplicate in two independent
experiments. As the growth control, the product
carbendazim (Syngenta) was used, prepared at a
concentration of 72.8 mg mL™".

Effect of the BE on the germination of
microconidia. The inhibiting activity of the BE
was evaluated with a test of the inhibition of the
germination of the conidia. The test was carried
out on a slide with a well with a final volume of
40 pL containing 20 pL of PDB broth mixed with
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Elvalor de la concentracién minima letal (MLC)
se determino al subcultivar directamente de la pla-
causada para el calculo de la MIC, 5 mL de la masa
celular del hongo de cada pozo en microplaca con
caldo PDB. Los cultivos se mantuvieron a 29 °C
por tres dias hasta observar crecimiento micelial. El
crecimiento del hongo después de este periodo fue
indicativo de control fungistatico, mientras que la
ausencia de crecimiento indico actividad fungicida
del EB. La MLC se definié como la menor concen-
tracion en la que no existid crecimiento del hongo.
El EB de Streptomyces sp., GCAL-9 y CACIS 1.6
CA, se analiz6 por duplicado en dos experimentos
independientes. Como control de crecimiento se
empled el producto carbendazim (Syngenta) prepa-
rado a una concentracion de 72.8 mg mL™.

Efecto del EB sobre la germinacion de microco-
nidios. La actividad inhibitoria del EB se evalud
mediante un ensayo de inhibicion de la germinacion
de los conidios. El ensayo se realiz6 en portaobje-
tos con cavidad en 40 puL de volumen final que
contenia 20 pL de caldo PDB mezclado con 10 uLL
de la suspension de conidios de F. oxysporum (10°
conidios mL™") mas 10 pL de la soluciéon del EB
a diferentes concentraciones. Las concentraciones
evaluadas fueron a ¥4, 5, 1,4, 6 y 8 MIC’s (0.0475,
0.095, 0.19, 0.38, 1.14, 1.52 mg mL™"). Enseguida
se colocd un cubreobjetos y se mantuvieron en una
camara humeda a 29 °C en oscuridad. Como con-
trol se uso6 agua destilada estéril. El efecto sobre la
germinacion se determind cada hora durante 8 ho-
ras de crecimiento, empleando un microscopio in-
vertido (modelo Olympus), contabilizando 100 co-
nidios al azar, separando los conidios germinados
de los que atn no lo estaban (Evangelista-Martinez
et al., 2020). El experimento se llevo a cabo por tri-
plicado y la evaluacion se baso en la presencia del
tubo de germinacidn. Un conidio se considero ger-
minado, si el tubo de germinacion alcanzo el doble
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10 pL of the suspension of F. oxysporum conidia
(10° conidia mL™!) plus 10 uL of the BE solution
at different concentrations. The concentrations
evaluated were %, ', 1, 4, 6 and 8 MIC’s (0.0475,
0.095, 0.19, 0.38, 1.14, 1.52 mg mL™"). A slide was
then placed and kept in a humid chamber at 29 °C
in the dark. Sterile distilled water was used as a
control. The effect on germination was determined
every hour for 8 hours of growth, using an inverted
microscope (Olympus), counting 100 conidia at
random, separating the germinated conidia from
the yet ungerminated ones (Evangelista-Martinez
et al., 2020). The experiment was carried out
in triplicate and the evaluation was based on the
presence of the germination tube. A conidium was
considered germinated if the germination tube
reached a diameter twice that of the diameter of the
conidium. Results were expressed as the percentage
of germinated conidia (PG) in comparison with the
control, based on the following formula (Zhang et
al., 2020):

Number of

Percentage of germinated conidia

germinated

x 100
Number of
total conidia

Fungicidal activity of the BE. The fungicidal
potential of the BE on F. oxysporum was evaluated
by carrying out spore germination tests at different
concentrations and following up on different times
of contact with the conidia. The experiments
were carried out using the microdilution method
described earlier. The concentrations of the BE
were 1, 2 and 3 MIC’s. Carbendazim at 72.8 mg
mL"! was used as a positive control. After mixing
the PDB broth and the BE, 100 uL of the conidia
suspension were added and homogenized. Every
hour for 4 h, 5 uL of the suspension were taken
from each mixture and placed in Petri dishes with
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del diametro del conidio. Los resultados se expre-
saron como el porcentaje de conidios germinados
(PG) comparado al control, con base a la siguiente
formula (Zhang et al., 2020):

Numero de conidios

Porcentaje de _ germinados

germinacion x 100

Numero total
de conidios

Actividad fungicida del EB. El potencial fungici-
da del EB sobre F. oxysporum se evaluo realizan-
do ensayos de germinacion de esporas a diferentes
concentraciones y dando seguimiento a diferentes
tiempos de contacto con los conidios. Los experi-
mentos se realizaron por el método de microdilu-
cion previamente descrito. Las concentraciones del
EB fueron 1, 2 y 3 MIC’s. Como control positivo
se empled Carbendazim a 72.8 mg mL-'. Después
de realizar las mezclas del caldo PDB y el EB, se
agreg6 100 pL de la suspension de conidios y ho-
mogenizo. Durante cada hora y hasta completar 4 h,
de cada mezcla se tomaron 5 pL de la suspension y
deposito en cajas Petri con medio PDA y se incubo
a 29 °C durante tres dias. Se determiné el tiempo
de contacto optimo para ejercer el efecto fungicida,
en aquellas muestras donde no se presentd creci-
miento.

Efecto protector del EB en cormos de gladiolo.
La evaluacion del efecto del EB para el control de
la pudricion en cormos de gladiolo, se realizo em-
pleando 50 cormos de gladiolo de la variedad Red
Beauty por cada tratamiento. El proceso de desin-
feccion de los cormos y de la inoculaciéon con la
suspension de conidios de £ oxysporum, se realizd
como se describid previamente.

Los tratamientos evaluados fueron: a) cormos
inoculados con F. oxysporum y tratados con agua;
b) cormos inoculados con F. oxysporum y tratados
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a PDA medium and incubated at 29 °C for three
days. The optimal time of contact for the fungicidal
effect was determined in the samples where no
growth was observed.

Protective effect of the BE on gladiolus corms.
The evaluation of the effect of the BE for the
control of rot in gladiolus corms was carried out
using 50 gladiolus coms of the Red Beauty variety
for each treatment. The disinfection process of the
corms and of the inoculation with the £ oxysporum
conidia suspension was carried out as described
earlier.

The treatments evaluated were a) corms
inoculated with F oxysporum and treated with
water; b) corms inoculated with F. oxysporum and
treated with Carbendazim (72.8 mg mL™"); ¢) corms
inoculated with F oxysporum and treated with BE
MIC (0.19 mg mL™") and d) corms inoculated with
F. oxysporum and treated with BE and double
the MIC (0.38 mg mL™"). Later, the corms in all
treatments were stored in the dark in a bioclimatic
chamber at 25 °C and 70% humidity.

The symptoms were registered every 5 days
from time zero until 20 days after inoculation, in
five corms per treatment. The variable hardness
or firmness of the corms was the parameter used
to determine the protective effect of the BE on the
inoculated corms, using a Shimadzu® EZ-SX digital
texturometer with a needle, 5 mm in diameter,
on a standard base table. The compression test
was carried out at a speed of 3mm/s at a depth of
0.5mm. The firmness of the corms was registered
in Newtons (Morales-Pérez et al., 2014).

Data analysis. The data registered for the PG
were analyzed statistically using a multifactorial
ANOVA and a test of separation of means using
LSD. The data registered for corm firmness were
analyzed statistically using a simple ANOVA and
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con Carbendazim (72.8 mg mL™); ¢) cormos ino-
culados con F. oxysporum y tratados con EB MIC
(0.19 mg mL") y d) cormos inoculados con F. oxys-
porum y tratados con EB al doble de la MIC (0.38
mg mL"). Posteriormente, los cormos de todos los
tratamientos fueron almacenados en condiciones
de oscuridad en una camara bioclimatica a 25 °C'y
70% de humedad.

Los sintomas fueron registrados, cada cinco dias
a partir del tiempo cero hasta veinte dias después
de la inoculacién, en cinco cormos por cada tra-
tamiento. La variable dureza o firmeza de los cor-
mos, fue el parametro empleado para determinar el
efecto protector del EB en los cormos inoculados,
utilizando un Texturometro digital Shimadzu® EZ-
SX con una aguja de Smm de diametro en una mesa
base estandar. La prueba de compresion se reali-
76 a una velocidad de 3mm/s y una profundidad
de 0.5mm. La dureza de los cormos se registrd en
Newtons (Morales-Pérez et al., 2014).

Analisis de datos. Los datos registrados para el PG
fueron analizados estadisticamente mediante un
ANOVA multifactorial y mediante una prueba de
separacion de medias por LSD. Los datos regis-
trados para la dureza del cormo fueron analizados
estadisticamente mediante una ANOVA simple y
una prueba de separacion de medias por Tukey, con
ayuda del programa Statgraphics centurion XVIIIL.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento y caracterizacion del patégeno. A
partir de cormos de gladiolo con sintomas de pu-
dricion asociado a la presencia de Fusarium spp.,
se obtuvieron tres aislados (GL1, GL2 y GL3) con
caracteristicas morfologicas del género. A partir de
los tres aislados de Fusarium, se generaron cepas
monosporicas que se caracterizaron por desarrollar
un micelio aéreo con tonalidades blanquecinas a
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a Tukey test of separation of means, using the
program Statgraphics centurion X VIII.

RESULTS AND DISCUSSION

Isolation and characterization of the pathogen.
Three isolations (GL1, GL2 and GL3) with
morphological characteristics of the genus were
taken from gladiolus corms with symptoms of
rotting related to the presence of Fusarium spp.
From the three Fusarium isolations, monosporic
strains were produced, characterized by the
development of an aerial mycelium with whitish
to orange colors, without curled hyphae. Fusiform
and slightly curved macroconidia were also found,
with a conical apical cell and an oval-shaped base
cell, with one to three septa; the microconidia
presented an oval morphology and without septa
(Table 1). These characteristics coincide with those
reported for F. oxysporum (Gonzalez-Pérez et al.,
2009; Hafizi et al., 2013; Leslic et al., 2006).

Molecular identification of the fungus isolated
from corms with rot. The analysis of the sequence
of the ITS fragments (584 pb) of the Fusarium
oxysporum GL1 isolation showed, when comparing
with sequences registered in the GenBank, a
similarity of 96% with ITS sequences of the genus
F. oxysporum. The same result was obtained when
analyzing the sequences of the genes that codify
B-Tubulin (549 pb, 95% similarity), histone 3
(458 pb, 94% similarity) and elongation factor
of la (300 pb, 98% similarity). Considering
the morphological characteristics and the close
molecular similarity with species of the Fusarium
genus, isolation GL1, isolated from corms with rot,
belongs to £ oxysporum.

Pathogenicity test of the isolation of F
oxysporum. Isolation GL1 induced the appearance

402



FuLLy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

naranjas, sin la presencia de hifas enrolladas. Tam-
bién se detectd la presencia de macroconidios fu-
siformes y ligeramente curvos con la célula apical
conica y la basal ovalada, entre uno y tres septos;
los microconidios presentaron morfologia ovalada
y sin septos (Cuadro 1). Estas caracteristicas coin-
ciden con las reportadas para F. oxysporum (Gon-
zalez-Pérez et al., 2009; Hafizi et al., 2013; Leslie
et al., 2006).

Identificacion molecular del hongo aislado de
cormos con pudricion. El analisis de la secuen-
cia de los fragmentos de ITS (584 pb) del aisla-
do Fusarium oxysporum GL1 mostr6, al comparar
con secuencias registradas en el genbank, una si-
militud del 96% con secuencias ITS del género F.
oxysporum. El mismo resultado se obtuvo al ana-
lizar las secuencias de los genes que codifican a la
B-Tubulina (549 pb, 95% de similitud), histona 3
(458 pb, 94% de similitud) y factor de elongacion-
la (300 pb, 98% de similitud). Considerando las

of symptoms, therefore molecular identification, as
well as the in vitro and in vivo trials described were
carried out using this strain. The inoculated corms
presented an initial symptom after 15 days (Figure
1), which was characterized by a brown color inside
the corm, as well as a loss of turgidity; superficially,
the symptom was imperceptible (Figure 1C), but
when the corm was cut perpendicularly, the color
changed from the place of inoculation (Figure
1D). The corms dried three to four months after
inoculation, becoming dark brown (Figure 1E).
This corresponds with the symptoms described
for the rot of gladiolus corms caused by Fusarium
(Gonzalez-Pérez et al., 2009; Michel-Aceves et al.,
2014; Pedroza et al., 2019).

Antagonistic activity in vitro. The antagonistic
activity of the 22 strains of streptomycetes against
the isolation of F. oxysporum GL1 is shown in Table
2, where we can also see, for the streptomycetes in
the soil of the states of Hidalgo and Aguascalientes,

Cuadro 1. Caracteristicas macroscépicas y microscopicas registrados de la colonia mo-
nosporica de F. oxysporum GL1 aislada a partir de cormos de gladiolo con

sintomas de pudricién.

Table 1. Registered macroscopic and microscopic characteristics of the monosporic cul-
ture of F. oxysporum GL1 isolated from gladiolus corms with symptoms of rot.

Caracteristicas morfologicas

“Descripcion

Color de la colonia

Morfologia del macroconidio
Morfologia de la célula apical
Morfologia de la célula de la base
Largo de macroconidios (um)
Ancho de macroconidios (um)
Numero de septos

Morfologia del microconidio
Largo de microconidio (um)
Ancho de microconidios (um)

Tonalidades naranjas y blancas, micelio aéreo
Fusiforme, ligeramente curvo

Conica y curva

Ovalada

Ovalada

“Las mediciones y registros al microscopio se realizaron mediante la observacion directa y
medicion de 50 macroconidios y 50 microconidios de la colonia monospoérica del hongo a 40x.
/ “The measurements and records under the microscope were carried out by direct observation
and measurements of de 50 macroconidia and 50 microconidia of the monosporic culture of

the fungus at 40x.
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caracteristicas morfologicas y la estrecha similitud
molecular con especies del género Fusarium, se
sugiere que el aislado GL1 aislado de cormos con
pudricién pertenece a F. oxysporum.

Prueba de patogenicidad del aislado de F. oxys-
porum. El aislado GL1 indujo la aparicion de sin-
tomas, por lo que la identificacion molecular, asi
como los ensayos in vitro e in vivo descritos se
realizaron utilizando esta cepa. Los cormos inocu-
lados presentaron un sintoma inicial a los 15 dias
(Figura 1), que se caracterizé por una coloracion
café en el interior del cormo, asi como una pérdida
de turgencia; superficialmente el sintoma fue im-
perceptible (Figura 1C), pero cuando se realiz6é un
corte perpendicular del cormo se observo el cam-
bio de color a partir del sitio de inoculacion (Figura
1D). Los cormos tres a cuatro meses después de la
inoculacion, se secaron adquiriendo una coloracion
café oscura (Figura 1E). Lo anterior concuerda
con la sintomatologia descrita para la pudricion de
cormos de gladiolo debidas a Fusarium (Gonzalez-
Pérez et al., 2009; Michel-Aceves et al., 2014; Pe-
droza et al., 2019).

Actividad antagonica in vitro. La actividad anta-
gbnica de las 22 cepas de estreptomicetos contra
el aislado de F oxysporum GL1 se presentd en el
Cuadro 2. En ella se observa, para los estreptomi-
cetos de suelo del Estado de Hidalgo y del Estado
de Aguascalientes un PI menor al 20%, mientras
que para los estreptomicetos que provienen de sue-
los de los Petenes, en dos se observa un PI ligera-
mente superior al 30% y solo para Streptomyces sp.
CACIS-1.16CA un PI mayor al 40%. Para el caso
de Streptomyces sp., GCAL-9, se observo un PI
de 40.4. Resultados similares se observaron con la
cepa control S. lydicus WYEC 108 (PI=41.1%). En
general no se observaron diferencias en el Pl de S. /ydi-
cus 'y los estreptomicetos CACIS-1.16CA y GCAL-9.
Con base a estos resultados se seleccionaron estos
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a Pl lower than 20%, whereas for the streptomycetes
from the soils of the Petenes, in two, the PI is
slightly higher than 30%, and only for Streptomyces
sp. CACIS-1.16CA is the PI higher than 40%. In
the case of Streptomyces sp., GCAL-9, a PI of 40.4
was observed. Similar results were observed with
control strain S. /ydicus WYEC 108 (PI=41.1%). In
general, no differences were observed in the PI of S.
lydicus and the streptomycetes CACIS-1.16CA and
GCAL-9. Based on these results, these isolations
were chosen to evaluate the corresponding BE. The
PIs obtained with Streptomyces sp. CACIS-1.16
CA and Streptomyces sp. GCAL-9 are near to
the results reported for other actinomycetes on
FE oxysporum (Pl de 58.1%), which confirms the
capacity of some species of the genus Streptomyces
to inhibit F oxysporum (Goredema et al., 2020;
Nguyen et al., 2020; Tlemsani et al., 2020). Earlier
results with Streptomyces sp. CACIS 1.16CA
showed antagonistic activity against other species
of Fusarium, leading the fungal growth inhibition
to fluctuate between 40 and 70% (Evangelista-
Martinez, 2014).

Determination of the MIC and MLC of the
BE against F oxysporum. The bioactive extract
(BE) of Streptomyces sp. GCAL-9, produced with
a solid fermentation, as described in materials
and methods, was used to obtain a minimum
inhibiting concentration (MIC) and minimum
lethal concentration (MLC) on F oxysporum.
The MIC obtained was 0.19 mg mL-!, while the
MLC was 0.38 mg mL"'. The MIC obtained in the
investigation is similar to that reported for other
strains of Streptomyces, considered to have an
outstanding microbial effect on different species of
bacteria and fungi, including F. oxysporum (Hima-
Bindu et al., 2017; Pérez-Rojas et al., 2015).

Effect of the BE on the germination of F
oxysporum conidia. The bioactive extract of
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Cuadro 2. Actividad antagonista de 22 Estreptomicetos sobre Fusarium oxysporum,
determinada mediante el porcentaje de inhibicion del crecimiento del
hongo en direccion del actinomiceto en ensayos de antagonismo dual.

Table 2. Antagonistic activity of 22 streptomycetes on Fusarium oxysporum, deter-

mined with the percentage of inhibition of the fungal growth rate in the di-
rection of the actinomycete in dual antagonism trials.

Cepa PI (%) Cepa PI (%)
Suelos del Parque Nacional El Chico, Hidalgo

CACIA 1.3 HGO 17.1 CACIA 1.5 10.1
CACIA 1.33 HGO 14.1 CACIA 1.7 14.1

Suelos de la Reserva de la Bidsfera Los Petenes, Campeche
CACIS 1.16 CA 43.4 CACIS 2.30 CA 19.1
CACIS 2.16 CA 30.3 CACIS 2.3 CA 242
CACIS 2.17 CA 323 CACIS 2.5 CA 19.1
CACIS 2.26 CA 20.2

Suelos de campo de cultivo de chile serrano, Aguascalientes
AGS 4 28.2 AGS 13 323
AGS 6 24.2 AGS 32 15.1
AGS 9 25.2 AGS 44 26.2
AGS 10 35.10  AGS 50 29.2
AGS12 23.2 AGS 58 31.7

Suelos de Yucatan

GCAL9 40 Streptomyces lydicus wyec 1087 41.1

“Cepa comercial utilizada como referencia. / “Commercial strain used as a reference.

aislados para evaluar el EB correspondiente. Los PI
obtenidos con Streptomyces sp. CACIS-1.16 CA'y
Streptomyces sp. GCAL-9 son cercanos a los resul-
tados reportados para otros actinomicetos sobre £
oxysporum (Pl de 58.1%), lo que confirma la capa-
cidad de algunas especies del género Streptomyces
para inhibir a F. oxysporum (Goredema et al., 2020;
Nguyen et al., 2020; Tlemsani ef al., 2020). Resul-
tados previos con Streptomyces sp. CACIS 1.16CA
mostraron actividad antagonista contra otras espe-
cies de Fusarium, fluctuando entre 40 al 70% la in-
hibicion en el crecimiento del hongo (Evangelista-
Martinez, 2014).

Determinacion de la MIC y MLC del EB con-
tra F oxysporum. El extracto bioactivo (EB) de
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the isolation CACIS 1.16 CA did not inhibit the
germination of the Fusarium sp. GL1 conidia,
suggesting that the antagonism it presented in
the dual antagonism trials (Table 2) may be due
to direct competition, and not to the production
of extracellular compounds with antagonistic
activity (Alizadeh et al., 2020). Considering this,
subsequent trials were performed only with the BE
of the strain of Streptomyces sp. GCAL-9.

The results of the evaluation of the effects of five
concentrations of the BE of the Streptomyces sp.
GCAL-9 strain on the germination of F. oxysporum
conidia display significant differences (p<0.05) in
the percentage from applying %2 MIC, with a value
of around 90% in comparison with the control.
Higher BE concentrations completely inhibited
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Streptomyces sp. GCAL-9, producido mediante
una fermentacion solida, tal como se describid en
materiales y métodos, se utilizd para obtener la
concentracion minima inhibitoria (MIC) y minima
letal (MLC) sobre F. oxysporum. Se obtuvo una
MIC de 0.19 mg mL"', mientras que la MLC fue
del 0.38 mg mL"'. La MIC obtenida en el trabajo es
similar a los reportados para otras cepas de Strep-
tomyces, consideradas con efecto antimicrobiano
sobresaliente sobre diferentes especies de bacterias
y hongos, incluyendo F. oxysporum (Hima-Bindu
et al.,2017; Pérez-Rojas et al., 2015).

Efecto del EB sobre la germinacion de conidios
de E oxysporum. El extracto bioactivo del aisla-
do CACIS 1.16 CA, no inhibi6 la germinacion de
los conidios de Fusarium sp. GL1, sugiriendo que
el antagonismo que presento en los ensayos de an-
tagonismo dual (Cuadro 2), se debe posiblemente
a competencia directa y no necesariamente debi-
do a la produccion de compuestos extracelulares
con actividad antagonica (Alizadeh et al., 2020).
Considerando lo anterior, los ensayos subsecuentes
se realizaron unicamente con el EB de la cepa de
Streptomyces sp. GCAL-9.

Los resultados de la evaluacion del efecto de
cinco concentraciones del EB de la cepa Strep-
tomyces sp. GCAL-9 sobre la germinacion de coni-
dios de F. oxysporum, muestran diferencias signifi-
cativas (p<0.05) en el porcentaje de inhibicion de
la germinacion a partir de la aplicacion de 2 MIC,
con un valor de alrededor del 90 % respecto al con-
trol. Concentraciones mayores del EB inhibieron
completamente la germinacion (Figura 2A). A ni-
vel morfoldgico, se observaron cambios estructu-
rales en los conidios conel EB a5, 1 y 2 MIC's en
comparacion con los conidios en fase de germina-
cion (Figura 2B). Se observa una evidente disrup-
cion de la fase de transicion hacia la formacion del
tubo de germinacion y a medida que se incrementa
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germination (Figure 2A). At a morphological level,
structural changes were found in the conidia with
the BE at /2, 1 and 2 MIC’s in comparison with
the conidia in the germination phase (Figure 2B).
There is a clear disruption of the transition phase
towards the formation of the germination tube, and
as the concentration of the BE increases, the size
of the conidia decreases, the elongated shape of
the macroconidia changes to round and swollen,
an excess of vacuoles forms in the cytoplasm,
the septa are no longer visible, and an excess of
vacuoles forms. These characteristics have been
observed in other investigations (Cordova-Albores
et al., 2016), particularly in the evaluation of the
Jatropha curcas oil and other derived oils on the
germination of F. oxysporum f. sp. gladioli conidia;
the authors report some morphological effects on the
conidia, such as irregular or swollen edges, few to
no organelles and, in the germinated conidia, there
was scarce growth of hyphae and the appearance of
a high number of vacuoles in the cytoplasm.

Other
compounds from Streptomyces blastmyceticus

authors reported that extracellular
affect the germination of Colletotrichum acutatum
and F. oxysporum conidia, highlighting effects on
the conidial membrane permeability, as well as
changes in their morphology with a reduction in
their size and the presence of a wrinkly surface
in conidia and hyphae, in comparison with the
smooth surface of not conidia not exposed to the
compounds (Kim ez al., 2019).

The optimum time for the fungicidal effect of the
BE is determined by evaluating, for three days, the
ability of germination of the conidia and the growth
of the F. oxysporum mycelia after being exposed
to different concentrations (1, 2 and 3 MIC’s) and
times (0, 1, 2, 3 and 4 h) of exposure to the BE
(Figure 3). The results show that the concentration
of 1 MIC (0.19 mg mL"), 2 MIC (0.38 mg mL"") and
3 MIC (0.57 mg mL") inhibited the germination and
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Figura 2. Efecto del extracto bioactivo (EB) sobre la germinacion de conidios de F. oxysporum. 2A) Porcentaje de germi-
nacién de conidios después de 8 h de tratamiento con cinco concentraciones de EB de Streptomyces sp., GCAL-9.
Columnas con la misma letra no son significativamente diferentes segin la prueba de LSD (p<0.05); 2B) La ger-
minacion de los conidios de F oxysporum en agua como control A), fue similar a la que ocurrio6 al 0.78% B) del
EB, mientras que concentraciones como 25% C) y 12.5% D) inhibieron el 100% la germinacién de los conidios del

hongo.

Figure 2. Effect of the bioactive extract (BE) on the germination of F oxysporum conidia. 2A) Percentage of germination
of conidia after 8 h of treatment with five concentrations of BE of Streptomyces sp., GCAL-9. Columns with the
same letter are not statistically different, according to the LSD test (p<0.05); 2B) Germination of the F. oxysporum
conidia in water as a control A), was similar to the one that took place in 0.78% B) of the EB, while concentrations
such as 25% C) and 12.5% D) inhibited the germination of the fungal conidia by 100%.

la concentracion del EB, se presenta una reduc-
cion en el tamafio de los conidios, un cambio de la
forma alargada de los macroconidios a redondeada
e hinchada, formacion excesiva de vacuolas en el
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growth of the mycelia of the fungus after on hour of
being in contact with the BE of GCAL-9, and this
effect was observed for the three days in which
the subcultures were kept at 29 °C. Meanwhile,
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citoplasma, dejan de ser evidentes los septos, y for-
macién excesiva de vacuolas. Estas caracteristicas
se han observado en otros trabajos (Cordova-Albo-
res et al., 2016), en particular en la evaluacion del
aceite de Jatropha curcas y algunos aceites deriva-
dos sobre la germinacion en conidios de F. oxyspo-
rum f. sp. gladioli; los autores reportaron algunos
efectos morfologicos en los conidios como bordes
irregulares, hinchados, poca o nula presencia de or-
ganelos, y en los conidios germinados se presentd
poco crecimiento de hifas y aparicion de un ntime-
ro elevado de vacuolas en el citoplasma.

Otros autores reportaron que, compuestos ex-
tracelulares de Streptomyces blastmyceticus afec-
tan la germinacioén de conidios de Colletotrichum
acutatum y F. oxysporum, destacando efectos sobre
la permeabilidad de la membrana de los conidios,
ademas de cambios en su morfologia con una re-
duccion de su tamafio y presencia de una superficie
arrugada en los conidios e hifas, en comparacion a
la superficie lisa de los conidios no expuestos a los
compuestos (Kim et al., 2019).

El tiempo 6ptimo del efecto fungicida del EB se
determiné evaluando durante tres dias la capacidad
de germinacion de los conidios y crecimiento del
micelio de F oxysporum después de estar expues-
to a diferentes concentraciones (1,2 y 3 MIC’s) y
tiempos (0, 1, 2, 3 y 4 h) de exposicion al EB (Figu-
ra 3). Los resultados muestran que la concentracion
de 1 MIC (0.19 mg mL"), 2 MIC (0.38 mg mL")
y 3 MIC (0.57 mg mL™") inhibieron la germinacion
y crecimiento de micelio del hongo con una hora
de contacto con el EB de GCAL-9, este efecto se
observo durante los tres dias en los que se man-
tuvieron los subcultivos en condiciones de 29 °C.
Mientras que el Carbendazim a la dosis evaluada
(72.8 mg mL"), permiti6 la reactivacion del coni-
dio y, por tanto, el crecimiento del micelio al ser
transferidos a medio PDA (Figura 3). Estos resul-
tados confirman el potencial antimicrobiano de los
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the Carbendazim in the evaluated doses (72.8 mg
mL™") helped reactivate the conidia and, therefore,
the growth of the mycelia when transferred to the
PDA medium (Figure 3). These results confirm
the antimicrobial potential of the extracellular
compounds released by the strain of Streptomyces
sp. GCAL-9. On the other hand, they differ from
the report by Alburqueque and Gusqui (2018), who
mention that Carbendazim was 100% effective to
inhibit the development of £ oxysporum 72 h after
the treatment under in vitro conditions.

Control of rot in corms with the BE. The corms
inoculated with F. oxysporum and protected with
different concentrations of bioactive extracts did
not show any differences in external symptoms in
relation with the corms protected with Carbendazim
the first 20 days after inoculation. On the other hand,
the inoculated and unprotected corms displayed
slight external symptoms, such as small dark brown
spots in the inoculated areas, with creamy-white
mycelia: These symptoms are similar to those
reported for corm rot by Fusarium sp. (Pedroza et
al., 2019; Gonzalez-Pérez et al., 2009). Cuts of the
inoculated rots displayed that the dark brown spot
moved and expanded inside the corm (Figure 1).
This suggests that there are differences between
treatments after 15 days, but its estimation requires
alternative methods to the symptom record used
(Gonzalez-Pérez et al., 2009).

Measurements of firmness taken with the
Shimadzu digital texturometer showed that the
corms inoculated with F. oxysporum and protected
with the Streptomyces sp. G-CAL9 bioactive extract
at 0.19 and 0.38 mg mL"!' were initially similar to
the firmness of the control corms in the first 10 days
after the treatment. However, the firmness of the
corms treated with EB 15 (2MIC) and 20 days (1
MIC) after the treatment was greater in comparison
with the controls treated with water and commercial
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Figura 3. Tiempo optimo del efecto fungicida del EB de Streptomyces sp., GCAL-9. Crecimiento micelial en caja Petri con
medio PDA después de tres dias de subcultivo de la solucion de conidios de F. oxysporum proveniente de la micro-
dilucién en placa conel EBa 1,2y 3 MICs Fy G), después de 0 A), 1 B), 2 C), 3 D) y 4 E) horas de tratamiento con

el EB.

Figure 3. Optimum time for the effect fungicidal of the BE of Streptomyces sp., GCAL-9. Mycelial growth in a Petri dish with
a PDA medium after three days of subculture of the solution of F. oxysporum conidia from the microdilution on a
plate with BE at 1, 2 and 3 MICs F and G), after 0 A), 1 B), 2 C), 3 D) and 4 E) hours in treatment with the BE.

compuestos extracelulares liberados por la cepa de
Streptomyces sp. GCAL-9. Por otra parte, difieren
del reporte de Alburqueque y Gusqui (2018), quie-
nes mencionan que Carbendazim fue 100% efecti-
vo para inhibir el desarrollo de F. oxysporum a las
72 h después del tratamiento bajo condiciones in
vitro.

Control de la pudricion en cormos con el EB.
Los cormos inoculados con F. oxysporum y prote-
gidos con diferentes concentraciones de extracto
bioactivo, no mostraron diferencias en sintomas
externos con relacion a cormos protegidos con
Carbendazim, los primeros 20 dias después de la
inoculacion. Por otro lado, cormos inoculados y sin
ninguna proteccion, presentaron ligeros sintomas
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fungicide (p<0.05) (Figure 4), suggesting that the
BE protected the corms from deterioration of the
corms caused by the development of the pathogen
inoculated (Gonzalez-Pérez et al., 2009). The
differences observed regarding the effectiveness
in time of both concentrations of the BE may be
due to factors such as differences in absorption,
permanence and translocation of the BE, also
influenced by differences in the surfaces of the
corms used, as described by Mirabent (2012)
as the main factors that exert an influence on
the efficiency of the fungicides. Taking this into
account, future evaluations will have to consider
the use of coadjuvants that improve absorption,
adherence, mobility, and therefore the efficiency of
the BE.
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externos, tales como pequeias manchas café oscu-
ras en los sitios inoculados, con presencia de mice-
lio blanco cremoso, estos sintomas son similares a
los reportados para la pudricion del cormo por Fu-
sarium sp. (Pedroza et al., 2019; Gonzalez-Pérez et
al., 2009). Cortes de los cormos inoculados mos-
traron que la mancha café obscuro avanzé y exten-
dio6 en el interior del cormo (Figura 1). Lo anterior
sugiere que existen diferencias entre tratamientos
después de 15 dias, pero su estimacion requiere de
métodos alternativos al registro sintomatoldgico
utilizado (Gonzalez-Pérez et al., 2009).

La dureza medida con el texturometro digital
Shimadzu, mostré que los cormos inoculados con
F. oxysporum y protegidos con el extracto bioactivo
de Streptomyces sp. G-CAL9 a0.19 y 0.38 mg mL",
fueron inicialmente similares con la dureza de los
cormos control en los primeros 10 dias después del
tratamiento. Sin embargo, la firmeza de los cormos
tratados con EB 15 (2MIC) y 20 dias (1 MIC) des-
pués del tratamiento fue mayor con relacion a los
controles tratados con agua y fungicida comercial
(p=<0.05) (Figura 4), sugiriendo que el EB protegio
el deterioro de los cormos debidos al desarrollo del
patogeno inoculado (Gonzalez-Pérez et al., 2009).
Las diferencias observadas respecto a la efectivi-
dad en el tiempo de las dos concentraciones del
EB probablemente se deban a factores tales como
diferencias en la absorcion, permanencia y trans-
locacion del EB, influenciada ademas por diferen-
cias superficiales en los cormos utilizados, segun
lo describe Mirabent (2012) como los principales
factores que influyen en la eficacia de los fungici-
das. Tomando en cuenta lo anterior, evaluaciones
futuras deberan considerar el uso de coadyuvantes
que mejoren la absorcion, adherencia, movilidad y
por ende la eficacia del EB.

Por otro lado, los cormos tratados con el fungi-
cida comercial a base de Carbendazim presentaron
una dureza similar a la que presentaron los cormos
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On the other hand, the corms treated with
the commercial Carbendazim-based fungicide
displayed a similar firmness to that presented by
the corms in the control treatment, suggesting that
the commercial fungicide in the dose applied in the
present study did not hinder the development of the
fungus in the inoculated corms, since Carbendazim
has an effect on the germination of the fungal
conidia by inhibiting the assembly of the Beta-
tubulin in mitosis and inhibiting the formation of
the appressorium, the development of the mycelia
of fungi (FRAC, 2019) as verified in the inhibition
trials in microplates.

CONCLUSIONS

The study proved the antifungal potential of the
bioactive extract obtained by fermentation in a solid
phase of the strain of Streptomyces sp. GCAL-9, by
inhibiting the total germination of conidia and the
mycelial growth of F. oxysporum at a dose of 0.19
and 0.38 mg mL"!, and due to its protective effect,
since it maintained the firmness of gladiolus corms
inoculated with conidia of the fungus for 15 and 20
days, under controlled in vivo conditions.
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Figura 4. Firmeza de cormos de gladiolo inoculados experimentalmente con una solucién de 5 pL de conidios de F oxyspo-
rum a2 x 10 conidios mL'y protegidos con EB de Streptomyces sp., GCAL-9 con uno (0.19 mg mL™") y dos (0.38
mg mL™") veces la concentracion MIC; registrados a los 0, 5,10, 15 y 20 dias después de la inoculaciéon con un
texturometro digital Shimadzu. Los controles del ensayo fueron, cormos inoculados con el hongo y protegidos con
carbendazim a 72.8 mg mL' y agua. Columnas con la misma letra no son significativamente diferentes segiin la

prueba de Tukey (p<0.05).

Figure 4. Firmness of gladiolus corms experimentally inoculated with a solution of 5 pL of F. oxysporum conidia at 2 x 10°
conidia mL" and protected with Streptomyces sp., GCAL-9 BE with one (0.19 mg mL") and two (0.38 mg mL™")
times the MIC concentration; registered 0, 5,10, 15 and 20 days after inoculation with a Shimadzu digital tex-
turometer. The test controls were corms inoculated with the fungus and protected with carbendazim at 72.8 mg
mL" and water. Columns with the same letter are not significantly different, according to Tukey’s test (p<0.05).

del tratamiento control, sugiriendo que el fungicida
comercial a la dosis aplicada en este trabajo, no im-
pidio el desarrollo del hongo en los cormos inocu-
lados, ya que el Carbendazim tiene un efecto sobre
la germinacion de conidios de los hongos al inhibir
el ensamblaje de la Beta-tubulina en la mitosis e
inhibir la formacion del apresorio, el crecimiento y
desarrollo del micelio de los hongos (FRAC, 2019)
tal como se corroboro en los ensayos de inhibicion
en microplaca.

CONCLUSIONES

El estudio demostro el potencial antifungico del
extracto bioactivo obtenido por fermentacion en
fase solida de la cepa de Streptomyces sp. GCAL-
9, al inhibir la germinacion total de conidios y el
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crecimiento micelial de F. oxysporum a una dosis
de 0.19 y 0.38 mg mL"', y por su efecto protector,
al mantener durante 15 y 20 dias la firmeza de cor-
mos de gladiolo inoculados con conidios del hon-
g0, bajo condiciones controladas in vivo.

AGRADECIMIENTOS

Al proyecto “Desarrollo de un producto con metaboli-
tos bioactivos producidos por bacterias Streptomyces para
el control bioldégico de hongos patdégenos que afectan frutos
tropicales en la etapa de postcosecha”. Fondo CONACYT
FOINS-Problemas Nacionales NO. 2016-2900. Por financiar

el articulo.

411



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLLy BILINGUAL

Al CONACYT través de la Beca de posgrado otorgado a
Tania Ameyally Rios Hernandez para sus estudios de Maestria

en Ciencias de la Floricultura en el CIATEJ subsede Sureste.

LITERATURA CITADA

Alizadeh M, Vasebi Y and Safaie N. 2020. Microbial anta-
gonists against plant pathogens in Iran: A review. Open
Agriculture 5(1): 404-440. https://doi.org/10.1515/0opag-
2020-0031

Al-Hatmi AMS, de Hoog GS and Meis JF. 2019. Multiresistant
Fusarium pathogens on plants and humans: solutions in
(from) the antifungal pipeline? Infection and drug resistan-
ce 12: 3727-3737. https://doi.org/10.2147/IDR.S180912

Alburqueque D y Gusqui R. 2018. Eficacia de fungicidas
quimicos para el control in vitro de diferentes fitopatogenos
en condiciones controladas. Arnaldoa 25(2): 489-498.
https://doi.org/10.22497/arnaldoa.252.25209

Barua P, You MP, Bayliss K, Lanoiselet V and Barbetti MJ.
2017. A rapid and miniaturized system using Alamar blue
to assess fungal spore viability: implications for biosecu-
rity. European journal of plant pathology 148:139-150.
https://doi.org/10.1007/s10658-016-1077-5

Betancourt-Resendes I, Velazquez-Monreal JJ, Montero-Cas-
tro JC, Fernandez-Pavia SP, Lozoya-Saldafia H y Rodri-
guez-Alvarado G. 2012. Fusarium mexicanum Agente
causal de la malformacion del mango en Jalisco, México.
Revista Mexicana de Fitopatologia 30:115-127. http:/
www.redalyc.org/articulo.0a?id=61230188002

Cordova-Albores LC, Zapotitla ES, Rios MY, Barrera-Necha
LL, Hernandez-Lopez M y Bautista-Bafios S. 2016. Mi-
croscopic study of the morphology and metabolic activi-
ty of Fusarium oxysporum f. sp. gladioli treated with Ja-
tropha curcas oil and derivatives. Journal of Microscopy
and ultraestructure 4: 28-35. https://doi.org/10.1016/j.
jmau.2015.10.004

CLSI. 2017. Performance standards for antimicrobial suscep-
tibility testing. 27th ed. CLSI supplement M100. Clinical
and laboratory standards institute; Wayne, Pennsylva-
nia USA. 282p. http:/file.qums.ac.ir/ repository/mmrc/
clsi%202017.pdf

Danial AM, Medina A, Sulyok M and Magan N. 2020. Effica-
cy of metabolites of a Streptomyces strain (AS1) to control
growth and mycotoxin production by Penicillium verru-
cosum, Fusarium verticillioides and Aspergillus fumigatus
in culture. Mycotoxin Research 36: 225-234. https://doi.
org/10.1007/s12550-020-00388-7

Dikhoba P, Mongalo N, Elgorashi and Makhafola T. 2019.
Antifungal and anti-mycotoxigenic activity of select South
African medicinal plant species. Heliyon 5(10): https://
doi.org/10.1016/j.heliyon.2019.02668

Elmer WH and Kamo KK. 2018. Diseases of Gladiolus. Pp.
1289-1311 In: McGovern R., Elmer W. (eds) Handbook of
Florists” Crops Diseases. Handbook of Plant Disease Ma-
nagement. Springer, Cham. https://doi.org/10.1007/978-3-
319-39670-5-47

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2021

Evangelista-Martinez Z. 2014. Isolation and characterization
of soil Streptomyces species as potential biological con-
trol agents against fungal plant pathogens. World Journal
of Microbiology and Biotechnology 30(5):1639-1647.
https://doi.org/10.1007/s11274-013-1568-x

Evangelista-Martinez Z, Contreras-Leal EA, Corona-Pedraza
LF and Gastelum-Martinez E. 2020. Biocontrol potential
of Streptomyces sp. CACIS-1.5CA against phytopatho-
genic fungi causing postharvest fruit diseases. Egyptian
Journal of Biological Pest Control 30: 117. https://doi.
org/10.1186/s41938-020-00319-9

FRAC. 2019. FRAC Clasificacion de fungicidas y bacterici-
das segun el modo de accion. Primera edicion, Espafia.
https://www.syngenta.es/sites/g/files/zhg516/f/2019/04/
clasificacion-fungicidas-bactericidas-segun-modo-accion.
pdf

Gonzalez-Pérez E, Yanez-Morales MJ, Ortega-Escobar HM
and Velazquez-Mendoza J. 2009. Comparative analysis
among pathogenic fungal species that cause gladiolus
(Gladiolus grandiflorus Hort.) corm rot in Mexico. Revis-
ta Mexicana de Fitopatologia 27(1): 45-52. https://www.
redalyc.org/articulo.oa?id=61211414006

Goredema N, Ndowora T, Shoko T and Ngadze E. 2020. In
vitro suppression of pathogenic fungi by Streptomyces spp.
African crop science Journal 28(2): 141-149. https://doi.
org/10.4314/acsj.v28i2.1

Hafizi R, Salleh B and Lattifah Z. 2013. Morphological and
molecular characterization of Fusarium solani and F. oxys-
porum associated with crown disease of oil palm. Brazi-
lian Journal of Microbiology 44(3): 959-968. https://doi.
org/10.1590/s1517-83822013000300047

He M-H, Li D-L, Zhu W, Wu E-J, Yang L-N, Wang YP, Wa-
heed A and Zhan J. 2017. Slow and temperature-mediated
pathogen adaptation to a nonspecific fungicide in agricul-
tural ecosystem. Wiley Evolutionary Aplications. https://
doi.org/10.1111/eva.12526

Herkert P, Al-Hatmi A, Salvador G, Muro M, Pinheiro R, Nuc-
ci M, Queiros-Telles F, Hoog G. and Meis J. 2019. Mo-
lecular characterization and antifungal susceptibility of
clinical Fusarium oxysporum species from Brazil. Fron-
tiers in Microbiology 10: 737. https://doi.org/10.3389/fmi-
¢b.2019.00737

Hima-Bindu BSSN, Muvva V, Munaganti RK, Naragani K,
Konda S and Dorigondla KR. 2017. Production of anti-
microbial metabolites by Streptomyces lavendulocolor
VHB-9 Isolated from Granite Mines. Brazilian Archives of
Biology and Technology 60: https://doi.org/10.1590/1678-
4324-2017160385

Khan MR, Shahid S, Mohidin FA and Mustafa U. 2017. Inte-
raction of Fusarium oxysporum and Meloidogyne incog-
nita on gladiolos cultivars and its management through
corm treatment with biopesticides and pesticides. Biologi-
cal Control 115: 95-104. https://doi.org/10.1016/j.biocon-
tr0l.2017.09.010

Leslie JF, Summerell BA and Bulloc S. 2006. The Fusarium
laboratory manual. First edition. Ed. Blackwell Publishing
Towa, USA. 388p. https://doi.org/10.1002/9780470278376

Marx-Stoelting P, Knebel C and Braeuning A. 2020. The con-
nection of Azole fungicides with xeno-sensing nuclear re-
ceptors, drug metabolism and hepatotoxicity. Cells 9(5):
1192. https://doi.org/10.3390/cells9051192

412



FuLLy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

Michel-Aceves AC, Ariza-Flores R, Otero-Sanchez MO, Ba-
rrios-Ayala A 'y Quiroz-Millan AM. 2014. Efectividad in
vitro e in situ de fungicidas quimicos y biologicos en el
control de Fusarium oxysporum f. sp. gladioli y Uromyces
transversalis en gladiola. AP Agroproductividad 7: 3-11.
https://core.ac.uk/download/pdf/249320317.pdf

Mirabent R. 2012. Adyuvantes para Fungicidas. Phytoma Es-
pana: La Revista professional de Sanidad Vegetal 240:
64-65. https://www.phytoma.com/images /240empresas
fungicidas _croda.pdf

Morales-Pérez AA, Franco-Mora O, Castafieda-Vildozola A
and Morales-Rosales EJ. 2014. The anti-senescence effect
of resveratrol reduces postharvest softening rate in cheri-
moya fruit. Scientia Agropecuaria 5: 35-44. http://dx.doi.
org/10.17268/sci.agropecu.2014.01.04

Nguyen PA, Strub C, Lagrée M, Bertrand-Michel J, Schorr-
Galindo S and Fontana A. 2020. Study of in vitro interac-
tion between Fusarium verticillioides and Streptomyces
sp. using metabolomics. Folia Microbiologica 65: 303-
314. https://doi.org/10.1007/s12223-019-00725-z

O’Donell K and Cigelnik E. 1997. Two divergent intrageno-
mic tDNATS, types whitin a monophyletic lineage of the
fungus Fusarium are nonorthologous. Molecular phyloge-
netics and Evolution 7(1): 103-16. https://doi.org/10.1006/
mpev.1996.0376

Pedroza RR, Ribeiro WS, Silva SM, Finger FL, Zanuncio JC,
Correa EB, Fugate KK, Bezerra da Costa F and Araujo
RH. 2019. Healing of Gladiolus grandiflora corms under
refrigeration and Fusarium oxysporum infection. Plant
Signaling & Behavior 14(10). https://doi.org/10.1080/155
92324.2019.1652520

Pérez-Rojas F, Leon-Quispe J y Galindo-Cabello N. 2015.
Actinomicetos aislados del compost y su actividad anta-
gonista a fitopatdgenos de la papa (Solanum tuberosum

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2021

spp. andigena Hawkes). Revista Mexicana de Fitopato-
logia 33(2): 116-139. http://www.redalyc.org/articulo.
0a?id=61242145001

SIAP (Servicio de Informacion agricola y pesquera), 2020.
Anuario estadistico de la produccion agricola 2020. https://
www.gob.mx/siap. Julio 2021

Tlemsani M, Fortas Z, Dib S and Bellahcen M. 2020. In vitro
antagonism between actinomycete isolates and Fusarium
oxysporum f. sp. ciceri: The causative agent of chickpea
vascular wilt. South Asian Journal of Experimental Bio-
logy 10(4): 255-267. https://doi.org/10.38150/sajeb.10 (4).
p255-267

Uc-Varguez A, Lopez-Puc G, Goéngora-Canul C, Martinez-
Sebastian M and Aguilera-Cauich EA. 2018. Spatio-tem-
poral spread of foot rot (Lasiodiplodia theobromae) in
Jatropha curcas L. plantations in Yucatan, México. Euro-
pean Journal plant pathology 150: 991-1000. https:// doi.
org/10.1007/s10658-017-1338-y

Kim YJ, Kim JH and Rho JY. 2019. Antifungal activities of
Streptomyces blastmyceticus strain 12-6 against plant pa-
thogenic fungi. Mycobiology 47(3): 329-334. https://doi.
org/ 10.1080/12298093.2019.1635425

Shrestha U, Dee ME, Piya S, Ownley BH, and Butler DM.
2020. Soil inoculation with Trichoderma asperellum, T.
harzianum or Streptomyces griseoviridis prior to anae-
robic soil disinfestation (ASD) does not increase ASD
efficacy against Sclerotium rolfsii germination. Applied
soil ecology 147: 103383. https://doi.org/10.1016/].aps-
0il.2019.10338

Zhang X, Wang H, Zhu W, Li W and Wang F. 2020. Transcrip-
tome analysis reveals the effects of chinese chive (A//ium
tuberosum R.) extract on Fusarium oxysporum f. sp. ra-
dicis-lycopersici spore germination. Current Microbiology
77: 855-864. https://doi.org/ 10.1007/s00284-020-01875-x

413



Fungicides evaluation against yellow rust
(Puccinia striiformis f. sp. hordei) in six barley cultivars

Evaluacion de fungicidas contra roya amarilla
(Puccinia striiformis f. sp. hordei) en seis variedades de cebada

Maria Florencia Rodriguez-Garcia, Miguel Gonzalez-Gonzalez*, Julio Huerta-Espino, Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, Campo Experimental Valle de México, Carretera Los
Reyes-Texcoco km 13.5 Coatlinchan, Texcoco, Estado de México, CP 56250, México; Salomén Solano-Her-
nandez, Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, Campo Experimental Bajio,
Carretera Celaya-San Miguel de Allende km 6.5, Celaya, Guanajuato, CP 38110, México. *Autor para corres-

pondencia: gonzalez.miguel@inifap.gob.mx

Recibido: 29 de Junio, 2021.

Aceptado: 12 de Agosto, 2021.

Rodriguez-Garcia MF, Gonzalez-Gonzalez M, Huerta-
Espino J and Solano-Hernandez S. 2021. Fungicides
evaluation against yellow rust (Puccinia striiformis f.
sp. hordei) in six barley cultivars. Mexican Journal of
Phytopathology 39(3): 414-434.

DOI: https://doi.org/10.18781/R.MEX.FIT.2106-5

Primera publicacion DOI: 26 de Agosto, 2021.
First DOI publication: August 26, 2021.

Resumen. La roya amarilla (RA) en cebada ha
incrementado su importancia en los ultimos ci-
clos de produccion en México. Durante el ciclo
primavera-verano 2018 se evalud la efectividad
biolodgica de los fungicidas Azoxistrobin 11.1% +
Tebuconazole 18.4% y Tebuconazole 25% en las
variedades Apizaco, Esmeralda, Maravilla, Dofia
Josefa, AC Metcalfe y ABI Voyager en el control
de RA y su efecto en el rendimiento en tres am-
bientes de temporal. Las variables medidas fueron:
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Abstract. Yellow rust (YR) in barley has
increased its importance in recent production
seasons in Mexico. During the spring-summer 2018
cycle, the biological effectiveness of the fungicides
Azoxistrobin 11.1% + Tebuconazole 18.4% and
Tebuconazole 25% was evaluated on cultivars
Apizaco, Esmeralda, Maravilla, Dofa Josefa, AC
Metcalfe, and ABI Voyager for control of YR,
as well as their effect on grain yield under three
rainfed environments. The variables measured
were: days to heading and maturity, plant height,
test weight, grain yield, final disease severity,
and area under the disease progress curve. The
analysis of variance showed significant variation
for cultivars, final disease severity, fungicides, and
localities (p<0.01). The most effective product was
Azoxistrobin 11.1% + Tebuconazole 18.4%. The
highest grain yield was recorded in Dofia Josefa
(3,567 kg ha') with the application of Azoxystrobin
11.1% + Tebuconazole 18.4%. Yield losses reached
53% due to the rust effect. A higher grain yield and
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dias a espigamiento y madurez, altura de planta,
peso hectolitrico, rendimiento de grano, severi-
dad final de la enfermedad y area bajo la curva del
progreso de la enfermedad. El analisis de varianza
mostrd variacion significativa para variedades, se-
veridad final de la enfermedad, fungicidas y loca-
lidades (p<0.01). El producto con mayor eficacia
fue Azoxistrobin 11.1% + Tebuconazole 18.4%. El
mayor rendimiento de grano se registré en Dona
Josefa (3,567 kg ha') al aplicar Azoxistrobin
11.1% + Tebuconazole 18.4%. Las pérdidas en el
rendimiento alcanzaron 53% por efecto de la roya.
Con la aplicacién de cualquiera de los dos fungici-
das evaluados se obtuvo mayor rendimiento y peso
hectolitrico del grano; sin embargo, las variedades
respondieron de forma diferente a la aplicacion de
los productos.

Palabras clave: resistencia, rendimiento, varieda-
des, eficacia, Hordeum vulgare.

La cebada (Hordeum vulgare), uno de los ce-
reales mas importantes a nivel mundial, ocupa el
cuarto lugar en produccion después del maiz, tri-
go y arroz (FAO, 2020). En México, la superficie
sembrada de cebada en el afio 2019 fue de 366,553
ha, de las que se cosecharon 323,132 ha, con una
producciéon de 905,962 t y rendimiento promedio
nacional de 2.80 t ha!. E1 79% de la superficie sem-
brada se establecié bajo condiciones de temporal
en el ciclo primavera-verano y el 21% bajo condi-
ciones de riego durante el ciclo otofio-invierno. En
condiciones de temporal se cosecharon 249,590 ha
y se obtuvieron 496,790 t con rendimiento medio
de 1.99 t ha'. De acuerdo con el SIAP (2020), el
86% de la superficie cultivada bajo estas condicio-
nes se realiza en los estados de Hidalgo, Puebla,
Tlaxcala y Estado de México y aportan el 90% de
la produccion de temporal.
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test weight were obtained with the application of
any of the two fungicides evaluated; however,
cultivars responded differently to the application of
the products.

Key words: resistance, yield, cultivars, efficacy,
Hordeum vulgare.

Barley (Hordeum vulgare), one of the world’s
most important cereals, is the fourth most widely
produced, after maize, wheat and rice (FAO, 2020).
In Mexico, the area used to plant barley in 2019
was 366,553 ha, out of which 323,132 ha were
harvested, giving a production of 905,962 t and a
national average yield of 2.80 t ha!. Out of the total
area harvested, 79% was established under rainfed
conditions during the spring-summer cycle, and
21%, under irrigated conditions during the autumn-
winter cycle. In rainfed conditions, 249,590 ha were
harvested, and 496,790 t were obtained, with a mean
yield of 1.99 t ha'!. According to the SIAP (2020),
86% of the area planted under these conditions is
found in the states of Hidalgo, Puebla, Tlaxcala and
the State of Mexico, and they contribute with 90%
of the rainfed production.

The importance of barley is based mainly on the
production of alcohol (particularly in the brewing
industry) and for animal feed. Although barley
has the potential to be used for human food due
to its high content of beta-glucans, its use for this
purpose is currently limited (Newton ef al., 2011;
Walters et al., 2012). In Mexico, this grain is used
mostly by the brewing industry.

Barley grain yield, in Mexico and on a global
scale, has been reduced by abiotic factors,
especially drought, early frost and excess rainfalls
(Gonzalez-Gonzalez et al., 2016). On the other
hand, and no less important, are the biotic factors,
where the incidence of diseases stands out; among
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La importancia de la cebada se basa principal-
mente en la produccion de alcohol (especialmente
en la industria cervecera) y en la alimentacién ani-
mal. Aunque la cebada tiene potencial para usarse
en la alimentacion humana por su alto contenido
de beta-glucanos, su uso para este fin en la actua-
lidad es limitada (Newton et al., 2011; Walters et
al., 2012). En México, este cereal estd destinado
basicamente para la industria maltera-cervecera.

El rendimiento de grano de cebada tanto en
México como a nivel mundial se ve disminuido por
factores abidticos, de los cuales la sequia, heladas
tempranas y exceso de lluvias son los principales
(Gonzalez-Gonzalez et al., 2016). Por otra parte, y
no menos importantes, se encuentran los factores
bioticos, donde destaca la incidencia de enfermeda-
des; dentro de éstos, las royas causadas por hongos
del género Puccinia (roya de la hoja, roya amarilla
y la roya del tallo) son las enfermedades de cebada
de gran importancia a nivel mundial (Gangwar et
al., 2018). La roya amarilla (RA) causada por Puc-
cinia striiformis f. sp. hordei, es una enfermedad
muy importante en regiones productoras de cebada
en el mundo y una de las mas destructivas en Eu-
ropa y América (Brown et al., 2001). Line (2002)
indica que la RA es la enfermedad mas importan-
te de la cebada en el oeste de los Estados Unidos.
Devlash et al. (2015) indican que es la enfermedad
de la cebada mas importante en la India. Por otra
parte, Gangwar et al. (2018) mencionan que es una
enfermedad foliar de gran importancia en el norte
de la India, y ha devastado durante mucho tiempo
el sur de Asia, Africa Oriental, Europa Occidental y
Oriente Medio. Roelfs ef al. (1992) identificaron la
enfermedad por primera vez en el sur de Texas en
los Estados Unidos. Para 1988, se extendio en toda
la Mesa Central y afectd de forma drastica a mas
del 50% de la superficie cultivada en esa region,
constituyéndose en la enfermedad mas importante.
La roya amarilla de la cebada no existia en México
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these, rusts caused by the genus Puccinia (leaf rust,
yellow rust and stem rust) are the most important
barley diseases worldwide (Gangwar et al., 2018).
Yellow rust (YR), caused by Puccinia striiformis
f. sp. hordei, is a very important disease in barley-
producing regions in the world, and is one of the
most destructive in Europe and the Americas
(Brown et al., 2001). Line (2002) points out that
YR is the most important disease in western United
States. Devlash et al. (2015) indicate that this barley
disease is the most important one in India. On the
other hand, Gangwar et al. (2018) mention that
YR is a highly important foliar disease in northern
India, and it has devastated southern Asia, East
Africa, Western Europe and the Middle East for a
long time. Roelfs et al. (1992) identified the disease
for the first time in southern Texas, in the USA.
By 1988, it extended across the central highlands
and drastically affected more than 50% of the
surface planted in that region, becoming the most
important disease. Barley yellow rust did not exist
in Mexico before 1986, and according to Calhoun
et al. (1988) and Sandoval-Islas et al. (1999), in
the summer of 1987, this disease was found in the
Valles Altos area of the Mexican central highlands,
and in the winter of the same year, it was found in El
Bajio, an area made up by the states of Guanajuato,
Querétaro, Michoacan, Jalisco and San Luis Potosi.

On the other hand, Rodriguez-Garcia et al.
(2019) mentioned that in Mexico, this rust has been
found more frequently in recent years. This is partly
due to climate change, to the evolution to new
biotypes or physiological races of the pathogen, a
lack of resistance in the varieties planted and to the
introduction of varieties that are not adapted to the
barley-producing regions of the country.

When P striiformis f. sp. hordei affects the
barley crop, it reduces the grain yield, which may
lead to substantial losses. Marshall and Sutton
(1995) reported losses caused by YR of 72% in
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hasta antes de 1986 y de acuerdo con Calhoun et
al. (1988) y Sandoval-Islas et al. (1999), durante
el verano de 1987, esta enfermedad se detectd en
los Valles Altos de la Mesa Central de México y
en el invierno de ese mismo ano se presentd en El
Bajio, area conformada por parte de los estados de
Guanajuato, Querétaro, Michoacan, Jalisco y San
Luis Potosi.

Por otra parte, Rodriguez-Garcia et al. (2019)
mencionan que en México esta roya se ha observa-
do con mayor frecuencia en los ultimos afios; esto
debido en parte, al cambio climético, a la evolu-
cion hacia nuevos biotipos o razas fisiologicas del
patégeno, a la falta de resistencia en las varieda-
des sembradas y a la introduccion de variedades no
adaptadas a las regiones productoras de cebada del
pais.

Cuando P, striiformis f. sp. hordei afecta al cul-
tivo de cebada disminuye el rendimiento de grano
cuyas mermas pueden ser cuantiosas. Marshall y
Sutton (1995) reportan pérdidas por RA de 72% en
la variedad susceptible Perkins, mientras que, Du-
bin y Stubbs (1986) del 30 a 70% en los paises an-
dinos. Vaish et al. (2011) reportan una disminucién
en el rendimiento del 66% en la region de Ladakh
en la India durante 2004-2005.

En Meéxico, la RA se puede presentar des-
de etapas de plantula y planta adulta, cuando las
condiciones climaticas y la variedad sembrada fa-
vorecen su incidencia, causando disminucién del
rendimiento y afectando la calidad del grano, lo
cual limita su aprovechamiento ya que de acuerdo
con Gonzalez-Gonzalez et al. (2013), alrededor del
80% de la produccion nacional se destina a la trans-
formacion en malta, siendo la calidad fisica del gra-
no indispensable para su comercializacion y uso en
la industria cervecera.

Dentro de las medidas mas utilizadas para el
control de esta enfermedad se encuentra el quimico,
cuyo uso deberia ser principalmente en caso emer-
gente cuando el patogeno es dificil de controlar, ya
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the susceptible variety Perkins, whereas Dubin and
Stubbs (1986) reported losses between 30 and 70%
in Andean countries. Vaish et al. (2011) reported
a 66% yield reduction in the region of Ladakh in
India during 2004-2005.

In Mexico, YR can present itself in the stages of
seedling and adult plant, when weather conditions
and the variety planted favor its incidence, causing
a reduction in the yield and affecting the quality
of the grain, which limits its use, since, according
to Gonzalez-Gonzalez et al. (2013), around 80%
of the country’s production is converted into malt,
therefore the physical quality of the grain is crucial
for its marketing and its use in the brewing industry.

Chemicals are among the most widely used
measures for the control of this disease, and they
should be used in case of an emergency, when
the pathogen is difficult to control because it has
already been spread in most production areas, or
because there is a lack of resistant varieties, since
the irrational use and inadequate doses harm the
environment, as mentioned by Sandoval-Islas et
al. (1999), who indicate that YR can be controlled
by spraying fungicides, although this increases
the cost of the crop, along with the damages it can
cause on the environment.

In Mexico, the currently recommended barley
varieties do not have satisfactory levels of genetic
resistance and chemical control is required as
a complementary measure to genetic control.
Therefore, the aim of this research was to determine
the biological effectiveness of the fungicides
Azoxistrobin 11.1% + Tebuconazole 18.4% and
Tebuconazole 25% for the control of YR and its
effect on the yield of commercial varieties of barley
produced under rainfed conditions.

MATERIALS AND METHODS

Location. The experiments were established in the
2018 spring-summer cycle in three regions that are
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que se encuentra diseminado en la mayoria de las
zonas productoras, o en su caso, porque se carece
de variedades resistentes, ya que el uso irracional
y las dosis no adecuadas perjudican al ambiente
como lo mencionan Sandoval-Islas et al. (1999);
quienes indican que la RA se puede controlar con
aspersiones de fungicidas, pero esto incrementa los
costos del cultivo aunado a los dafios que puede
provocar al ambiente.

En México, las variedades de cebada recomen-
dadas actualmente no poseen niveles de resisten-
cia genética satisfactoria y se tiene que recurrir al
control quimico como medida complementaria al
control genético. Por lo cual, el objetivo de esta in-
vestigacion fue determinar la efectividad bioldgica
de los fungicidas Azoxistrobin 11.1% + Tebucona-
zole 18.4% y Tebuconazole 25%, para el control
de RA y su efecto en el rendimiento en variedades
comerciales de cebada producidas bajo condicio-
nes de temporal.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion. Los experimentos se establecieron du-
rante el ciclo primavera-verano del 2018 en tres
regiones representativas de la zona productora de
cebada de temporal de los Valles Altos de la Mesa
Central de México: 1) Relinas, Axapusco, Estado
de M¢xico, ubicado en el paralelo 19° 50° 33.32”
de LN y 98° 53°36.73” de LO y una altitud de 2322
msnm, el suelo predominate es el tipo Feozem; 2)
Moxolahuac, Tlahuapan, Puebla, a 19° 26’ 31.37”
LN, 98°32°31.60” LO y una altura de 2763 msnm,
el tipo de suelo predominante es el Andosol son
suelos de origen volcanico, ricos en materia or-
ganica y alta capacidad de retencidon de agua asi
como de intercambio cationico; 3) Soltepec, Tlax-
co, Tlaxcala, a 19° 35’ 40.07” LN, 98° 18’ 36.48”
LO a2 532 msnm; el suelo predominate es del tipo
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representative of the rainfed barley producing area
of the Mexican highlands: 1) Relinas, Axapusco,
State of Mexico, located 19° 50 33.32” LN and 98°
53°36.73” LW and at an altitude 02322 masl, where
the predominant soil was Feozem; 2) Moxolahuac,
Tlahuapan, Puebla, 19° 26° 31.37” LN, 98° 32’
31.60” LW and an altitude of 2763 masl, where the
predominant soil is Andosol, of volcanic origin,
rich in organic matter, a high water retention and
cationic exchange; 3) Soltepec, Tlaxco, Tlaxcala,
19° 35° 40.07” LN, 98° 18’ 36.48” LW at 2532
masl; the predominant soil type is Feozem, which
is porous and rich in organic matter.

Experimental design. The experimental design
was a randomized complete blocks with a factorial
arrangement (6 x 3) resulted in 18 treatments and
four repetitions, for a total of 72 experimental
units or plots for each location. The experimental
unit consisted of four furrows, each one 3 m in
length and with a space of 30 cm between them,
corresponding to an area of 3.6 m?, considered a
useful plot.

Germplasm. Six barley varieties were evaluated:
Apizaco, Esmeralda and Maravilla, released by the
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP); Dofia Josefa,
released by the ICAMEX, and AC Metcalfe and
ABI Voyager, varieties from Canada and the USA,
recently introduced into Mexico. The first four
varieties are of six rows, while the latter two are
of two rows. These varieties are malting varieties,
except for Maravilla and Dofia Josefa, which are
forage grain varieties. The level of resistance to
YR in the varieties released by INIFAP indicate
that Esmeralda is resistant (Zamora et al., 1997),
Maravilla is cataloged as tolerant (Zamora-Diaz
et al., 2017) and Apizaco, as susceptible (Cuéllar-
Zambrano et al., 2015), whereas Dona Josefa is
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Feozem, estos suelos son porosos y ricos en mate-
ria organica.

Diseiio experimental. El disefio experimental uti-
lizado fue bloques completos al azar con arreglo
factorial (6 x 3) originando 18 tratamiento y cuatro
repeticiones, dando un total de 72 unidades experi-
mentales o parcelas por cada localidad. La unidad
experimental fue de cuatro surcos de tres metros de
largo y espaciado a 30 cm, que corresponde a una
superficie de 3.6 m?, considerada como parcela util.

Germoplasma. Se evaluaron seis variedades de
cebada: Apizaco, Esmeralda y Maravilla liberadas
por el Instituto Nacional de Investigaciones Fores-
tales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP); Dofia Josefa
liberada por el ICAMEX, y AC Metcalfe y ABI Vo-
yager, variedades de Canada y EUA de reciente in-
troduccion a México. Las cuatro primeras varieda-
des son de seis hileras, mientras que las dos ultimas
son de dos hileras. Estas variedades son malteras,
excepto Maravilla y Dofia Josefa que son varie-
dades de grano forrajero. El nivel de resistencia a
RA en las variedades liberadas por INIFAP indican
que Esmeralda es resistente (Zamora et al., 1997),
Maravilla catalogada como tolerante (Zamora-Diaz
et al., 2017) y Apizaco como susceptible (Cuéllar-
Zambrano et al., 2015). Por su parte, Dofia Josefa
es resistente (Guzman-Ortiz et al., 2019). No exis-
ten datos publicados para México que indiquen el
nivel de resistencia de las variedades AC Metcalfe
y ABI Voyager.

Fungicidas. Los fungicidas probados fueron
Azoxistrobin 11.1% + Tebuconazole 18.4% (Azi-
mut® 320 SC) y Tebuconazole 25% (Folicur® 25
EW); se aplic6 la dosis recomendada por el fabri-
cante (0.7 L ha' para Azoxistrobin 11.1% + Te-
buconazole 18.4% y 0.5 L ha'! para Tebuconazole
25%). Los 18 tratamientos consistieron de todas las
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resistant (Guzman-Ortiz et al., 2019). There are
no data published for Mexico indicating the level
of resistance of varieties AC Metcalfe and ABI

Voyager.
Fungicides. The fungicides tested were
Azoxistrobin 11.1% + Tebuconazole 18.4%

(Azimut® 320 SC) and Tebuconazole 25%
(Folicur® 25 EW) and the dose used was the one
recommended by the manufacturer (0.7 L ha'! for
Azoxistrobin 11.1% + Tebuconazole 18.4% and 0.5
L ha! for Tebuconazole 25%). The 18 treatments
consisted of all the varieties without fungicide, all
varieties with Azoxistrobin 11.1% + Tebuconazole
18.4% and all varieties with Tebuconazole 25%.
In all treatments we used the coadjuvant polyether
polymethylsiloxane copolymer (Break Thru®) at a
dose of 0.25 L ha'. The fungicides were applied
using a SWISSMEX knapsack compression sprayer
(15 L) with a flat TeeJet ASJ 11003 spray tip.
Fungicides were applied twice: the first was 50 days
after planting, when plants were in development
stage 41-49 according to the scale proposed by
Zadoks et al. (1974) and observing a severity of 1
to 5% in the susceptible variety Apizaco, and the
second one was 20 days after the first application.

Inoculum. The incidence of yellow rust appeared
naturally, from the growth stage of booting
(development stage 41-49; Zadoks et al., 1974),
since the three locations display favorable weather
conditions for the development of the disease, such
as cold to temperate temperatures (5 to 18 °C) and
the formation of dew.

Variables. The following variables were recorded:
days to heading (DE — days between planting and
the moment in which 50% of plants displayed
visible spikes), days to physiological maturity (DM
— days between harvest and the moment in which
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variedades sin fungicida, todas las variedades con
la aplicacion de Azoxistrobin 11.1% + Tebuconazo-
le 18.4% y de todas las variedades con la aplicacién
de Tebuconazole 25%. En todos los tratamientos se
utilizé el coadyuvante poliéter polimetilsiloxano
copolimero (Break Thru®) a una dosis de 0.25 L
ha'. Los fungicidas fueron aplicados utilizando
una bomba de mochila marca SWISSMEX (15 L
de capacidad) con boquilla abanico plano Teelet
ASJ 11003. La aplicacion se realizé en dos oca-
siones, la primera a los 50 dias después de la siem-
bra cuando las plantas se encontraban en la etapa
de desarrollo 41-49 segtn la escala propuesta por
Zadoks et al. (1974) y observando en la variedad
susceptible Apizaco una severidad de 1 al 5%; y la
segunda 20 dias después de la primera aplicacion.

Inoéculo. La incidencia de la roya amarilla se pre-
sent6 de forma natural, a partir de la etapa de em-
buche (etapa de desarrollo 41-49; Zadoks et al.,
1974), ya que las tres localidades presentan condi-
ciones climaticas favorables para el desarrollo de la
enfermedad, como temperaturas de frias a templa-
das (5 a 18 °C) y la formacion de rocio.

Variables. Se registraron las variables dias a espi-
gamiento (DE): dias transcurridos desde la siem-
bra hasta el momento en que el 50% de las plantas
presentaban espigas visibles; dias a madurez fisio-
logica (DM): dias transcurridos desde la siembra
hasta el momento en que el pedunculo de la espiga
cambi6 a un color amarillo paja; altura de planta
(AP): altura en centimetros desde la superficie del
suelo hasta la punta de la espiguilla terminal de la
espiga principal o superior; rendimiento de grano
(REND): peso de grano producido por todas las es-
pigas de cada parcela til, registrado en gramos, la
cual posteriormente se transformé en kg ha''; peso
hectolitrico (PH): peso del grano por unidad de vo-
lumen (kg hL"); severidad final de la enfermedad
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the spike’s peduncle turned hay yellow), plant
height (AP — height in centimeters from the surface
of the soil to the tip of the terminal or higher spike),
grain yield (REND — the weight of grain produced
by all the spikes of all useful plots, registered in
grams, which was later converted into kg ha''), test
weight (PH — weight of the grain per volume unit
(kg hL")) final disease severity (SFE —highest level
of damaged foliar area, registered as a percentage
and using the scale modified by Cobb) (Peterson
et al., 1948). The first reading of yellow rust was
carried out just before the products were applied
for the first time, and was followed by three more,
once every 10 days. With the readings of severity
(four) taken in time intervals, the area under the
disease progress curve (AUDPC) was calculated
using the equation described by Bjarko and Line
(1988).

Statistical analysis. The data of the variables
obtained in the three locations were analyzed
statistically in a joint manner using the program
SAS 9.3 (SAS Institute®, USA) and comparisons
of averages were carried out for the variables under
study using the DMS test (p=0.01).

RESULTS AND DISCUSSION

Analysis of variance: The joint analysis of
variance of the three evaluated locations found
highly significant differences for most of the
variables evaluated. The fungicides showed a
highly significant difference for days to maturity
(DM), test weight (PH), grain yield (REND),
final disease severity (SFE) and area under the
disease progress curve (AUDPC). Meanwhile,
in the variety*fungicide interactions it was the
same case for PH, SFE and AUDPC, whereas in
location*fungicide, significant differences were
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(SFE): nivel maximo del area foliar dafiada, regis-
trada en porcentaje y utilizando la escala modifica-
da de Cobb (Peterson et al., 1948). La primera lec-
tura de roya amarilla se realiz6 justo antes de que se
llevara a cabo la primera aplicacion de los produc-
tos; y otras tres, cada 10 dias. Con las lecturas de
severidad (cuatro) tomadas en intervalos de tiempo
se calculé el Area Bajo la Curva del Progreso de la
Enfermedad (ABCPE) utilizando la ecuacion des-
crita por Bjarko y Line (1988).

Analisis estadistico. Los datos de las variables
obtenidas en las tres localidades fueron analizados
estadisticamente de manera conjunta con el progra-
ma SAS 9.3 (SAS Institute®, EUA) y se realizaron
comparaciones de medias para las variables en es-
tudio mediante la prueba DMS (p=0.01).

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de varianza: El analisis de varianza con-
junto de las tres localidades evaluadas detectd di-
ferencias altamente significativas para la mayoria
de las variables evaluadas. Los fungicidas mostra-
ron significancia estadistica alta para dias a madu-
rez (DM), peso hectolitrico (PH), rendimiento de
grano (REND), severidad final de la enfermedad
(SFE) y éarea bajo la curva del progreso de la en-
fermedad (ABCPE); mientras que en las interac-
ciones variedad*fungicida lo fueron para PH, SFE
y ABCPE, en tanto que en localidad*fungicida se
observaron diferencias significativas para DM, PH
y ABCPE. Estos resultados indican un compor-
tamiento diferente entre las variedades en donde
las localidades tienen un papel fundamental en la
expresion y comportamiento de los materiales ge-
néticos como lo menciona Gonzalez-Gonzalez et
al. (2016); resultados similares fueron reportados
por Rodriguez-Garcia et al. (2020) en el cultivo
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found for DM, PH and AUDPC. These results
indicate a different behavior between varieties,
where the locations play an important part in the
expression and behavior of the genetic materials,
as mentioned by Gonzalez-Gonzalez et al. (2016);
similar results were reported by Rodriguez-
Garcia et al. (2020) for wheat. The application of
fungicides shows that there is a positive response
of the varieties in the control of the disease, the
crop cycle and yield-related variables, based on
the product applied, which is conditioned by
the environment. For variables DE and AP, no
significant effects of the chemicals were observed,
therefore the behavior of these variables depend on
the variety and the environment.

Comparison of means for fungicides, locations
and varieties. The average values (Table 1)
show that there are no statistical differences for
variables DE and AP, with and without fungicides.
For the remaining variables (DM, PH, REND,
SFE and AUDPC), there is a response between
the application of fungicides and the control
without fungicide. However, when analyzing the
information of the products applied, no significant
statistical differences are observed between them.
The application of fungicides for the control of YR
affects the value of most of the evaluated variables
in a positive way, with the most notorious increases
in PH and REND. Devlash et al. (2015) reported
similar behaviors in the application of several
fungicides for the control of YR in barley, and
point out that applying fungicide, regardless of the
product, significantly reduces SFE and increases
the yield in comparison with the control without
fungicide.

In the average values per location (Table 2),
locations played a crucial part in the expression of
the values of each one of the variables evaluated. For
DE, the locations of Relinas and Soltepec displayed
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de trigo. La aplicacion de fungicidas muestra que
existe una respuesta positiva de las variedades en el
control de la enfermedad, ciclo de cultivo y varia-
bles relacionadas con rendimiento en funcion del
producto aplicado, la cual esta condicionada por el
ambiente. Para las variables DE y AP no se observo
efecto significativo de los productos por lo que el
comportamiento de estas variables dependera de la
variedad y del ambiente.

Comparaciones de medias para fungicidas, lo-
calidades y variedades. Los valores promedio
(Cuadro 1) muestran que no existen diferencias
estadisticas para las variables DE y AP con y sin
aplicacion de fungicidas. Para las demas variables
(DM, PH, REND, SFE y ABCPE), existe una res-
puesta entre la aplicacion de fungicidas y el testigo
sin aplicar. Sin embargo, al analizar la informacion
de los dos productos aplicados, se aprecia que no
existen diferencias estadisticas significativas entre
ellos. La aplicacion de fungicidas para el control
de la RA, afecta positivamente el valor de la ma-
yoria de las variables evaluadas, siendo mas noto-
rio el incremento en el PH y REND. Devlash et
al. (2015) reportan comportamientos similares en

a similar behavior when reaching this stage 60
days after planting (dds). In Moxolahuac, the cycle
was later, requiring 10 additional days. A similar
behavior was observed in DM, with Moxolahuac
being the location with the longest cycle (143 dds).
Plant height varied between locations, with lower
heights observed in Relinas (48 cm), whereas plants
in Soltepec and Moxolahuac surpassed the height
of 70 cm. The grain test weight (PH) was greater in
Soltepec (62.16 kg hL"), followed by Moxolahuac
and Relinas. Grain yield was higher than 3 t ha'!in
the locations of Soltepec and Moxolahuac, whereas
in Relinas, the average yield hardly surpassed 1 t
ha'!. This behavior may be due to the availability
of water during the crop cycle, since Soltepec
and Moxolahuac had 428 and 417 mm of rain
respectively during the crop cycle, yet the location
of Relinas had 286 mm (data registered by the
Barley Genetic Breeding Program of INIFAP- Valle
de México Experimental Field), causing the low
yields observed. The highest incidence of YR was
registered in the locations of Relinas and Soltepec,
in comparison to those found in Moxolahuac.

The behavior of the varieties (Table 3) displayed
significant differences between them. The earliest

Cuadro 1. Comparacion de medias en la aplicacion de fungicidas en seis variedades de cebada, en tres localidades durante

el ciclo Primavera-Verano, 2018.

Table 1. Comparison of means in the use of fungicides in six varieties of barley in three locations during the 2018 Spring-

Summer cycle.

Fungicida DE DM AP PH REND SFE ABCPE
?jg’;‘;f)‘;g';‘felll;:ﬁf 6386a  130.12a  67.98a  6132a 2886.43 a 3.19b  46.38b
Tebuconazole 25% 63.90 a 129.86 a 66.72 a 61.15a 2731.47 a 491b 52.04b
Sin fungicida 6377a  12677b  6643a  59.68b 240047b  2286a  181.67a
Media 63.84 128.92 67.04 60.72 2675.79 10.32 93.36
DMS 0.56 1.23 2.06 0.70 204.86 3.48 26.11

Valores con la misma letra dentro de columnas no son estadisticamente diferentes (DMS, p< 0.01). DE= dias a espigamiento; DM=
dias a madurez fisioldgica; AP= altura de planta; PH= peso por hectolitro (kg hL"); REND= rendimiento de grano (kg ha'); SFE=
severidad final de la enfermedad; ABCPE= area bajo la curva del progreso de la enfermedad. / Values with the same letter in each
column are not statistically different (DMS, p<0.01). DE= days to heading; DM= days to physiological maturity; AP= plant height;
PH= test weight (kg hL"); REND= grain yield (kg ha'); SFE= final disease severity; AUDPC= area under the disease progress
curve.
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la aplicacion de diversos fungicidas para el control
de la RA en cebada e indican que, al aplicar fun-
gicida sin importar el tipo de producto, se reduce
significativamente la SFE y aumenta el rendimien-
to en comparacion con el testigo sin aplicacion de
fungicida.

En los valores promedio por localidad (Cuadro
2), se observo que las localidades tienen un papel
fundamental en la expresion de los valores de cada
una de las variables evaluadas. Para DE, las loca-
lidades de Relinas y Soltepec tuvieron un compor-
tamiento similar al llegar a esta etapa a los 60 dias
después de la siembra (dds). En Moxolahuac, el
ciclo fue mas tardio requiriendo 10 dias adiciona-
les. Un comportamiento similar se presenté en DM,
siendo Moxolahuac la localidad de ciclo mas largo
(143 dds). Los portes de planta variaron entre las
localidades observandose menor altura en Relinas
(48 cm), mientras que en Soltepec y Moxolahuac
las plantas superaron los 70 cm de altura. El peso
hectolitrico del grano (PH) fue mayor en Soltepec
(62.16 kg hL"), seguido de Moxolahuac y Relinas.
El rendimiento de grano fue superior a las 3 t ha’!
en las localidades de Soltepec y Moxolahuac; por
otra parte, en Relinas el rendimiento promedio ape-
nas super6d 1 t ha'!l. Este comportamiento puede

materials (DE and DM) were, in general terms, the
six-row varieties, whereas the two-row varieties
were late. Esmeralda was the early wvariety,
reaching heading and maturity at 54 and 121 dds,
respectively. The variety ABI Voyager and AC
Metcalfe were the latest, reaching maturity at 140
and 137 dds, respectively. The height of plants was
distributed in a range of 64 to 72 cm, with the two-
row varieties being taller than the six-row ones. PH
was numerically higher in the Esmeralda variety
(62.04 kg hLL'"), although similar statistically to the
values obtained in AC Metcalfe and Dofa Josefa;
Apizaco was the variety with the lowest PH, with
58.5 kg hL!. In grain yield, Dofa Josefa (3234.5
kg ha') statistically surpassed all other varieties.
Esmeralda and Maravilla had statistically similar
results to AC Metcalfe and ABI Voyager, whereas
Apizaco was the lowest yielding (2337 kg ha').
A similar behavior was observed in locations and
genotypes by Gonzalez-Gonzalez et al. (2016)
and Jalata ef al. (2011), who mention that the
environmental variation between locations and
the genetic variability have an influence on the
expression and the potential of the genotypes.

The average response of SFE and ABCPE
indicate that Apizaco was the variety with

Cuadro 2. Comparacion de medias por localidad para las variables DE, DM, AP, PH, REND y SFE de tres localidades y seis
variedades de cebada, durante el ciclo Primavera-Verano, 2018.
Table 2. Comparison of means by location for the variables DE, DM, AP, PH, REND and SFE of three locations and six
barley varieties during the 2018 spring-summer cycle.

Localidades DE DM AP PH REND SFE ABCPE
Relinas 60.34 b 121.37b 48.01 ¢ 5898 ¢ 1028.4 ¢ 12.50 a 161.29 a
Soltepec 60.09 b 122.06 b 79.45 a 62.16 a 3775.52 a 11.12a 57.38b
Moxolahuac 71.09 a 14331 a 73.66 b 61.02b 3223.38b 7.34b 61420
Media 63.84 128.92 67.04 60.72 2675.79 10.32 93.36
DMS 0.56 1.23 2.06 0.70 204.86 3.48 26.11

DE= dias a espigamiento; DM= dias a madurez fisiologica; AP= altura de planta; PH= peso por hectolitro (kg hL'); REND= ren-
dimiento de grano (kg ha'); SFE= Severidad final de la enfermedad; ABCPE= area bajo la curva del progreso de la enfermedad.
Medias con la misma letra dentro de columnas no son estadisticamente diferentes (DMS, p<0.01). / DE= days to heading; DM=
days to physiological maturity; AP= plant height; PH= test weight (kg hL'); REND= grain yield (kg ha'); SFE= final disease sever-
ity; AUDPC= area under the disease progress curve. Means with the same letter in a column are not statistically different (DMS,
p=<0.01).
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ser atribuido a la disponibilidad de agua durante
el ciclo de cultivo, pues mientras que en Soltepec
y Moxolahuac tuvieron 428 y 417 mm de lluvia
respectivamente durante el ciclo de cultivo, en la
localidad de Relinas la disponibilidad de agua fue
de 286 mm (datos registrados por el Programa de
Mejoramiento Genético de Cebada del INIFAP-
Campo Experimental Valle de México), ocasionan-
do los rendimientos bajos observados. La mayor
incidencia de RA se registro en las localidades de
Relinas y Soltepec, en comparacion con las obser-
vadas en Moxolahuac.

El comportamiento de las variedades (Cuadro
3), mostrd diferencias estadisticas entre ellas. Los
materiales mas precoces (DE y DM) fueron en ge-
neral las variedades de seis hileras, mientras que las
de dos fueron mas tardias. Esmeralda fue la varie-
dad mas precoz llegando a espigamiento y madurez
a los 54 y 121 dds, respectivamente. La variedad
ABI Voyager y AC Metcalfe fueron las mas tardias
alcanzando madurez a los 140 y 137 dds, respecti-
vamente. La altura de plantas se distribuyd en un
rango de 64 a 72 cm, siendo las variedades de dos

the greatest YR infection levels, which is a
susceptibility response of this genotype, since it
is one of the old varieties released by the INIFAP
and has no effective resistance genes for the current
races of this pathogen or due to its release before
the pathogen was established in Mexico. The three
remaining six-row varieties (Esmeralda, Maravilla
and Dofa Josefa), were statistically similar, and
the ones with the highest levels of resistance to
the disease. The two-row varieties, AC Metcalfe
and ABI Voyager, were, along with Apizaco, the
most susceptible to YR. These results show a clear
superiority in resistance of the varieties released by
INIFAP (Esmeralda and Maravilla), in comparison
with the two-row varieties recently introduced
into Mexico for their use in the brewing industry.
When comparing the yields of AC Metcalfe, ABI
Voyager and Esmeralda, these are observed to have
statistically similar values. However, Esmeralda
tolerated best the presence of the pathogen, since
it is a variety that, when released, it was described
by Zamora et al. (1997) as the first barley variety
developed in Mexico for rainfed conditions with

Cuadro 3. Comparacion de medias por variedad para las variables DE, DM, AP, PH, REND, SFE y ABCPE de tres locali-
dades y seis variedades de cebada, durante el ciclo Primavera-Verano, 2018.
Table 3. Comparison of means by variety for the variables DE, DM, AP, PH, REND, SFE and ABCPE for three locations
and six barley varieties during the 2018 Spring-Summer cycle.

Variedad DE DM AP PH REND SFE ABCPE
Apizaco 60.36 ¢ 126.08 ¢ 64.13 ¢ 58.50d 2336.7d 26.25a 24597 a
ABI-Voyager 72.25a 139.66 a 69.50 ab 60.90 be 2748.3 be 20.44b 181.42b
AC-Metcalfe 7197 a 137.22b 71.77 a 61.58 ab 2497.5 bed 12.25¢ 104.81 ¢
Esmeralda 54.52d 121.36 ¢ 63.83 ¢ 62.04 a 2469.8 cd 2.44d 18.31d
Maravilla 60.25 ¢ 123.38d 68.30 b 59.93 ¢ 27679 b 0.27d 3.69d
Dona Josefa 63.72b 125.80c¢ 64.72 ¢ 61.37 ab 32345a 0.27d 5.97d
Media 63.84 128.92 67.04 60.72 2675.79 10.32 93.36

DMS 0.80 1.74 291 0.99 289.72 4.93 36.93

DE-= dias a espigamiento; DM= dias a madurez fisioldgica; AP= altura de planta; PH= peso por hectolitro (kg hL'); REND= ren-
dimiento de grano (kg ha'); SFE= Severidad final de la enfermedad; ABCPE= area bajo la curva del progreso de la enfermedad.
Medias con la misma letra dentro de columnas no son estadisticamente diferentes (DMS, p<0.01). / DE= days to heading; DM=
days to physiological maturity; AP= plant height; PH= test weight (kg hL'); REND= grain yield (kg ha'); SFE= final disease sever-
ity; AUDPC= area under the disease progress curve. Means with the same letter in a column are not statistically different (DMS,
p=<0.01).
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hileras mas altas que las de seis hileras. El PH fue
superior numéricamente en la variedad Esmeralda
(62.04 kg hL"), aunque similar estadisticamente a
los valores obtenidos en AC Metcalfe y Doiia Jo-
sefa; Apizaco fue la variedad con menor PH con
58.5 kg hL'. En rendimiento de grano, Dofa Josefa
(3234.5 kg ha') super¢ estadisticamente a todas las
variedades. Esmeralda y Maravilla, tuvieron rendi-
mientos estadisticamente similares a AC Metcalfe
y ABI Voyager; mientras que Apizaco fue la de me-
nor rendimiento (2337 kg ha'). Comportamientos
similares en localidades y genotipos fueron obser-
vados por Gonzalez-Gonzalez et al. (2016) y Jalata
et al. (2011), quienes mencionan que la variacion
ambiental entre localidades y la variabilidad gené-
tica influyen en la expresion y el potencial de los
genotipos.

La respuesta promedio de SFE y ABCPE indi-
can que Apizaco fue la variedad con mayores ni-
veles de infeccion a RA, lo cual es una respuesta
de susceptibilidad de este genotipo, ya que es una
de las variedades antiguas liberadas por el INIFAP
y no tiene genes de resistencia efectivos para las
razas actuales de este patdogeno o por su liberacion
antes de que el patdgeno se estableciera en México.
Las restantes tres variedades de seis hileras (Esme-
ralda, Maravilla y Dona Josefa), fueron estadisti-
camente similares y las que tuvieron los niveles
de resistencia mayores a la enfermedad. Las varie-
dades de dos hileras, AC Metcalfe y ABI Voyager
fueron junto con Apizaco, las mas susceptibles a
RA. Estos resultados muestran una clara superiori-
dad en resistencia de las variedades liberadas por el
INIFAP (Esmeralda y Maravilla), en comparacion
con las variedades de dos hileras recientemente in-
troducidas en México para su aprovechamiento en
la industria maltera-cervecera. Al comparar los ren-
dimientos de AC Metcalfe, ABI Voyager y Esme-
ralda, se observa que éstos tienen valores estadisti-
camente similares; sin embargo, Esmeralda tolera
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a certain level of resistance to yellow rust. This
variety keeps its resistance until now.

Effect of the fungicides and agronomic behavior
of the varieties. The originated treatments of
the combination of varieties with the fungicides
applied (Table 4) show the behavior of each one
of the varieties under the effect of the product. The
fungicides affected the behavior of the varieties
for the variables evaluated, except for DE and AP.
The Esmeralda variety was the earliest in all its
treatments for DM, whereas the two-row varieties
were the latest; a tendency to increase cycle duration
was observed when applying a product, as opposed
to when it is not applied. The results obtained show
that Esmeralda was the earliest genotype when
no fungicide was applied (Esmeralda-Sf) and the
combination of ABI-Voyager-Azoxistrobin 11.1%
+ Tebuconazole 18.4% was the latest. In general
terms, the treatments without fungicide were the
earliest in each variety, and when Azoxistrobin
11.1% + Tebuconazole 18.4% was applied, the
behavior of the varieties Esmeralda, Maravilla
and ABI-Voyager was to delay leaf senescence,
whereas with Tebuconazole 25%, it was the
varieties Apizaco, Dofia Josefa and AC-Metcalfe.
Bertelsen et al. (2001) reported that the fungicide
Azoxistrobin causes a delay in the senescence of
leaves, although this does not necessarily mean that
there is an increase in biomass or in grain yield.
For the variable PH, a greater test weight can
be found within each variety when a fungicide is
applied than when it is not applied (Table 4), except
in the combination Maravilla-Az+Teb. Also, a
numerical superiority is observed when applying
Azoxistrobin  11.1% 18.4%
over Tebuconazole 25% in all varieties except
in Maravilla, in which Tebuconazole 25% was
superior to Azoxistrobin 11.1% + Tebuconazole
25%. The average PH values obtained in each

+ Tebuconazole
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mejor la presencia del patdégeno, ya que es una va-
riedad que, al momento de su liberacion, Zamora
et al. (1997) la describe como la primera variedad
de cebada desarrollada en México para condiciones
de temporal que tiene cierto nivel de resistencia a
roya amarilla. Dicha variedad, sigue conservando
su resistencia.

Efecto de los fungicidas y comportamiento agro-
noémico de las variedades. Los tratamientos ori-
ginados de la combinaciéon de variedades con
los fungicidas aplicados (Cuadro 4), muestran el
comportamiento de cada una de las variedades
por efecto del producto. Los fungicidas afecta-

treatment, except for Apizaco without fungicide,
comply with the values specified in the Mexican
norm NMX-FF-043-SCFI-2003 for the marketing
of barley, as indicated by Gonzalez-Gonzalez et al.
(2016). The highest PH values were obtained in the
combinations of AC Metcalfe-Azoxistrobin 11.1%
+ Tebuconazole 18.4% (62.56 kg hL") and Dona
Josefa-Azoxistrobin 11.1% + Tebuconazole 18.4%
(62.53 kg hL).

Grain yield (REND) increased in every variety
when fungicides were applied. The varieties
where Azoxistrobin 11.1%
18.4% were applied gave higher yields than those
with Tebuconazole 25%, except Maravilla and

+ Tebuconazole

ron el comportamiento de las variedades para las AC-Metcalfe, where Tebuconazole 25% was

Cuadro 4. Comportamiento promedio de seis variedades de cebada con y sin aplicacion de fungicidas, evaluadas en tres
localidades durante el ciclo Primavera-Verano, 2018.
Table 4. Average behavior of six varieties of barley with and without the use of fungicides, evaluated in three locations
during the 2018 Spring-Summer cycle.

Tratamientos DM PH REND SFE (%) ABCPE
Apizaco -Sf 124.33 fgh 5553 ¢ 2015.1h 57.50 a 474.83 a
Apizaco -Teb 127.25 ef 59.33 ef 2284.3 gh 1291d 134.50d
Apizaco -Az+Teb 126.66 ef 60.63 bede 2710.8 cdefg 8.33 def 128.58 d
Esmeralda-Sf 119.16 1 61.60 abc 2325.9 efgh 6.33 def 39.58 fg
Esmeralda-Teb 122.08 ghi 62.26 ab 2388.5 gh 041f 6.25¢g
Esmeralda-Az+Teb 122.83 gh 62.26 ab 2695.1 cdefg 0.58 9.08 g
Dona Josefa-Sf 123.08 gh 59.80 def 2877.8 bede 0.83 f 15.08 g
Dotia Josefa-Teb 12741 e 61.80 abc 3258.3 ab 0.00 £ 1.58 g
Dotia Josefa-Az+Teb 126.91 ef 62.53 a 35674 a 0.00 £ 125¢
Maravilla-Sf 121.83 hi 60.36 cdef 2490.2 defgh 0.83 f 11.08 g
Maravilla-Teb 123.33 gh 60.76 bede 2950.7 bed 0.00 f 0.00 g
Maravilla-Az+Teb 125.00 efg 58.66 f 2862.7 bedef 0.00 f 0.00g
AC-Metcalfe-Sf 135.25d 60.63 bede 2363.0 fgh 27.08 ¢ 207.50 ¢
AC-Metcalfe-Teb 138.58 abc 61.56 abc 2689.9 cdefg 6.50 def 59.67 efg
AC-Metcalfe-Az+Teb 137.83 bed 62.56 a 2439.4 efgh 3.16 ef 47.25 efg
ABI-Voyager-Sf 137.00 cd 60.20 cdef 2322.2 gh 44.58b 341.92b
ABI-Voyager-Teb 140.50 ab 61.20 abed 2879.7 bede 9.66 de 110.25 de
ABI-Voyager-Az+Teb 141.50a 61.30 abed 3043.2 be 7.08 def 92.08 def
DMS 3.02 1.72 501.8 8.54 63.97

DM= dias a madurez, PH: peso hectolitrico, REND= rendimiento de grano (kg ha'), SFE= severidad final de la enfermedad. ABC-
PE= Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad; Sf= Sin fungicida, Az+Teb= Azoxistrobin 11.1% + Tebuconazole 18.4%,
Teb=Tebuconazole 25%. Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes (DMS, p<0.01). / DM= days to maturity,
PH: test weight, REND= grain yield (kg ha'), SFE= final disease severity. AUDPC= Area under the disease progress curve; Sf=
Without fungicide, Az+Teb= Azoxistrobin 11.1% + Tebuconazole 18.4%, Teb=Tebuconazole 25%. Means with the same letter are
not statistically different (DMS, p<0.01).
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variables evaluadas con excepcion de DE y AP. La
variedad Esmeralda fue la mas precoz en todos sus
tratamientos para DM en tanto que las variedades
de dos hileras fueron las mas tardias; se observo
una tendencia a incrementar la duracion del ciclo
cuando se aplica algin producto que cuando no
se aplica. Los resultados obtenidos muestran que
Esmeralda fue el genotipo mas precoz cuando no
se aplica fungicida (Esmeralda-Sf), y el méas tar-
dio la combinacion de ABI-Voyager-Azoxistrobin
11.1% + Tebuconazole 18.4%. De manera gene-
ral, los tratamientos sin fungicida fueron los mas
precoces en cada variedad, mientras que cuando se
aplico Azoxistrobin 11.1% + Tebuconazole 18.4%,
se observo que el comportamiento de las varieda-
des Esmeralda, Maravilla y ABI-Voyager fue el de
retardar la senescencia de la hoja, mientras que con
Tebuconazole 25% fueron las variedades Apizaco,
Dona Josefa y AC-Metcalfe. Bertelsen et al. (2001)
reportaron que el fungicida Azoxistrobin provoca
un retraso en la senescencia de la hoja; sin embar-
g0, esto no significa necesariamente un aumento en
la biomasa ni el rendimiento de grano.

Para la variable PH, se puede apreciar un mayor
peso hectolitrico dentro de cada variedad cuando
se aplica alglin fungicida que cuando no se aplica
(Cuadro 4), excepto en la combinacion Maravilla-
Az+Teb. Ademas, se observa una superioridad nu-
mérica al aplicar Azoxistrobin 11.1% + Tebucona-
zole 18.4% sobre Tebuconazole 25% en todas las
variedades excepto en Maravilla en la cual, Tebu-
conazole 25% fue superior a Azoxistrobin 11.1%
+ Tebuconazole 25%. Los valores promedio de
PH obtenidos en cada tratamiento con excepcion
de Apizaco-sin fungicida, cumplen con el valor
especificado en la norma mexicana NMX-FF-043-
SCFI-2003 para la comercializacion de cebada,
como lo indican Gonzalez-Gonzalez et al. (2016).
Los mayores PH fueron obtenidos en las combi-
naciones de AC Metcalfe-Azoxistrobin 11.1% +
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numerically superior to Azoxistrobin 11.1% +
Tebuconazole 18.4% (Table 4). The combination of
Dofia Josefa-Azoxistrobin 11.1% + Tebuconazole
18.4% (3567.4 kg ha') displayed the best yield,
although it was similar statistically to that obtained
in Dofia Josefa-Tebuconazole 25% (3258.3 kg ha'')
(Table 4). The lowest grain yield was obtained in
the Apizaco variety when fungicide was not applied
(Apizaco-Sf), a statistically similar value to most
varieties when no fungicide was applied or when
Tebuconazole 25% was applied on Apizaco and
Esmeralda and Azoxistrobin 11.1% +Tebuconazole
18.4% was applied on AC-Metcalfe. Devlash et al.
(2015) proved that YR severely reduces grain yield
in susceptible genotypes, and in these cases, the
use of fungicides must be promoted to control the
pathogen.

In terms of percentages, the increases in yield
obtained when applying Azoxistrobin 11.1% +
Tebuconazole 18.4% were 35, 31, 24, 16, 15 and
3% in the varieties Apizaco, ABI Voyager, Dofia
Josefa, Emeralda, Maravilla and AC Metcalfe,
respectively, in comparison with not applying
fungicide. These results show that the varieties
respond differently to the application of these
chemicals. Similar results were reported by
Kanwar et al. (2018), who point out that when
applying fungicides of the group of triazoles such
as Trifloxystrobin 25% +Tebuconazole 50% and
Tebuconazole 25.9%, they found an increase in
grain yield of 56.5 and 53.27%, respectively. On
the other hand, Selvakumar et al. (2014) reported
an average increase in yield of 42.97% when
applying Tebuconazole 25.9%.

For SFE, statistically similar values were
obtained in most treatments (Table 4); the most
notorious statistical differences were observed
in the treatments of susceptible varieties such as
Apizaco, AC Metcalfe and ABI Voyager, where
SFE values reached 57.50, 27.08 and 44.58% in
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Tebuconazole 18.4% (62.56 kg hL") y Dona Jo-
sefa-Azoxistrobin 11.1% + Tebuconazole 18.4%
(62.53 kg hL'").

El rendimiento de grano (REND) se incremento
en cada variedad cuando se aplicaron fungicidas.
Las variedades a las que se les aplico Azoxistro-
bin 11.1% + Tebuconazole 18.4% tuvieron rendi-
mientos superiores que en aquéllas con aplicacio-
nes de Tebuconazole 25%, excepto en Maravilla
y AC-Metcalfe, donde Tebuconazole 25% fue
superior numéricamente a Azoxistrobin 11.1% +
Tebuconazole 18.4% (Cuadro 4). La combinacion
de Dofa Josefa-Azoxistrobin 11.1% + Tebucona-
zole 18.4% (3567.4 kg ha'') fue donde se obtuvo el
mejor rendimiento, aunque estadisticamente simi-
lar al obtenido en Dofia Josefa-Tebuconazole 25%
(3258.3 kg ha') (Cuadro 4). El menor rendimiento
de grano se obtuvo en la variedad Apizaco cuando
no se aplico fungicida (Apizaco-Sf) valor estadis-
ticamente similar a la mayoria de las variedades
cuando no se aplico algin fungicida o cuando se
aplicoé Tebuconazole 25% en Apizaco y Esmeral-
da y Azoxistrobin 11.1% +Tebuconazole 18.4% en
AC-Metcalfe. Devlash et al. (2015) demostraron
que la RA reduce severamente el rendimiento de
grano en genotipos susceptibles, en estos casos se
debe fomentar el uso de fungicidas efectivos para
controlar al patdégeno.

En términos de porcentaje, el aumento en el ren-
dimiento obtenidos cuando se aplicé Azoxistrobin
11.1% + Tebuconazole 18.4%, fueron del 35, 31,
24, 16, 15 y 3% en las variedades Apizaco, ABI
Voyager, Dona Josefa, Emeralda, Maravilla, y AC
Metcalfe, respectivamente, en comparacion con no
aplicar fungicida. Estos resultados muestran que
las variedades responden de forma diferente a la
aplicacion de estos productos. Resultados similares
fueron reportados por Kanwar et al. (2018) quie-
nes indican que al aplicar fungicidas del gru-
po de los triazoles como Trifloxystrobin 25%
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these varieties, respectively, when the disease was
not controlled, whereas with the application of
fungicides, SFE is notoriously reduced. In varieties
Esmeralda, Dona Josefa and Maravilla, SFE was
very low in all treatments and were statistically
similar amongst them, even when Esmeralda-
without fungicide recorded a SFE of 6.33. These
results indicate a greater resistance to YR of these
three varieties in comparison with the varieties
Apizaco, AC Metcalfe and ABI Voyager. The
AUDPC shows a similar tendency to that observed
in SFE, where the varieties Apizaco, AC Metcalfe
and ABI Voyager have the highest values for this
variable, whereas Esmeralda, Dofia Josefa and
Maravilla are the varieties with the lowest AUDPC
values, and therefore the most resistant to the
disease.

Effect of the fungicides on the severity of the
disease. The results obtained indicate a clear effect
of the fungicides on the varieties (Tables 1 and 4)
and that, in addition, in each location, there was a
different level of severity (Tables 2, 3 and Figure
1). This effect on the application of fungicides for
the control of YR has a greater relevance when
observing the superiority of the yield, PH and a
greater health of plants in comparison to when the
disease is not controlled. Out of the six varieties,
only Esmeralda presented low SFE values (Table
4), similar to those obtained by the two forage
varieties (Maravilla and Dona Josefa). In addition,
except for Apizaco, it is possible to claim that the
six-row varieties display lower SFE than the two-
row varieties (ABI Voyager and AC Metcalfe). The
analysis of the joint information does not display
a statistical superiority of Azoxistrobin 11.1% +
Tebuconazole 18.4% on Tebuconazole 25% in most
varieties for SFE (Table 4), therefore the application
of either one of the two fungicides is effective in
controlling the disease and ensures a higher grain
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+Tebuconazole 50% y Tebuconazole 25.9% ob-
servaron un aumento en el rendimiento de grano
del 56.5 y 53.27%, respectivamente. Por otra parte,
Selvakumar et al. (2014) reportan incremento en el
rendimiento promedio de 42.97% con la aplicacion
de Tebuconazole 25.9%.

Para SFE se obtuvieron valores estadisticamen-
te similares en la mayoria de los tratamientos (Cua-
dro 4), las diferencias estadisticas mas notables se
observaron en los tratamientos de las variedades
susceptibles como Apizaco, AC Metcalfe y ABI
Voyager, donde se alcanzaron valores de SFE de
57.50, 27.08 y 44.58% en estas variedades, respec-
tivamente, cuando no se controld la enfermedad;
con la aplicacion de fungicidas, disminuye notable-
mente la SFE. En las variedades Esmeralda, Dofia
Josefa y Maravilla, la SFE fue muy baja en todos
sus tratamientos y fueron estadisticamente similar
entre ellas, aun y cuando Esmeralda-sin fungici-
da registr6 SFE de 6.33. Estos resultados indican
mayor resistencia a RA de estas tres variedades
en comparacion con las variedades Apizaco, AC
Metcalfe y ABI Voyager. E1l ABCPE, muestra una
tendencia similar a lo observado en SFE donde las
variedades Apizaco, AC Metcalfe y ABI Voyager
tienen los mayores valores para esta variable, mien-
tras que Esmeralda, Dofa Josefa y Maravilla son
las variedades con los menores valores de ABCPE
y por ende las mas resistentes a la enfermedad.

Efecto de los fungicidas sobre la severidad de
la enfermedad. Los resultados obtenidos indican
un efecto claro de los fungicidas en las variedades
(Cuadros 1 y 4) y que, ademas en cada localidad se
present6 una severidad diferente (Cuadros 2, 3 y
Figura 1). Este efecto en la aplicacion de fungicidas
para el control de RA, tiene mayor relevancia al ob-
servar la superioridad del rendimiento, PH y mayor
sanidad de las plantas en comparacion a cuando no
se realiza el control de la enfermedad. De las seis
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yield, particularly in susceptible varieties. This
coincides with the report by Devlash et al. (2015),
who point out that applying fungicide, regardless
of the product, significantly reduces the severity
of the disease and increases yield in comparison
with the control without fungicide, and they also
point out that Tebuconazole reduced the disease
severity by up to 91.8%. On the other hand, Walters
et al. (2012) mention that protecting the plant
from disease is better than trying to eradicate the
pathogen, indicating that triazoles and strobilurins
are effective in the reduction of the incidence of YR.
Gangwar et al. (2018) mention that the fungicides
belonging to the group of the triazoles, such as
Tebuconazol 25%, and to the strobilurins, such as
Azoxystrobin 25%, have proven to be effective in
the control of rust in barley.

Losses in grain yield. Table 5 shows yield losses
caused by YR in the three locations evaluated. The
highest loss percentages were recorded in Relinas,
with Apizaco being the variety with the greatest
loss (53%), followed by AC Metcalfe (36%) and
ABI Voyager (25%); Maravilla was the variety
with the lowest percentage of losses, with only
5%. The location of Moxolahuac was the location
with the second greatest loss, and where Apizaco
and ABI Voyager had percentages of 26 and 25%,
respectively. Esmeralda and Maravilla were the
varieties with the least losses, with 13% each. For
the location of Soltepec, the greatest losses were
recorded in the varieties ABI Voyager (23%) and
Dofia Josefa (19%), while Esmeralda was the best
variety with only 6% of yield loss. These results
indicate that the varieties released by INIFAP
(Esmeralda and Maravilla) are less affected in their
yields by the presence of YR, while the two-row
varieties, AC Metcalfe and ABI Voyager, along
with Apizaco, are the varieties most affected by
yellow rust due to their susceptibility.
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Figura 1. Comportamiento promedio por localidad de la severidad final de la enfermedad en seis variedades de cebada con
y sin aplicacion de fungicidas. A=Apizaco; DJ=Doiia Josefa; E=Esmeralda; MA=Maravilla; AC ME=Metcalfe;
ABI V=Voyager; Sf=Sin fungicida; Az+Teb=Azoxistrobin+Tebuconazole; Teb=Tebuconazole.

Figure 1. Average behavior by location of the final severity of the disease in six barley varieties with and without the use
of fungicides. A=Apizaco; DJ=Doiia Josefa; E=Esmeralda; MA=Maravilla; AC ME=Metcalfe; ABI V=Voyager;
Sf=Sin fungicida; Az+Teb=Azoxistrobin+Tebuconazole; Teb=Tebuconazole.

variedades, las cuatro malteras, unicamente Esme-
ralda presentd valores de SFE bajos (Cuadro 4),
cuyo valor fue similar al obtenido por las dos va-
riedades forrajeras (Maravilla y Dofia Josefa). Ade-
mas, excluyendo Apizaco, es posible afirmar que
las variedades de seis hileras presentan los menores
valores de SFE que las variedades de dos hileras
(ABI Voyager y AC Metcalfe). El analisis de la in-
formacion conjunta no muestra una superioridad
estadistica de Azoxistrobin 11.1% + Tebuconazole
18.4% sobre Tebuconazole 25% en la mayoria de
las variedades para SFE (Cuadro 4), por lo que la
aplicacion de cualquiera de los dos fungicidas es
efectiva para el control de la enfermedad y asegura
un mayor rendimiento de grano, particularmente en
variedades susceptibles; esta aseveracion coincide
con lo reportado por Devlash et al. (2015), quienes
indican que al aplicar fungicida sin importar que
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The yields obtained (average percentage) when
Azoxistrobin 11.1% + Tebuconazole 18.4% was
applied were of 31, 24, 19, 18, 13 and 12 % in the
varieties Apizaco, ABI Voyager, AC Metcalfe, Dofia
Josefa, Esmeralda and Maravilla, respectively, in
comparison with not applying fungicide (Table 5).
These results indicate that the varieties respond
differently to these products and that they have
although these
differences do not statistically imply a higher yield.
YR has caused significant losses in barley around
the world. Marshall and Sutton (1995) reported
losses of up to 72% in susceptible varieties, whereas
Dubin and Stubbs (1986) indicate that losses in
yield were estimated in 30 to 70% in Andean
countries. On the other hand, Safavi et al. (2012)
reported average losses caused by this disease

different levels of resistance,

in yield components such as the weight of one
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producto sea, se reduce significativamente la seve-
ridad de la enfermedad y se aumenta el rendimien-
to en comparacion con el testigo sin aplicacion e
indican que Tebuconazol redujo la severidad de la
enfermedad hasta un 91.8%. Por otra parte, Walters
et al. (2012) mencionan que es preferible proteger
a la planta de la enfermedad y no tratar de erradicar
el patogeno, indicando que los triazoles y las es-
trobilurinas son efectivos para reducir la incidencia
de RA. Gangwar et al. (2018) mencionan que los
fungicidas pertenecientes al grupo de los triazoles
como Tebuconazol 25% y a las estrobilurinas como
Azoxystrobin 25% han demostrado ser efectivos
para el control de royas en cebada.

Pérdidas en el rendimiento de grano. En el Cua-
dro 5 se muestran las pérdidas del rendimiento oca-
sionadas por RA en las tres localidades evaluadas.
Los mayores porcentajes de pérdidas se registraron
en Relinas, siendo Apizaco la variedad con mayor
pérdida (53%), seguido de AC Metcalfe (36%) y
ABI Voyager (25%); Maravilla fue la variedad con
menor porcentaje de pérdida con solo 5%. La loca-
lidad de Moxolahuac fue la segunda localidad con

thousand grains of 31% in susceptible genotypes,
3% in genotypes with resistance of a specific
race, and 12% in lines with partial resistance, and
for grain per spike, they reported losses of 19%
(susceptible), 0.2% (specific race) and 8% (partial
resistance). Kumar et al. (2020) reported losses in
yield in Alberta, Canada, which range between 17.6
and 91% in susceptible varieties, and they point
out that the application of fungicide is necessary
when moderately resistant varieties are used and
the disease prevail, which will reduce yield losses.
Yellow rust is currently becoming more frequent
in Mexico and the varieties planted do not have
satisfactory levels of resistance, therefore one
of the strategies to avoid losses in yield and the
subsequent low-quality grain is to use chemical
control methods as a complement to genetic control,
using the control rationally and responsibly, to
avoid contributing to the deterioration of the natural
resources and to the resistance of the pathogen.
Murray and Brennan (2010) point out that the use
of chemical products must be in the correct dose in
order to avoid producing lower amounts of residues
in the environment, but particularly to stop the

Cuadro 5. Pérdidas promedio en el rendimiento de grano (kg ha') de cebada ocasionadas por Puccinia striiformis f. sp.
hordei para tres localidades, seis variedades y el fungicida Azoxistrobin 11.1% + Tebuconazol 18.4%.
Table 5. Average losses in grain yield (kg ha') of barley caused by Puccinia striiformis f. sp. hordei for three locations, six
varieties and the fungicide Azoxistrobin 11.1% + Tebuconazol 18.4%.

Relinas Soltepec Moxolahuac

Variedad REND REND P REND REND P REND REND P Pp (%)

cdades SF CF (%) SF CF (%) SF CF (%) p 7o
Apizaco 646 1381 53 3103 3653 15 2297 3098 26 31
AC Metcalfe 542 844 36 3876 4161 7 2672 3158 15 19
ABI Voyager 787 1052 25 3558 4596 23 2623 3482 25 24
Esmeralda 983 1242 21 3125 3320 6 3057 3523 13 13
Doiia Josefa 1227 1400 12 3972 4906 19 3435 4397 22 18
Maravilla 1136 1198 5 3279 4020 18 2994 3433 13 12

REND= rendimiento de grano (kg ha™); P= porcentaje de pérdidas; Pp= porcentaje de pérdidas promedio; SF= sin fungicida; CF=
con fungicida. / REND= grain yield (kg ha'); P= percentage of losses; Pp= percentage of average losses; SF= without fungicide;

CF= with fungicide.
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mayores pérdidas y en ella, Apizaco y ABI Voya-
ger tuvieron 26 y 25%, respectivamente. Esmeral-
da y Maravilla fueron las variedades con menores
pérdidas con 13% cada una. Para la localidad de
Soltepec, las mayores pérdidas se registraron en
las variedades ABI Voyager (23%) y Dofia Josefa
(19%), mientras que Esmeralda fue la mejor varie-
dad con solo 6% de perdida en su rendimiento. Es-
tos resultados indican que las variedades liberadas
por INIFAP (Esmeralda y Maravilla), son menos
afectadas en sus rendimientos por la presencia de
RA mientras que, las variedades de dos hileras: AC
Metcalfe y ABI Voyager, al igual que Apizaco son
las variedades mas afectadas por la roya amarilla
por su susceptibilidad.

Los rendimientos obtenidos (porcentaje prome-
dio) cuando se aplicd Azoxistrobin 11.1% + Te-
buconazole 18.4%, fueron del 31, 24, 19, 18, 13 y
12% en las variedades Apizaco, ABI Voyager, AC
Metcalfe, Dona Josefa, Esmeralda y Maravilla, res-
pectivamente en comparacion con no aplicar fun-
gicida (Cuadro 5). Estos resultados muestran que
las variedades responden de forma diferente a la
aplicacion de estos productos y que poseen niveles
de resistencia diferente, no obstante, estas diferen-
cias no implican un mayor rendimiento estadisti-
camente.

Mundialmente, la RA ha causado pérdidas
significativas en el cultivo de cebada; Marshall y
Sutton (1995) reportaron pérdidas hasta de 72% en
variedades susceptibles; mientras que Dubin y Stu-
bbs (1986) indican que las pérdidas en rendimiento
se estimaron de 30 a 70% en los paises andinos. Por
otra parte, Safavi et al. (2012), reportaron pérdidas
promedio por esta enfermedad en componentes de
rendimiento como peso de mil granos del 31% en
genotipos susceptibles, del 3% en genotipos con
resistencia de raza especifica y del 12% en lineas
con resistencia parcial, y para granos por espiga
reportaron pérdidas del 19% (susceptibles), 0.2%
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pathogen from becoming resistant to the products
applied. Likewise, Walters et al. (2012) mention
that the control of diseases in barley depends, to a
large extent, on the combined use of fungicides and
resistant varieties, along with adequate agronomic
practices. Therefore, to carry out an efficient control
of YR in barley, it is necessary to consider diverse
aspects, including the production environment, the
variety to be planted and the fungicide product to
be applied, which will contribute towards having
a lower impact on the environment and a higher
income for the farmer.

CONCLUSIONS

The fungicide Azoxistrobin 11.1 % +
Tebuconazole 18.4% presented the best control
of yellow rust in barley and caused an increase of
35% in grain yield. The use of fungicides gave the
greatest grain test weight. The losses in grain yield
due to the disease reached 53%. Chemical control
is a feasible alternative for the control of yellow
rust in the barley crop in rainfed environments.
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(raza especifica) y 8% (resistencia parcial). Kumar
et al. (2020) reportaron pérdidas en el rendimien-
to en Alberta, Canada que van del 17.6 al 91% en
variedades susceptibles, e indican que es necesario
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aplicar fungicida cuando se usan variedades mode-
radamente resistentes y la enfermedad es prevalen-
te, lo cual reducira las pérdidas en el rendimiento.

Actualmente en México, la roya amarilla de la
cebada se esta presentando con mas frecuencia y
las variedades sembradas no poseen niveles satis-
factorios de resistencia, por lo cual una de las estra-
tegias para evitar las pérdidas en rendimiento y la
subsecuente obtencion de mala calidad del grano,
es utilizar el control quimico como complemento al
control genético, cuidando la utilizacidn racional y
responsable de dicho control, para evitar contribuir
al deterioro de los recursos naturales y a la resisten-
cia del patégeno. Murray y Brennan (2010) indican
que la utilizacion de productos quimicos debe ser
en la dosis adecuada para no generar tantos resi-
duos al ambiente, pero sobre todo para evitar que el
patégeno genere resistencia al producto aplicado.
Por su parte, Walters et al. (2012) mencionan que
el control de enfermedades en la cebada depende
en gran medida del uso combinado de fungicidas
y variedades resistentes, junto con practicas agro-
noémicas apropiadas. Por ello, para tener un control
eficiente de la RA en el cultivo de cebada, es ne-
cesario considerar diversos aspectos entre ellos el
ambiente de produccion, la variedad a sembrar y
el producto fungicida por aplicar, lo cual permitira
tener un menor impacto en el ambiente y mayores
ingresos econdmicos para el productor.

CONCLUSIONES

El fungicida Azoxistrobin 11.1% + Tebucona-
zole 18.4% presentd el mejor control de la roya
amarilla de la cebada y caus6 un incremento del
35% en el rendimiento de grano. Con la aplicacién
de fungicidas se obtuvo mayor peso hectolitrico del
grano. Las pérdidas en el rendimiento de grano por
efecto de la enfermedad fueron de hasta 53%. El
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control quimico, es una alternativa viable para el
control de la roya amarilla en el cultivo cebada en
ambientes de temporal.
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Resumen. Se aislaron, identificaron y caracte-
rizaron especies de Trichoderma spp. asociadas a
plantas de Pachycereus pringlei y Jatropha cine-
rea como agentes de biocontrol hacia hongos fito-
patogenos. Los agentes antagonicos se aislaron de
seis sitios en Baja California Sur, México. La iden-
tificacion se realizd en base a sus caracteristicas
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Abstract. Species of Trichoderma spp. were
isolated, identified and characterized associated
with Pachycereus pringlei and Jatropha cinerea as
biocontrol agents against phytopathogenic fungi.
The antagonistic agents were isolated from six sites
in Baja California Sur, Mexico. The identification
was made based on its morphological characteristics
and abundance, frequency of occurrence and
mycelial growth of Trichoderma spp. and in
vitro antagonism against £ oxysporum, F. solani,
R. solani, C. gloeosporioides and A. alternata
was determined. Eighteen Trichoderma isolates
concentrated in seven species were obtained: T
asperellum, T. atroviride, T. harzianum, T. koningii,
T viride, T. longibrachiatum and Trichoderma
spp. Duncan’s test (p<0.05) showed significant
differences in the abundance of the species (CFU/g
of'soil) and the frequency of occurrence. The largest
population was found in El Saltito, Los Encinos and
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morfoldgicas y se determind; abundancia, frecuen-
cia de ocurrencia y antagonismo in vitro hacia F
oxysporum, F. solani, R. solani, C. gloeosporioides
y A. alternata. Se obtuvieron 18 aislamientos de
Trichoderma concentrados en siete especies. 7. as-
perellum, T. atroviride, T. harzianum, T. koningii,
T viride, T. longibrachiatum y Trichoderma sp. La
prueba de Duncan (p<0.05) mostr6 diferencias sig-
nificativas en la abundancia de las especies (UFC/g
de suelo) y la frecuencia de ocurrencia. La mayor
poblacién se encontroé en El Saltito, Los Encinos y
Las Pocitas con UFC de 2.1, 1.8 y 0.7 x 103 g de
suelo respectivamente. En el antagonismo in vitro,
T. koningii inhibi¢ significativamente el crecimien-
to de los hongos fitopatdégenos comparado con el
control comercial. La actividad antifungica de las
diversas especies de Trichoderma spp. pueden ser
una alternativa para el biocontrol de enfermedades
ocasionadas por hongos fitopatogenos de las espe-
cies analizadas.

Palabras clave: Hongo, suelo, diversidad, pobla-
cion, fitopatdgenos, control biologico.

Trichoderma (Ascomycota: Hypocreales) es
un hongo cosmopolita que incluye a mas de 100
especies presentes en diferentes zonas climaticas
y se encuentra colonizando a una amplia gama
de nichos, incluidas plantas vivas y muertas, sue-
lo, sedimento, materia organica, tejido animal,
entre otros (Wang y Zhuang, 2020; Nuangmek et
al., 2021). Trichoderma spp. poseen un metabo-
lismo versatil que les da capacidad de controlar a
diversos fitopatogenos debido principalmente a la
produccion de enzimas hidroliticas, competencia
por espacio y nutrientes, induccion de resistencia
en el hospedero, antibiosis, micoparasitismo, en-
tre otros (Gamarra et al., 2017; Zhou et al., 2020).
Existe un progreso significativo sobre los mecanis-
mos reguladores que utilizan las distintas especies
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Las Pocitas with CFU of 2.1, 1.8 and 0.7 x 103 g'!
of soil respectively. In the in vitro antagonism, 7.
koningii was the one that significantly inhibited the
growth of phytopathogenic fungi. The antifungal
activity of the various of Trichoderma spp. can be
an alternative for the biocontrol of diseases caused
by phytopathogenic fungi.

Key words: Fungus, soil, diversity, population,
phytopathogens, biological control.

Trichoderma (Ascomycota: Hypocreales) is
a cosmopolitan fungus that includes over 100
species found in different climatic zones and
colonizes a wide range of niches, including living
and dead plants, soil, sediment, organic matter,
animal tissue, and others (Wang and Zhuang,
2020; Nuangmek et al., 2021). Trichoderma spp.
has a versatile metabolism that gives it the ability
to control diverse phytopathogens, due mainly to
the production of hydrolytic enzymes, competition
for space and nutrients, resistance induction in the
host, antibiosis, mycoparasitism, among others
(Gamarra et al., 2017; Zhou et al., 2020). There
has been significant progress on the regulating
mechanisms used by different species to establish
themselves in terrestrial or marine habitats (Gal-
Hemed et al, 2011; Su et al, 2018). One of
the differences is reportedly the more efficient
production of secondary metabolites (6-pentyl-
a-pyrone and trichodermaketones), along with
a greater production of enzymes (chitinase and
B-1,3-endoglucanase) (Kim et al., 2020).
of the most important 7richoderma species acting
as biocontrol agents against phytopathogens are

Some

T. reesei, T. koningii, T. asperellum, T. viride, T.
harzianum, T. aureoviride, and others (Brito ef al.,
2020; Alfiky and Weisskopf, 2021).

This genus is used to develop commercial
bioproducts for the control of plant diseases (Singh

436



FuLLy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

para establecerse en habitats terrestres o marinos
(Gal-Hemed et al.,, 2011; Su et al, 2018). Se ha
reportado que unas de las diferencias consisten en
la produccion mas eficiente de metabolitos secun-
darios (6-pentil-a-pirona y trichodermacetonas).
Asi como mayor produccion de enzimas (quitinasa
y B-1,3-endoglucanasa) (Kim et al., 2020). Dentro
de las especies de Trichoderma mas importantes
como agentes de biocontrol hacia fitopatogenos se
encuentran: 7. reesei, T. koningii, T. asperellum,
T viride, T. harzianum, T. aureoviride, entre otros
(Brito et al., 2020; Alfiky y Weisskopf, 2021).

Este género es utilizado para desarrollar biopro-
ductos comerciales para el control de enfermedades
en las plantas (Singh y Jadon, 2019; Carrillo et al.,
2020); sin embargo, existen casos de baja eficiencia
en el control de fitopatogenos, debido a que las di-
versas especies de Trichoderma que componen los
bioproductos comerciales son originarios de regio-
nes edafoclimaticas diferentes a la zona geografica
donde se aplica (Harman et al., 2010). Por lo tanto,
es importante la seleccion de microorganismos na-
tivos adaptados a las condiciones edafoclimaticas
de la region donde se pretende realizar el biocon-
trol de las enfermedades en plantas (Al-Mekhlafi et
al., 2019; Tegene et al., 2021). Alrededor del mun-
do, se desarrollan actividades agricolas bajo climas
desérticos con limitadas precipitaciones durante el
ano y temperaturas extremas con mas de 40 °C.
Los suelos en las zonas semiaridas son comunmen-
te alcalinos con pobre materia organica (Yang et
al., 2019; Elnashar et al., 2021), por lo tanto, las
plantas agricolas que crecen sobre estas condicio-
nes necesitan de la aplicacion de bioproductos que
permitan lograr una mayor productividad y calidad
de la cosecha, de tal manera que el estudio de 7ri-
choderma spp. nativos de zonas desérticas son un
importante recurso para la sostenibilidad de los cul-
tivos agricolas (Torres-De la Cruz et al., 2015; Mi-
chaud, 2018). En México, existen escasos estudios
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and Jadon, 2019; Carrillo et al., 2020). However,
there are cases of low efficiency in the control
of phytopathogens, since the diverse species
of Trichoderma that make up the commercial
bioproducts  are
edaphoclimatic regions to the geographic area
in which it is applied (Harman et al., 2010). It is
therefore important to select native microorganisms
adapted to the edaphoclimatic conditions of the
place in which the biocontrol of plant diseases
is intended to be carried out (Al-Mekhlafi et al.,
2019; Tegene et al., 2021). Worldwide, agricultural
activities are carried in deserts with limited yearly
rainfall and extreme temperatures of over 40 °C.
Soils in semiarid areas are commonly alkaline with
poor organic matter (Yang et al., 2019; Elnashar et
al., 2021), therefore, crops that grow under these
conditions require bioproducts that help achieve a
greater productivity and quality of the harvest, hence
the study of Trichoderma spp. native to desert areas
are an important resource for the sustainability of
agricultural crops (Torres-De la Cruz et al., 2015;
Michaud, 2018). In Mexico there are scarcely any
studies related to obtaining native Trichoderma

originally from different

isolations in desert areas. Due to this, the aim
of the present study was to isolate, identify and
characterize Trichoderma species as biocontrollers
of semiarid areas against phytopathogenic fungi.

MATERIALS AND METHODS

Sampling and study site. During the year 2019-
2020, strains of Trichoderma spp. were isolated
in Baja California Sur, Mexico. In the area of
study, the predominant climate is semiarid with a
maximum temperature of 44 °C and a minimum
of 16 °C with rainfalls of 122.5 mm/year. The
predominant vegetation is the xerophilous scrub.
Samples were taken from six places (Figure 1): Las
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relacionados a la obtencion de aislados nativos de
Trichoderma asociado a suelos de zonas desérticas.
Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue
el aislamiento, identificacion y caracterizacion de
especies de Trichoderma como biocontroladores de
zonas semiaridas hacia hongos fitopatogenos.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio y muestro. Durante el afio 2019-
2020, cepas de Trichoderma spp. fueron aisladas
en Baja California Sur, México. En la zona de estu-
dio predomina el clima semidrido con temperatura
maxima de 44 °C y minima de 16 °C, con precipita-
ciones de 122.5 mm/afio. El tipo de vegetacion pre-
dominante es el matorral xerofilo. Los muestreos se
realizaron en seis sitios (Figura 1). Las Pocitas (24°
24°30.13N-111° 57 53.55”0 y 57 msnm), El Cajete
(24° 12’ 56.95”N-110° 35’ 17.2170 y 17 msnm),
El Saltito (24° 14’ 8.03”N-110° 12’ 10.36”0 y
55 msnm), Los Encinos (24° 0’ 9.02”N-110° 9’
29.95”0 y 530 msnm), El Triunfo (23° 47 39.2”’N-
110° 7° 6.56”0 y 516 msnm) y Los Barriles (23°
42° 7.72”N-109° 44’ 39.69”0 y 170 msnm). En
cada sitio, se colectaron 10 muestras de suelo de 2
kg a una profundidad de 30 cm de la rizosfera de
Pachycereus pringlei y Jatropha cinerea (especies
representativas del matorral xero6filo) (Siddiquee,
2017). Las muestras fueron almacenadas en bolsas
estériles a 20 °C.

Aislamiento e identificacion. El aislamiento de
Trichoderma spp. se realizd en el laboratorio de
Fitopatologia del area de agronomia en la Univer-
sidad Autonoma de Baja California Sur, México.
El procedimiento fue mediante el método propues-
to por Karthikeyan et al. (2008). De cada muestra
homogenizada de suelo se colectd una submuestra
de 50 g y se agregd a un matraz con 450 mL de
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Pocitas (24° 24’ 30.13N-111° 5° 53.55” W and 57
masl), El Cajete (24° 12° 56.95”N-110° 35* 17.21”
W and 17 masl), El Saltito (24° 14’ 8.03” N-110°
12° 10.36” W and 55 masl), Los Encinos (24° 0’
9.02”N-110°9°29.95” W and 530 masl), El Triunfo
(23° 477 39.2” N-110° 7’ 6.56” W and 516 masl)
and Los Barriles (23° 42° 7.72” N-109° 44’ 39.69”
W and 170 masl). In each site, 10 soil samples
were collected, each weighing 2 kg, at a depth of
30 cm of the Pachycereus pringlei and Jatropha
cinerea rhizosphere (representative species of the
xerophilous scrub) (Siddiquee, 2017). The samples
were stored in sterile bags at 20 °C.

identification. The isolation
of Trichoderma spp. was performed in the
Phytopathology Laboratory of the Autonomous
University of Baja California Sur, Mexico. The
procedure was carried out using the method
proposed by Karthikeyan et al. (2008). From
each homogenized soil sample, a 50 g subsample
was taken and placed in a beaker with 450 mL of

Isolation and

sterile distilled water and stirred for 20 min. One
milliliter of the mixture was taken to carry out a
series of dilutions until 103, 10* and 10 were
obtained. Out of each dilution, a 200 pL aliquot
was uniformly striated in Petri dishes with Potato-
Dextrose-Agar (PDA, Bioxon) and incubated at
28 °C for seven days. After five days of incubation,
the culture forming units (CFU), which displayed a
green color, were quantified. They were replanted
in PDA until pure cultures were obtained. The
Trichoderma spp. isolations were identified with
the taxonomic keys proposed by Rifai (1969),
Barnett and Hunter (1972) and Bissett ez al. (2015).
The macroscopic morphological characteristics
observed were the color of mycelia, the texture
of mycelia and the formation of concentric rings.
The microscopic characteristics determined under
a compound microscope (Labomed LX 400) were
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Figura 1. Sitios de estudio para el muestreo de suelo y el aislamiento de especies de Trichoderma en Baja California Sur,

México.

Figure 1. Study sites for soil sampling and isolation of Trichoderma species in Baja California Sur, Mexico.

agua destilada estéril y se agitdo por 20 min. De
1 mL de la mezcla fue tomado para realizar dilu-
ciones seriadas hasta obtener 103, 10y 107. De
cada dilucion, una alicuota de 200 pL, se estrio
uniformemente en cajas Petri con Papa-Dextrosa-
Agar (PDA, Bioxon) y se incubaron a 28 °C por
siete dias. Después de cinco dias de incubacion se
cuantificaron las unidades formadoras de colonias
(UFC) que aparecieron de color verde. Se rea-
lizaron resiembras en PDA hasta la obtencion de
cultivos puros. Los aislamientos de Trichoderma
spp. fueron identificados con las claves taxonomi-
cas propuestas por Rifai (1969), Barnett y Hunter
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the shape of conidia, phialides and the presence of
chlamydospores.

Trichoderma abundance and frequency of
occurrence. The abundance and frequency of
Trichoderma spp. were determined with the
quantification of the cultures of each area of study
using the formula proposed by Muniappan and
Muthukumar (2014): Abundance = Number of
CFUs from a fungus in the sample /total number
of CFUs from all the fungi in each sample x 100
and it was expressed in CFU g'. The frequency of
occurrence (F) was calculated using the formula
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(1972) y Bissett et al. (2015). Las caracteristicas
morfologicas macroscOpicas observadas fueron:
color de micelio, textura de micelio y formacion de
anillos concéntricos. Mientras que las caracteristi-
cas microscopicas determinadas bajo un microsco-
pio compuesto (Labomed LX 400) fueron: forma
de conidios, fidlides y presencia de clamidosporas.

Abundancia y frecuencia de ocurrencia de 7¥i-
choderma. La abundancia y frecuencia de Tricho-
derma spp. se determind con la cuantificacion de
las colonias de cada area de estudio mediante la
formula propuesta por Muniappan y Muthukumar
(2014): Abundancia = Nuimero de UFC de un hon-
go en la muestra/Numero total de UFC de todos
los hongos en cada muestra x 100 y se expresé en
UFC g'. La frecuencia de ocurrencia (F) se calcu-
16 siguiendo la formula F (%) = # agroecosistemas
con una especie de hongo/# agroecosistemas exa-
minados x 100. Estos experimentos se realizaron
con cinco repeticiones y evaluados dos veces en el
tiempo.

Antagonismo de Trichoderma spp. vs. hongos
fitopatégenos. Se evalud in vitro la actividad an-
tagdnica por el método de cultivo dual de los ais-
lamientos de Trichoderma que presentaron la ma-
yor velocidad de crecimiento micelial hacia cinco
hongos fitopatogenos (Fusarium oxysporum, Fu-
sarium solani, Rhizoctonia solani, Colletotrichum
gloeosporioides y Alternaria alternata) obtenidos
del cepario del Laboratorio de fitopatologia. Su
patogenicidad fue evaluada previamente en estu-
dios anteriores (Camacho-Aguifiiga, 2016; Nufiez-
Madera et al., 2016; Rodriguez-Macias, 2016). Los
microorganismos fueron cultivados en cajas Petri
con PDA por siete dias a 28 °C. Posteriormente,
de los cultivos se tomd un disco de 5 mm de dia-
metro de cada Trichoderma y fitopatdogeno y se
depositaron ambos en los extremos de la caja a 6
cm de distancia entre si. Las cajas Petri se incubaron
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F (%) = # agroecosystems with a species of
fungus /# agroecosystems examined x 100. These
experiments were carried out with five repetitions
and evaluated twice.

Antagonism  of  Trichoderma  spp. vs.
phytopathogenic  fungi. The antagonistic
activity was evaluated in vitro using the dual
culture method of the Trichoderma isolations that
presented the greatest speed of mycelial growth
towards five phytopathogenic fungi (Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Rhizoctonia solani,
Colletotrichum gloeosporioides and Alternaria
alternata) obtained from the ceparium of the
Phytopathology Laboratory. Its pathogenicity was
evaluated in earlier studies (Camacho-Aguiiiga,
2016; Nunez-Madera et al., 2016; Rodriguez-
Macias, 2016). The microorganisms were cultivated
in Petri dishes with PDA for seven days at 28 °C.
Later, a disk, 5 mm in diameter, was taken from each
Trichoderma and phytopathogen and they were
both placed on the edges of the dish, 6 cm away
from each other. The Petri dishes were incubated
at 28 °C for five days and the mycelial growth of
the pathogen was measured in cm, in relation to the
Trichoderma. A group of Petri dishes were planted
with a Trichoderma from the commercial product
Tricho-Sin® based on 7. harzianum (commonly
used in the organic agriculture of the region) along
with the phytopathogens. As a control, Petri dishes
were planted on one edge, only with each fungus.
The percentage of inhibition (PI) was determined
using the formula by Otadoh et al. (2011): PI (%)
= R1-R2/R1 x 100, where R1 = mycelial growth
of the fungus in the control dishes, and R2 =
mycelial growth of the fungus in the presence of
the antagonist. Ten repetitions were carried out per
treatment and the experiment was performed twice.

Statistical analyses. The data were analyzed using
a one-way analysis of variance (ANOVA) using
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a 28 °C por cinco dias y se midi6 en cm el cre-
cimiento micelial del fitopatdgeno con relacion al
del Trichoderma. Un grupo de cajas Petri fueron
sembradas con un Trichoderma proveniente del
producto comercial Tricho-Sin® a base de 7. har-
zianum (Usado comunmente en la agricultura orga-
nica de la region) mas los fitopatégenos. Como tra-
tamiento control, cajas Petri fueron sembradas en
un extremo solo con cada hongo. El porcentaje de
inhibicion (PI) se determiné siguiendo la féormula
de Otadoh et al. (2011): PI (%) = R1-R2/R1 x 100.
Donde R1 = Crecimiento micelial del hongo en las
cajas control y R2 = Crecimiento micelial del hon-
go en presencia del antagonista. Se realizaron 10
repeticiones por tratamiento y el experimento fue
repetido dos veces en el tiempo.

Analisis estadisticos. Los datos se analizaron me-
diante analisis de varianza unidireccional (ANO-
VA) utilizando el software STATISTICA 10.0 (pa-
quete de software StatSoft, Tulsa, OK) y se utilizd
la prueba de Duncan (p<0.05) para la separacion de
medias. Antes del analisis de varianza, los porcen-
tajes se transformaron en arcoseno-raiz cuadrada.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento e identificacion de aislados de 7¥i-
choderma. Se obtuvieron 18 aislamientos agrupa-
dos en siete especies: 1. harzianum, T. viride, T.
atroviride, T. asperellum, T. longibrachiatum, T.
koningii y Trichoderma sp. (Cuadro 1). Conidios
globosos a subglobosos fueron observados en T
atroviride, T. viride, T. longibrachiatum y Tricho-
derma sp. Sin embargo, fue elipsoidal en 7. aspe-
rellum, T. harzianum y T. koningii. Cinco especies
(T. atroviride, T. harzianum, T. longibrachiatum, T.
viride y Trichoderma sp.) mostraron de dos a tres
zonas concéntricas de conidiacion, mientras que
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the software STATISTICA 10.0 (StatSoft software
package, Tulsa, OK) and Duncan’s test (p<0.05)
was used for the separation of means. Before
the analysis of variance, the percentages were
converted to arcsine-square root.

RESULTS AND DISCUSSION

Isolation and identification of 7richoderma
isolations. Eighteen isolations were obtained and
grouped in seven species: 1. harzianum, T. viride,
T. atroviride, T. asperellum, T. longibrachiatum,
T koningii and Trichoderma sp. (Table 1).
Globular to subglobular conidia were found in
T atroviride, T. viride, T. longibrachiatum and
Trichoderma sp. However, ellipsoidal conidia
were found in 7. asperellum, T. harzianum
and 7. koningii. Five species (7. atroviride, T.
harzianum, T. longibrachiatum, T. viride and
Trichoderma sp.) displayed two to three concentric
areas of conidiation, whereas two species showed
scattered conidiation in one ring (7. koningii and
T asperellum). Phialides displayed a globular
shape in the center, except in 7 viride, T. koningii
and T asperellum, which displayed a thin
morphology. In most species, phialides tended to
group into 2-3 whorls, except for 7. harzianum
and T longibrachiatum, which presented a solitary
arrangement. These characteristics coincide with
those indicated in the taxonomic keys pointed
out earlier. Although Trichoderma sp. displayed a
colonial morphology, which is typical to the genus,
and microscopic similarities, some characteristics
varied, such as the shape of the conidia, their
arrangement and the sporocarp.

The presence of these species may represent
possible biotypes.
Concepcidn et al. (2013) mention that the variability
ofisolations in one place may be stimulated by stress

stress-resistant Osorio-

441



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLLy BILINGUAL

Cuadro 1. Caracteristicas morfologicas de diferentes especies de Trichoderma aisladas de zona semiaridas del Noroeste de

México.
Table 1. Morphological characteristics of different species of Trichoderma isolated from semiarid zone of the Northwest
Mexico.
Especie Colonia Micelio No. anillos  Conidias Fialides
T. atroviride Verde oscuro Plano 2 Globosa Agrupadas en 2-3 verticilos
T. asperellum Verde oscuro Plano 1 Elipsoidal Agrupadas en 2-3 verticilos
T harzianum Verde oscuro Algodonoso 2 Elipsoidal Solitarias
T. longibrachiatum Verde ligero Algodonoso 2 Globosa Solitarias
T. viride Verde oscuro Algodonoso 3 Globosa Agrupadas en 2-3 verticilos
L Verde ligero a Lo ..
T. koningii azul verdozo Algodonoso 1 Elipsoidal Agrupadas en 2-3 verticilos
Trichoderma sp. Verde ligero Algodonoso 2 Sub-globosa Agrupadas en 2-3 verticilos

dos especies registraron conidiacion dispersa en un
solo anillo (7. koningii y T. asperellum). Las fiali-
des presentaron forma globosa en el centro excepto
en T viride, T. koningii y T. asperellum, las cuales
mostraron morfologia delgada. En la mayoria de
las especies las fidlides tendian a agruparse en 2-3
verticilos, excepto 7. harzianum y T. longibrachia-
tum que mostraron disposicion solitaria. Estas ca-
racteristicas coinciden con las sefialadas en las cla-
ves taxonomicas anteriormente mencionadas. En
Trichoderma sp. aunque presentd morfologia colo-
nial tipica del género y similitudes microscopicas,
algunas caracteristicas variaron como la forma de
los conidios, su disposicion y el cuerpo fructifero.
La presencia de estas especies pueden represen-
tar posibles biotipos resistentes a factores estresan-
tes. Osorio-Concepcion et al. (2013), mencionan
que la variabilidad de aislados en un lugar, puede
ser estimulada por factores de estrés como la luz,
falta de nutrientes o cambios en pH. Al-Ani (2018)
y Bononi et al. (2020), mencionan que el rapido
crecimiento de Trichoderma spp. y su habilidad
para crecer en diferentes sustratos, ha permitido su
aislamiento en diversos suelos alrededor del mun-
do. Sin embargo, aunque este género ha sido estu-
diado en diversas zonas desérticas (Sharma et al.,
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factors such as light, a lack of nutrients or changes
in pH. Al-Ani (2018) and Bononi et al. (2020)
mention that the rapid growth of Trichoderma spp.
and its ability to grow in different substrates has
allowed its isolation in diverse soils worldwide.
However, although this genus has been studied
in diverse barren areas (Sharma et al., 2019; Ma
et al., 2020), this is the first report of its isolation
from a semiarid area in Northwestern Mexico.
The identification of Trichoderma species by their
morphology continues to be an efficient method to
identify this fungus (Wu et al., 2017; Asis et al.,
2021). The species of T. harzianum, T. atroviride,
T asperellum, T. koningii, T. longibrachiatum and
T. viride have already been reported as biocontrol
agents for phytopathogens in diverse crops
(Miguel-Ferrer et al., 2021; Hewedy et al., 2020;
Naeimi et al., 2020; Shamurailatpam and Kumar,
2020; Ayele et al., 2021).

Trichoderma spp. abundance and frequency
of occurrence. The abundance of Trichoderma
spp. was significantly different (Duncan, p<0.05)
between study sites (Figure 2). Las Pocitas
presented the highest abundance of Trichoderma
spp., whereas the lowest fungal population was
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2019; Ma et al., 2020) este es el primer reporte de
su aislamiento de una zona semiarida del Noroeste
de México. La identificacion de especies de Tricho-
derma mediante morfologia sigue siendo un méto-
do eficiente en la identificacion de este hongo (Wu
et al., 2017; Asis et al., 2021). Las especies de T.
harzianum, T. atroviride, T. asperellum, T. koningii,
T. longibrachiatum y T. viride ya han sido repor-
tadas como agentes de biocontrol de fitopatdgenos
en diversos cultivos (Miguel-Ferrer et al., 2021;
Hewedy et al., 2020; Naeimi et al., 2020; Shamu-
railatpam y Kumar, 2020; Ayele et al., 2021).

Abundancia y frecuencia de ocurrencia de 7ri-
choderma spp. La abundancia de Trichoderma
spp. fue significativamente diferente (Duncan,
p<0.05) entre los sitios de estudio (Figura 2). Las

Pocitas presentd la mayor abundancia de Tricho-
derma spp., mientras que la menor poblacion del
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El Cajete

quantified in El Cajete. Regarding the frequency
of occurrence of the Trichoderma spp. isolations,
differences were found between sites under
study (Figure 3). In EI Saltito, a higher number
of Trichoderma spp. species (6) were found:
T harzianum, T. atroviride, T. asperellum, T.
longibrachiatum, T. viride and Trichoderma sp.,
and in Los Barriles, the lowest figure for occurrence
was presented, with only three species: 7. koningii,
T. atroviride and T. asperellum.

In some geographical sites with greater rainfalls,
there is availability of organic matter and host
plants, and the abundance of Trichoderma is higher
(Harman et al., 2004; Garnica-Vergara et al., 2016).
In the semiarid areas in which high temperatures
prevail almost all year round, a limiting factor
is humidity, which affects plants negatively and
indirectly reduces the diversity and abundance of
microorganisms in the soil (Silva et al., 2020), such

Los Barriles  El Triunfo

Las Pocitas

Sitio de muestreo

Figura 2. Abundancia de especies de Trichoderma aislados en diferentes sitios semiaridos del Noroeste de México. UFC =

Unidades Formadoras de Colonias.

Figure 2. Abundance of Trichoderma species in different semiarid sites in the Northwest of Mexico. CFU = Colony Forming

Units.
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hongo fue cuantificada en El Cajete. En relacion
a la frecuencia de ocurrencia de los aislamientos
de Trichoderma spp. se encontraron diferencias en-
tre los sitios de estudio (Figura 3). En El Saltito se
present6 el mayor nimero de Trichoderma spp.: T.
harzianum, T. atroviride, T. asperellum, T. longi-
brachiatum, T. viride y Trichoderma sp. y en Los
Barriles se presento el nivel mas bajo de ocurrencia
con solo tres especies: 7. koningii, T. atroviridey T.
asperellum.

En algunos sitios geograficos donde la pre-
cipitacion es alta, hay disponibilidad de materia

B Trichoderma sp.
8 7T. koningii
B8 7. asperellum

& 7T viride

T. harzianum

as bacteria, fungi, actinomycetes, related to plants
of agronomic or forestry interest, among others
(Long et al., 2021; Yang et al., 2021). Although
Trichoderma spp. is one of the most abundant
fungi in the soil, its occurrence is generally low
in desert soils and is related to the scarce presence
of plant species and to extreme edaphological
conditions. In this regard, Gherbawy et al. (2004)
identified only two species in soils of the Nile
Valley: T harzianum and the anamorphic Hypocrea
orientalis, a member of the 7. longibrachiatum
genus. Montoya-Gonzalez et al. (2016) point out

B T. longibrachiatum
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Figura 3. Frecuencia de ocurrencia de especies de Trichoderma en diferentes sitios semiaridos pertenecientes al municipio

de La Paz, del Noroeste de México.

Figure 3. Frequency of occurrence of Trichoderma species in different semiarid sites belonging to the municipality of La

Paz, in the Northwest of Mexico.
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organica y plantas hospederas, la abundancia de
Trichoderma es mayor (Harman et al., 2004; Gar-
nica-Vergara et al., 2016). En las zonas semiaridas
donde prevalecen las altas temperaturas durante
casi todo el afio, un factor limitante es la humedad,
que afecta negativamente a las plantas e indirec-
tamente disminuye la diversidad y abundancia de
los microorganismos del suelo (Silva et al., 2020),
como bacterias, hongos, actinomicetos, asociados
a plantas de interés agrondmico, forestal, entre
otras (Long et al., 2021; Yang et al., 2021). Aunque
Trichoderma spp. es uno de los hongos mas abun-
dantes en el suelo, su ocurrencia generalmente es
baja en suelos desérticos y esta asociada a la esca-
sa presencia de especies vegetales y a condiciones
edafoclimaticas extremas, al respecto Gherbawy et
al. (2004), identificd en suelos del Valle del Nilo
solamente dos especies: 7. harzianum y el ana-
morfo Hypocrea orientalis, miembro del género T
longibrachiatum. Montoya-Gonzalez et al. (2016)
sefialan que el ambiente seco y la falta de materia
organica reducen la presencia y diversidad de mi-
croorganismos del suelo. Estas caracteristicas pue-
den estar relacionadas con la baja poblacién que
se presentd en el sitio de El Cajete, por la escasa
vegetacion y la textura arenosa del suelo, carente
de materia organica. Aunque se destaca que el ni-
mero de especies fue mayor al del sitio de Las Poci-
tas. Estas especies podrian poseer mayor capacidad
de produccion de compuestos para su adaptacion a
ambientes extremos.

Antagonismo in vitro. El porcentaje de inhibicion
(PI) de diversos hongos fitopatogenos fue significa-
tivamente diferente (Duncan, p<0.05) entre las es-
pecies de Trichoderma (Cuadro 2). Esta respuesta
puede ser debido a la capacidad diferencial de cada
especie en la produccion de compuestos, asi como
la velocidad de reaccidn ante los distintos factores.
Al respecto, Hewedy et al. (2020), sehalan que la

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2021

that the dry environment and the lack of organic
matter reduce the presence and diversity of soil
microorganisms. These characteristics may be
related to the low population found in the site
of El Cajete due to the scarce vegetation and the
sandy texture of the soil, lacking in organic matter.
However, it is worth mentioning that the number
of species found was higher than in Las Pocitas.
These species may have a greater ability to produce
compounds to adapt to extreme environments.

Antagonism in vitro. The percentage of inhibition
(PI) of diverse phytopathogenic fungi was
significantly different (Duncan, p<0.05) between
species of Trichoderma (Table 2). This response
may be due to the different ability of each species
in the production of compounds, as well as the
speed of reaction when faced with different factors.
Regarding this, Hewedy et al. (2020) point out
that the difference in the inhibition of pathogens
between Trichoderma spp. isolations is mostly
due to its ability to adapt and grow under different
substrates and to its antagonistic ability, mediated
by its versatility to exert diverse antagonistic
mechanisms. Due to this, its plasticity helps it
survive in soils with extreme climates, such as
in Northern Mexico. T. koningii inhibited all the
phytopathogenic fungi (F. oxysporum, F. solani,
R. solani, A. alternata and C. gloeosporioides),
surpassing the antagonism exerted by the rest of
the microorganisms, including the commercial
product Tricho-Sin®. 7. harzianum caused the least
inhibition in phytopathogens (Figure 4). These
results coincide with a report by Elshahawy et al.
(2017), who proved the effectiveness of 7. koningii
in comparison with 7. album, T. harzianum, T.
viride and T. virens in the control of Sclerotium
cepivorum. Meanwhile, Katyayani et al. (2020)
evaluated the inhibiting effect of 7. harzianum,
T. viride and T. koningii on Fusarium oxysporum
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Cuadro 2. Efecto de Trichoderma spp. sobre la inhibicion de hongos asociados a enfermedades bajo condiciones in vitro.
Table 2. Effect of Trichoderma spp. on the inhibition of phytopathogenic fungi related to diseases under in vitro conditions.

Porcentaje de Inhibicion (%)*

Especie

Fusarium Fusarium Rhizoctonia Alternaria Colletotrichum
oxysporum solani solani alternata gloeosporioides
T. asperellum 70 b” 64 ¢ 56 b 69 b 63 b
T harzianum 60d 63 ¢ 40d 56d 50d
T. koningii 75a 73 a 62a 73 a 69 a
T. longibrachiatum 69 b 68 b 56b 61c 62 b
T. atroviride 63 ¢ 68 b 55b 68 b 62b
Trichoderma sp. 63 ¢ 64 c 50c¢ 68 b 63 b
T. viride 64 c 64 c Slc 69 b 62 b
Tricho-Si™® 64 c 54d 57b 69b 56¢

YPI = Porcentaje de inhibicion. / YPI = Percentage of inhibition

“Letras diferentes significa diferencia significativa entre tratamientos de acuerdo con la prueba de Duncan p<0.05. / “Different
letters represent significant differences between treatments according to Duncan’s test p<0.05.

diferencia en la inhibicién de los fitopatdgenos en-
tre los aislamientos de Trichoderma spp. se debe
principalmente a su habilidad para adaptarse y
crecer bajo diversos sustratos y a su capacidad an-
tagénica mediada por su versatilidad para ejercer
diversos mecanismos antagoénicos. Por lo anterior,
su plasticidad le permite sobrevivir en suelos de
climas extremos como del norte de México. 7. ko-
ningii inhibid a todos los hongos fitopatogenos (F.
oxysporum, F. solani, R. solani, A. alternata 'y C.
gloeosporioides) superando al antagonismo ejerci-
do por el resto de los microrganismos incluido al
producto comercial Tricho-Sin®. T. harzianum fue
el que causo6 la menor inhibicion en los fitopatoge-
nos (Figura 4). Estos resultados coinciden con lo
reportado por Elshahawy et al. (2017) quienes com-
probaron la efectividad de 7. koningii comparada
con 7. album, T. harzianum, T. viride y T. virens en
el control de Sclerotium cepivorum. Mientras que
Katyayani et al. (2020) evalu¢ el efecto inhibidor
de T harzianum, T. viride y T. koningii sobre Fu-
sarium oxysporum f. sp. ciceri determinando a T
koningii el de mayor eficiencia de inhibicion en el
crecimiento micelial del patogeno. Esta efectividad
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f. sp. ciceri and determined 7. koningii to be the
most efficient in inhibiting the mycelial growth of
the pathogen. This effectiveness of 7. koningii may
be due to higher efficient mechanisms, not only for
the control of pathogens, but also in the tolerance
to different types of stress. Regarding this, Nykiel-
Szymanska et al. (2018) reported that 7. koningii
specifically produces dechlorinated and hydroxyl-
type metabolites that provide a higher tolerance to
copper, and which may be related to its different
action mechanisms.

Cheng et al. (2012) reported that the efficiency of
most Trichoderma species (including 7. asperellum,
T harzianum, T. koningii, T. longibrachiatum, T.
atroviride and T. viride) consists in inhibiting the
growth of the hyphae of phytopathogenic fungi
by causing cytosolic vacuolization and lysis in the
hyphae, whereas Kashyap et al. (2020) associates it
with the reduction in the sporulation of fungi. Other
antagonistic mechanisms exerted by Trichoderma
spp. in the in vitro and in vivo inhibition of the
phytopathogens is the production of hydrolytic
enzymes (chitinase and [-1,3-glucanase) that
degrade the cell wall of the fungus (Ruangwong et
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Fusarium Fusarium
oxysporum solani

I asperellum

T. harzianum

T. koningii

T. longibrachiatum

T. atroviride

Trichoderma sp.

T viride

Tricho-Sin®

Rhizocronia

Alternaria
solani alternata

Colletotrichum
gloeosporioides

Figura 4. Antagonismo in vitro de especies de Trichoderma aisladas de zonas semiaridas contra hongos fitopatégenos.
Figure 4. In vitro antagonism of Trichoderma species isolated from semiarid areas against phytopathogenic fungi.

de T. koningii puede ser debido a mecanismos ma-
yormente eficientes no solo en el control de pato-
genos, sino también en la tolerancia a diferentes ti-
pos de estrés. Al respecto, Nykiel-Szymanska et al.
(2018) reportaron que 1. koningii produce especifi-
camente metabolitos de tipo declorados e hidroxilos
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al., 2021), volatile organic compounds (azetidine,
2-phenylethanol and ethyl hexadecanoate) with
antimicrobial activity (Dini et al., 2021), the
production of antibiotics (Bae et al., 2016),
competition for space and nutrients such as sucrose
and glucose (Liu et al., 2021), induction of the
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que le proporcionan una alta tolerancia al cobre y
los cuales posiblemente pueden estar asociados a
sus diferentes mecanismos de accion.

Cheng et al. (2012), reportaron que la eficacia
de la mayoria de las especies de Trichoderma (in-
cluidas 7. asperellum, T. harzianum, T. koningii, T.
longibrachiatum, T. atroviride y T. viride) consiste
en inhibir el crecimiento de las hifas de los hongos
fitopatogenos al provocar vacuolizacion citosoli-
ca y lisis en las hifas, mientras que Kashyap et al.
(2020), lo asocia a la reduccién de la esporulacion
de los hongos. Otros mecanismos antagonicos que
ejerce Trichoderma spp. en la inhibicidn in vitro e
in vivo de los fitopatdgenos es la produccion de en-
zimas hidroliticas (chitinasa y B-1,3-glucanasa) que
degradan la pared celular del hongo (Ruangwong et
al., 2021), compuestos volatiles organicos (azetidi-
na, 2-feniletanol y hexadecanoato de etilo) con ac-
tividad antimicrobiana (Dini et al., 2021), produc-
cion de antibidticos (Bae et al., 2016), competencia
por espacio y nutrientes como la sacarosa y glucosa
(Liu et al., 2021), induccion de resistencia sistémi-
ca del hospedero (Li et al., 2018), entre otros. De-
bido a que la supervivencia, el establecimiento y la
actividad antagonica de especies de Trichoderma
en campo son aun inconsistentes, es de vital impor-
tancia realizar estudios encaminados en compren-
der la ecologia y la dinamica de las poblaciones de
Trichoderma en el suelo para lograr una proteccion
eficiente de los cultivos.

CONCLUSIONES

Siete especies de Trichoderma fueron identifi-
cadas: T. asperellum, T. atroviride, T. harzianum,
T. koningii, T. viride, T. longibrachiatum y Tricho-
derma sp. Las Pocitas presentd mayor poblacion
y frecuencia de ocurrencia de Trichoderma spp.,
mientras que en El Saltito se observd mayor va-
riabilidad de especies al identificar a 7. harzianum,
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systemic resistance of the host (Li et al., 2018), and
others. Due to the survival, the establishment and
the antagonistic activities of Trichoderma species
in the field are still inconsistent, it is crucial to carry
out studies aimed at understanding the ecology and
the dynamics of the Trichoderma populations in the
soil to protect the crops in an efficient manner.

CONCLUSIONS

Seven Trichoderma species were identified: 7.
asperellum, T. atroviride, T. harzianum, T. koningii,
T. viride, T. longibrachiatum and Trichoderma sp.
Las Pocitas presented the largest population and
frequency of occurrence of Trichoderma spp.,
and in EI Saltito, a greater variability of species
was observed, since T. harzianum, T. atroviride,
T asperellum, T. longibrachiatum, T. viride and
Trichoderma sp. were identified. In the antagonism,
T. koningii presented the best inhibition response in
the growth of F. oxysporum, F. solani, R. solani,
A. alternata and C. gloeosporioides, in comparison
with the rest of the species and the 7. harzianum
commercial product Tricho-Sin®. A knowledge of
the different species of Trichoderma present in the
region will be essential for future studies related
to the selection of native strains from semiarid
areas that can be used in extreme environmental
conditions against root pathogens in plants of
agricultural interest.

End of the English version ~~—~——~——~

T. atroviride, T. asperellum, T. longibrachiatum, T.
viride y Trichoderma sp. En el antagonismo 7. ko-
ningii present6 la mejor respuesta de inhibicion en
el crecimiento de F. oxysporum, F. solani, R. solani,
A. alternata 'y C. gloeosporioides, comparado con
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el resto de las especies y el producto comercial de
T. harzianum Tricho-Sin®. El conocimiento de las
diferentes especies de Trichoderma presentes en la
region, sera de gran relevancia para futuros estu-
dios relacionados a la seleccion de cepas nativas de
zonas semiaridas que puedan ser utilizadas en con-
diciones ambientales extremas contra patogenos de
raiz en plantas de interés agricola.
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Resumen. El avance de la tecnologia digital ha
permitido concebir Sistemas de Vigilancia Epide-
miolégicos (SVE) automatizados con un enfoque
holistico-sistémico favoreciendo la planeacion,
operacion, gestion y procesamiento de datos fito-
sanitarios de manera efectiva y oportuna para toma
de decisiones en la prevencién y manejo regional
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Abstract. The of digital
technology has made it possible to conceive

advancement

automated Epidemiological Surveillance
Systems (ESS) with a holistic-systemic approach
allowing effective operation, management, and
processing of phytosanitary data for fast decision-
making applied to regional prevention and pest
management. This surveillance type focuses on
plant health, overcoming the reductionist pest
vision of the conventional normative surveillance.
An ESS implies the precise definition of the
regional framework, objectives, pest(s) in wide-
sense, human/financial resources, regulatory
context, support research planning, operational
structure, and innovation models. These elements
determine the precision, frequency, and type
of sampling and monitoring and the selection
of variables related to a novel epidemiological
system. In contrast to the normative surveillance, a

systemic ESS has descriptive and risk forecasting
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de plagas. Este tipo de sistemas se enfocan en la
salud del cultivo superando la vision reduccionista
de plaga en la vigilancia normativa convencional.
Un SVE web implica la definicion clara del marco
regional, objetivos, plaga(s) en su amplia acepcion,
recursos humanos/financieros, contexto normativo,
lineas de investigacion de soporte, estructura ope-
rativa y modelos de innovacion. Estos elementos
determinan la precision, frecuencia y tipo de mues-
treo y monitoreo, asi como las variables de medi-
cion relativas a un novel sistema epidemiologico. A
diferencia de la vigilancia normativa, un SVE web
holistico-sistémico tiene capacidad descriptiva 'y de
prondstico de riesgos, incluyendo alertas tempra-
nas a partir de analisis espaciales y temporales. La
interfaz web SVE asegura la generacion flexible y
dinamica de reportes y/o analisis automatizados.
Un SVE operado en plataformas web, con énfasis
en lenguajes de programacion y herramientas de
uso libre puede ser alojado en servidores genéri-
cos o dedicados para almacenamiento de metadatos
configurados con tecnologias Linux/Apache y fun-
cionalidad 24/7 (h dia™!). Programas de uso libre in-
cluyen MySQL/MariaDB y otros como gestores de
bases de datos; PHP / Node.js, y JavaScript, Ajax,
HTMLS y CSS, como tecnologias web de maque-
tado base ‘back-end’ y ‘front-end’, respectivamen-
te. Esta revision se enfoca en principios, atributos
conceptuales, enfoques metodoldgicos generales y
objetivos de SVE base web. Aplicaciones genera-
les se ilustran con un SVE desarrollado en México
para el cafeto (Coffea spp.), el cual permitio operar
la vigilancia de 19 plagas, nueve con estatus cua-
rentenario, mediante la generacion, gestion y anali-
sis de 87.4 y 15.7 millones de registros climaticos y
epidemiologicos, respectivamente, obtenidos entre
2013-2019.

Palabras clave: Hemileia vastatrix, Coffea arabi-
ca, Alerta temprana, Prevencion.
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capabilities, including early warnings, based on
spatial and temporal analyses. A web-based ESS
assures a flexible-dynamic generation of reports
and automated analysis. An ESS operated on web
platforms, emphasizing open source software
and tools, can be hosted on generic or dedicated
servers for metadata storage configured with
Linux / Apache technologies with 24/7 (h day™)
functional capabilities. Open source tools include
MySQL / MariaDB and other systems as database
managers; PHP / Node.js, and JavaScript, Ajax,
HTMLS and CSS as web design base ‘back-end’
and ‘front-end’ programs, respectively. This
review focuses on principles, conceptual attributes,
general methodological approaches, and objectives
of web-based ESS. An overview is presented with
an ESS developed in Mexico for coffee plantations
(Coffea spp.), which allowed the surveillance of
19 pests, nine under quarantine status, through
the generation, management, and analysis of
87.4 million climatic data and 15.7 million
epidemiological records over 2013-2019.

Key words: Hemileia vastatrix, Coffea arabica,
Early warning, Prevention.

The concept and scope of epidemiological
surveillance

Epidemiological surveillance (ES) embraces a
phytosanitary concept referred to planned actions
that aim to prevent and mitigate the effect of
epidemics by restricting the entry, establishment,
and/or population density increase of a pest(s)
in an area of exclusion or endemicity, to avoid
or reduce continued productive impacts that
compromise the sustainability and resilience
of a crop (Mora-Aguilera et al., 2014b). This
definition has three implications: 1) ES’s ruling
principles are protection and prevention, the
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El concepto y Aambito de vigilancia
epidemiolégica

La vigilancia epidemiologica (VE) es una ac-
cion fitosanitaria planeada que tiene como objetivo
la prevencion y mitigacion del efecto de epidemias
mediante la restriccion del ingreso, establecimien-
to y/o incremento poblacional de una plaga(s) en
un area de exclusion o endemicidad, con el fin de
evitar o reducir impactos productivos sostenidos
que comprometan la sustentabilidad y resiliencia
de un cultivo (Mora-Aguilera et al., 2014b). Esta
definicion tiene tres implicaciones: 1) La VE tiene
como principios la prevencion, constituida a su vez
por estrategias secuenciales de exclusion y erradi-
cacion, y la proteccion. Esto implica que la VE es
aplicable tanto a organismos de interés cuarente-
nario como de importancia econdmica prevalen-
tes; 2) La VE tiene como proposito el monitoreo
de riesgos epidémicos. En consecuencia, un novel
sistema epidemiologico es su marco racional obli-
gado (Figura 1). Trasciende la reducida concepcion
de ‘Vigilancia’, definida en la Norma Internacional
de Medidas Fitosanitarias 5 (NIMF 5), publicada
por la Convencion Internacional de Proteccion Fi-
tosanitaria (CIPF), adscrita a la FAO (https:/www.
ippc.int/es/), como: ‘Un proceso oficial para reco-
pilar y registrar informacion sobre la presencia
o ausencia de una plaga mediante el uso de en-
cuestas, monitoreo u otros procedimientos’, la cual
implica una estrategia limitada a monitorear un
organismo-plaga fuera de su contexto epidémico;
3) La VE puede incorporar cualquier atributo bio-
tico y/o abidtico (p.e., nutricion y aeropoluantes)
pertinente a la salud de una poblacion de plantas,
es decir, el cultivo (Mora-Aguilera et al., 2016a).
Adicionalmente, la plaga en su amplia acepcion
(patogenos, insectos, malezas, etc.) es la unidad
bioldgica poblacional de interés (Mora-Aguilera et
al., 2017; Mora-Aguilera et al., 2014d), liberando-
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latter constituted in turn by sequential strategies
of exclusion and eradication. This implies that ES
applies to both organisms of quarantine interest and
those regionally prevalent of economic importance;
2) The purpose of ES is to monitor epidemic risks.
Consequently, a novel epidemiological system is
its compelling rational framework (Figure 1). It
transcends the narrow concept of ‘Surveillance’,
defined in the International Standards for
Phytosanitary Measures 5 (ISPM 5), published
by the International Plant Protection Convention
(IPPC), bounded to FAO (https://www.ippc.int/
es/). This is defined as: ‘An official process to collect
and record information on the presence or absence
of a pest through the use of surveys, monitoring
or other procedures’, which implies a strategy
limited to monitoring a pest-organism outside of
its epidemic context; 3). ES can incorporate any
biotic and/or abiotic attribute (e.g., nutrition and
air pollutants) relevant to the health of a plant
population, that is, the crop (Mora-Aguilera et al.,
2016a). Additionally, the pest in its broad sense
(pathogens, insects, weeds, etc.) is the population
biological unit of interest (Mora-Aguilera et al.,
2017; Mora-Aguilera et al., 2014d), freeing itself
from the infection principle typical of classical
epidemiology and still deep-rooted on conventional
surveillance (Carbajal-Yepez et al.,2019; Parnell et
al.,2017). Eventually, ES transcends the population
to incorporate the community as a comprehensive
analytical, biological base (Mora-Aguilera et
al., 2017, Mora-Aguilera et al., 2014d). This
approach represents a paradigm shift in classical
epidemiology. Other meanings of ES, in general,
restrict the biological scope to a taxonomically
related pest(s) (Kaundal et al., 2006). The rational
epidemiological framework is not explicit, it is
omitted in the strategy (Firanj Sremac et al., 2018),
or its scope is limited to reporting the presence and
absence of a pest (ES type 1) or stratified by levels
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Nueva propuesta de sistema epidemiologico, en el cual la planta es el centro del sistema y subordina el resto de sub-
sistemas a diferentes escalas de tiempo y espacio. El sistema epidemiologico es flexible para incluir n-subsistemas
(p-e., vector) y permite la aplicacion holistica-sistémica de los principios de prevencion y proteccion del manejo
de plagas. Este sistema sustituye el restrictivo triangulo y tetraedro epidemiolégico. El sistema epidemiologico es
intrinsecamente sistémico y su implementacion en vigilancia epidemiologica conduce al enfoque holistico con la
inclusion dinamica e interactiva de n-plagas (patégenos, insectos, acaros, etc.) evaluadas en su macro y microam-
bientes regional-parcelario (Figura 4 y 6), transitando del enfoque de poblacion de la epidemiologia cldsica al de
comunidad.

Novel epidemiology system in which the plant subordinates the remaining subsystems at different #ime and space
scales. The proposed system is flexible to include n-subsystems (e.g., vector) and allows the holistic-systemic appli-
cation of the pest management prevention and protection principles. This system replaces the restricted epide-
miological triangle and tetrahedron. The epidemiology system is intrinsically systemic and its implementation lead
towards a holistic approach with the dynamic and interactive inclusion of n-pests (pathogens, insects, mites, etc.)
assessed in their macro and micro-environment niche (Figure 4 and 6), transiting from the population of classical
epidemiology to the community.
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se del principio de infeccidon, propio de la epide-
miologia clasica, fuertemente adoptado por la vigi-
lancia convencional (Carbajal-Yepez et al., 2019;
Parnell et al., 2017). Eventualmente, se supera la
poblacion para incorporar la comunidad como base
biologica analitica integral (Mora-Aguilera et al.,
2017; Mora-Aguilera ef al., 2014d). Este enfoque
representa un cambio de paradigma en la epidemio-
logia clésica.

Otras acepciones de la VE, en general restrin-
gen el ambito bioldgico a una plaga(s) taxonomi-
camente relacionada(s) (Kaundal et al., 2006), el
marco epidemiologico racional no es explicito o se
omite en la estrategia (Firanj Sremac et al., 2018),
y su alcance se limita al reporte presencia/ausencia
de una plaga (VE tipo 1) o estratifica por niveles de
deteccion (VE tipo 2) (Cuadro 1) (Carbajal-Yepez
etal., 2019; Parnell et al., 2017).

of detection (ES type 2) (Carbajal-Yepez et al.,
2019; Parnell et al., 2017) (Table 1).

Recent experiences have shown that ES type
3, to which the proposed definition adheres,
involves a complex and dynamic implementation
of technical-scientific, operational, and digital
innovation strategies (Kaundal et al., 2006). Under
this approach, its systemic application at time
and space scales that guarantee the solution of a
phytosanitary problem lead to the development
of Epidemiological Surveillance Systems (ESS),
which often are referred to as Epidemiological
Surveillance Programs in the context of public
policies. The system approach is natural because
its conception and operation are based on
the epidemiological system in its modern, flexible
structure and dynamic 7 -subsystems, the plant
population as an integrative subsystem, and

Cuadro 1. Tipos de vigilancia epidemiologica (VE) fitosanitaria propuestos en funcion de su objetivo, enfoque metodolégico
y principio fitosanitario enfatizado ejemplificados con algunos Programas de VE.
Table 1. Types of phytosanitary epidemiological surveillance (EV) proposed according to their objective, methodological
approach and emphasized phytosanitary principle, exemplified with some EV Programs.

Tipo VE Objetivo Principio “Ejemplos de Programas de VE
P / Metodologia Fitosanitario operados en un entorno web
istatus de p laga: Area 1‘1bre e DGSV/CNREF, https://prod.senasica.gob.mx/SIRVEF
. rea de Baja prevalencia ) .
Tipo 1 Exclusién e EPPO, https://gd.eppo.int/
e o . e NAPPO, https://www.pestalerts.org
/ Analisis cualitativo con adherencia a e OIRSA. hitps://ecoportal oirsa.ore/
NIMF 6y 8 » ittps://geoportal.oirsa.org
Delimitacién y contencion regional — Exclusion ¢ IS)I?{E/\I;/FCNRF/SIRVEF hitps://prod senasica.gob.mx/
Tipo 2 e - o e SIMDIA
/ Analisis cuantitativo descriptivo Erradicacion http://www.siafeson.com/simdia
e ANACAFE
Estatus de plaga, Delimitacion Exclusion https://www.anacafe.org/Servicios/Cedicafe
regional, Riesgos epidémicos, e FUNDECITRUS
Tipo 3 Alertas y criterios de accionabilidad Erradicacion https://www.fundecitrus.com.br/alerta-fitossanitario

Dispositivos de emergencia
Campaiia fitosanitaria Proteccion
/ Analisis cuantitativo descriptivo e

inferencial

e Fundacion ABC
https://fundacaoabc.org/
PVEF-Cafeto https://www.lanref.royacafe.org.mx
SIVEA-Agave
https://www.sivea.org.mx

“Los hipervinculos de algunos programas de VE podrian no ser funcionales o publicos en concordancia con politicas operativas de
la institucion respectiva. / “Links of some ES Programs cannot be fully functional or allow public access according to institutional

operative policies.
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Experiencias recientes han mostrado que la VE
tipo 3, a la cual se adhiere la definicion propuesta,
implica una implementaciéon compleja y dinami-
ca de estrategias técnico-cientificas, operativas y
de innovacion digital (Kaundal ef al., 2006). Bajo
este enfoque, su aplicacion sistémica a escalas de
tiempo y espacio que garanticen la solucion de
un problema fitosanitario conducen al desarrollo
de Sistemas de Vigilancia Epidemiologica (SVE),
los cuales pueden ser referidos como Programas
de Vigilancia Epidemiologicos en un contexto de
politica publica. En realidad, el enfoque de siste-
mas es natural porque su concepcion y operacion
tiene como base el sistema epidemiologico en su
moderna acepcion abierta con n-subsistemas di-
namicos, la poblacion de plantas como subsistema
integrador y el tiempo-region como dimensiones
reguladoras de entradas (p.e., plaga(s), variedades)
y salidas (p.e., carga indculo, produccion del culti-
vo) (Figura 1).

Un SVE tiene escalabilidad espacial variable.
Sin embargo, a nivel regional se optimiza su pro-
posito fitosanitario (Coria-Contreras et al., 2019;
Flores-Sanchez et al., 2017; Acevedo-Sanchez
and Mora-Aguilera, 2016; Mora-Aguilera et al.,
2014e). Una region, en este contexto, es un area
constituida por un conjunto de n-unidades produc-
tivas entre las que se establecen relaciones funcio-
nales de interdependencia, directa o indirecta, por
el uso comun de recursos agroambientales, econo-
micos y humanos, asi como servicios, infraestruc-
tura y politica publica especifica (Coria-Contreras
et al., 2019; Mora-Aguilera et al., 2016b; Coria-
Contreras et al., 2015a,b; Mendoza-Ramos et al.,
2015a). Evidencias de algunos programas regiona-
les fitosanitarios exitosos han demostrado que el
manejo enfocado al cultivo puede coadyuvar a de-
sarrollar estrategias de sustentabilidad y resiliencia
productiva (Mora-Aguilera et al., 2014d), los cua-
les no son factibles bioldgica, ambiental y técnica-
mente a nivel de unidades de produccion o parcelas
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time-region as input (e.g., pest(s), varieties)
and outputs controlling dimensions (e.g., inoculum
load, crop production) (Figure 1).

ESS has variable spatial scalability. However,
its phytosanitary purpose is optimized at a
regional level (Coria-Contreras et al., 2019;
Flores-Sanchez et al.,, 2017; Acevedo-Sanchez
and Mora-Aguilera, 2016; Mora Aguilera et al.,
2014e). A region, in this context, is an area made
up of a set of n-productive units among which
functional relationships of interdependence are
established, direct or indirect, through routinely
everyday use of agro-environmental, economic
and human resources, as well as specific services,
infrastructure, and policies (Coria-Contreras et
al., 2019; Mora-Aguilera et al., 2016b; Coria-
Contreras et al., 2015a, b; Mendoza-Ramos et al.,
2015a).

Evidence from some successful regional
phytosanitary programs has shown that crop-
focused management can help develop strategies
for sustainability and productive resilience (Mora-
Aguilera et al., 2014d), which are not biologically,
environmentally, and technically feasible at the unit
production level (field plot) or independent fields.
In general, the field-plot vision of surveillance
and other planned phytosanitary management
practices, e.g., fungicides scheduled, is the reason
for undesirable effects on productive assets:
plant genetic erosion, loss of varietal resistance,
development of resistance to limited mechanisms
of action of pesticides, food safety problems,
contamination of water and soil resources, etc.
(Mora-Aguilera et al., 2014c).

Surveillance in classical epidemiology
In classical epidemiology, sensu Vanderplank,
surveillance has its antecedents in forecasting

models and early warnings applied at the level of
farm production units to support phytopathogen
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independientes. En general, la vision parcelaria de
la vigilancia y otras practicas de manejo fitosanita-
rio planeadas, p.e., calendarizacion de fungicidas,
es la razén de efectos indeseables en los activos
productivos: erosion génica, pérdida de resistencia
varietal, desarrollo de resistencia a limitados me-
canismos de accion de pesticidas, problemas de
inocuidad, contaminacion de recursos hidricos y
edaficos, etc. (Mora-Aguilera et al., 2014c¢).

La vigilancia en la epidemiologia clasica

En la epidemiologia clésica, sensu Vanderplank,
la vigilancia tiene sus antecedentes en modelos de
pronostico 'y alertas tempranas aplicadas a nivel de
unidades productivas parcelarias con el propdsito
de sustentar estrategias de control de fitopatdgenos
bajo el principio de proteccion. Notoriamente, la
prevencion estuvo ausente en estos seminales en-
foques analiticos. Articulos de revision exhaus-
tivos permiten claramente delinear la evolucion
conceptual y aplicativa de modelos de pronostico.
Por ejemplo, Krause y colaboradores (1975), resal-
taron la importancia mecanistica de la biologia de
patogenos mediante el uso de variables asociadas
al proceso patogénico, p.e., periodo de incubacioén
(ver seccion de algoritmos, Figura 5); Coakley y
colaboradores (1985), y posteriormente Huber y
Gillespie (1992), enfatizaron el empleo de senso-
res microclimaticos para generar variables clima-
ticas predictoras. De Wolf e Isard (2007), sinteti-
zaron los avances del modelaje cuantitativo y las
perspectivas de la tecnologia digital concluyendo
que: ‘efforts appear to be greater than just a few
decades ago, and include novel applications of
Bayesian decision theory. Advances in information
technology have stimulated innovations in model
application’.

La alerta temprana, menos popular que el pro-
nostico en epidemiologia clasica en realidad repre-
sent6 una variante conceptual, mas que analitica, al
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control strategies under the protection principle.
Notoriously, prevention was absent from these
seminal analytical approaches. Comprehensive
review articles allow the conceptual and
applicative evolution of forecasting models to be
outlined. For example, Krause and collaborators
(1975) highlighted the mechanistic importance of
pathogen biology by using variables associated with
the pathogenic process, e.g., the incubation period
(see the algorithms section, Figure 5). Coakley
and collaborators (1985), and further Huber and
Gillespie (1992), emphasized using microclimatic
sensors to generate predictive climatic variables.
De Wolf and Isard (2007) analyzed the advances
of quantitative modeling and the perspectives
of digital technology, concluding that: “‘efforts
appear to be greater than just a few decades ago,
and include novel applications of Bayesian decision
theory. Advances in information technology have
stimulated innovations in model application’’.

Early warning, less popular than forecasting,
actually represented a conceptual variant rather
than an analytical one. Its purpose was to generate
a predictor as ‘‘early’’ as possible in an epidemic
progression induced by a specific phytopathogen.
This predictor(s), generally climatic, is used as a
criterion of actionability for control strategies with
protective purposes. Atpresent, an early warninghas
been mistakenly conceived as a synonym for ES,
calling them Early Warning Systems, among others
terms. Its greatest restrictiveness is its non-systemic
condition. However, its analytical structure and its
strong emphasis on climate variables have favored
its digitized implementation by companies that
market automated climate equipment for field-plot
use in specific crops (https://www.ambientweather.
com/dadi6571.html). Given the eventual adoption
by a broad productive sector, its scope may be
regional. However, its particular application to
the end-user limits a comprehensive phytosanitary
regional integration.
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tener como propdsito la generacion de un predictor
lo mas ‘temprano’ posible en una progresion epidé-
mica inducida por un fitopatégeno especifico. Este
predictor(es), generalmente climatico, se emplea
como criterio de accionabilidad para estrategias
de control con un fin protectivo. En la actualidad,
la alerta temprana se ha concebido errébneamente
como sinonimo de VE denominandoseles Sistemas
de Alerta Temprana, entre otros. Su mayor restricti-
vidad es su condicion no sistémica. Sin embargo, su
estructura analitica y su fuerte énfasis en variables
climaticas han favorecido su implementacion digi-
talizada por empresas que comercializan equipos
climaticos automatizados para uso parcelario en
cultivos especificos (https://www.ambientweather.
com/dadi6571.html). Ante la eventual adopcion
por un amplio sector productivo, su alcance puede
ser regional. No obstante, su aplicacion particulari-
zada al usuario final limita la integracion sistémica
fitosanitaria.

Dos sistemas clasicos de prondstico, los cuales
inspiraron la adaptacion o derivacion de otros sis-
temas, ilustran como los sistemas web han permiti-
do escalar y automatizar los modelos de vigilancia.
En los 70’s, BLITECAST y FAST (del cual derivo
posteriormente TOMCAST), fueron sistemas de
pronostico computarizados pioneros, los cuales ge-
neraron criterios de accionabilidad con base en mo-
delos empiricos deterministicos combinando ma-
trices de decision con temperatura, precipitacion,
humedad relativa y mojado foliar para decidir la
primera y subsecuentes aplicaciones de fungicidas
para control de Phytophthora infestans y Alternaria
solani (Madden et al., 1978; Krause et al., 1975).
Estos modelos se desarrollaron en FORTRAN IV
operados en computadoras tipo ‘mainframe’ IBM
370/168. El calculo de parametros con estos mode-
los requeria el ingreso manual de datos climaticos.
La operacién de BLITECAST muestra claramente
el principio que fundamenta un sistema de vigilancia
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Two classic forecasting which
inspired the adaptation or derivation of other
systems, illustrate how web systems have made
it possible to scale and automate surveillance
models. In the 70’s, BLITECAST and FAST
(from which TOMCAST later derived) were
pioneering computerized forecasting
which generated actionability criteria based
on empirical deterministic models combining
decision matrices with temperature, precipitation,
relative humidity, and leaf wetness to decide the
first and subsequent applications of fungicides to

systems,

systems,

control Phytophthora infestans and Alternaria
solani (Madden et al., 1978; Krause et al., 1975).
These models were developed in FORTRAN
IV operated on IBM 370/168
computers. The calculation of parameters with
these models required the manual input of climatic
data. The BLITECAST operation clearly shows the
principle underlying a surveillance system and the
aspects that current digital technology has allowed
automating (highlighted with underlining): “When

““mainframe”’

a grower desires a Blitecast, he telephones the
Blitecast operator and reports his most recently

The _operator
submits data to the computer via a typewriter

recorded environmental data.

terminal. The computer analyzes data within a

fraction of a second and returns the forecast and
spray recommendation to the operator, who relays

it to the grower. The entire operation can be

completed during a standard 3-minute telephone
call. In this way, it is possible to provide, from
a central office, Blitecast for 15 to 20 distant
locations in one hour” (Krause et al., 1975). Later,
in the 90’s, the actionability criteria were generated
from empirical models directly on personal
computers using programs developed in Turbo-C
or Turbo Pascal, among others, self-executable in
the MS DOS® operating system, the predecessor
of MS Windows®. Examples of these systems are
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y los aspectos que la tecnologia digital actual ha
permitido automatizar (resaltado con subrayado):
‘When a grower desires a Blitecast, he telephones
the Blitecast operator and reports his most recently

recorder environmental data. The operator submits

the data to the computer via a typewriter terminal.
The computer analyzes the data within a fraction

of a second and returns the forecast and spray
recommendation to the operator, who relays it to

the grower. The entire operation can be completed
during a standard 3-minute telephone call. In this
way, it is possible to provide, from a central office,
Blitecast for 15 to 20 distant locations in one hour’

(Krause et al., 1975). Posteriormente, en los 90’s
los criterios de accionabilidad se generaron a partir
de modelos empiricos directamente en computado-
ras personales mediante programas desarrollados
en Turbo-C o Turbo Pascal, entre otros, autoejecu-
tables en el sistema operativo MS DOS®, antecesor
de MS Windows®. Ejemplos de estos sistemas son
DMCAST y PLASMO para el control de Plasmo-
para viticola (Park et al., 1997; Rosa et al., 1993).
Actualmente, este tipo de sistemas se distribuyen
comercialmente como complemento de equipos
climaticos para uso individual parcelario aplicable
a plagas y enfermedades de vid (Vitis spp.), almen-
dro (Prunus dulcis), manzano (Malus domestica),
peral (Pyrus communis) y duraznero (Prunus per-
sica) (https://www.ambientweather.com/dadi6571.
html). Esta vision comercial ha limitado el enfoque
SVE regional original y restringiendo el sistema
epidemiologico al componente clima como varia-
bles predictoras, una tendencia operativa practica
a nivel parcelario, pero limitado en una vision pro-
ductiva sustentable (Kim et al., 2020; Firanj Sre-
mac et al., 2018).

Los avances de la tecnologia digital web y te-
lefonia movil durante el presente siglo han im-
pulsado la VE regional y fortalecido estrategias
predictivas clasicas (Coria-Contreras et al., 2019;
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DMCAST and PLASMO to control Plasmopara
viticola (Park et al., 1997; Rosa et al., 1993).
Currently, these types of systems are commercially
distributed as a complement to climatic equipment
for individual field-plot use applicable to pests and
diseases of grapes (Vitis spp.), almond (Prunus
dulcis), apple (Malus domestica), pear (Pyrus
communis), and peaches (Prunus persica) (https://
www.ambientweather.com/dadi6571.html).  This
commercial vision has limited the original regional
ESS approach and biased the epidemiological
system to the climate component as predictive
variables, a pragmatically operational trend feasible
at the field-plot level but limited to the sustainable
plant health approach (Kim et al., 2020; Firanj
Sremac et al., 2018).

During this century, advances in digital web
and mobile telephony technology have promoted
regional ES and strengthened classic predictive
strategies (Coria-Contreras et al., 2019; Mora-
Aguilera et al., 2015a). However, the adoption
of systemic epidemiological approaches remains
limited (Carbajal-Yepez et al., 2019; Parnell et
al., 2017), privileging, for example, automatic
generation variables
climatic ones (Kim et al., 2020; Firanj Sremac et
al., 2018; Newlands, 2018), or relying heavily
on classical theoretical modeling pathogen-
oriented (Parnell et al., 2017). The evolution of
knowledge and technological developments in ES
has been limited mainly to fulfill the principles
of infection and protection at the field-plot level. In
general, the biological and regional Aholistic vision
has been excluded, and the systemic application

and massive such as

of the epidemiological system as a comprehensive
rational framework has been absent or partially
applied. We must overcome this restrictive
scientific and technological approach based on a
new paradigm where the spatial unit is scaled to
the region (Mora-Aguilera et al., 2014e), and the
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Mora-Aguilera et al., 2015a). Sin embargo, la
adopcion de enfoques epidemioldgicos sistémicos
sigue siendo limitada (Carbajal-Yepez et al., 2019;
Parnell et al., 2017), privilegiandose por ejemplo
variables de generacion automadtica y masiva como
las climaticas (Kim et al., 2020; Firanj Sremac et
al., 2018; Newlands, 2018), o enfatizando mode-
los tedricos clasicos orientados al patéogeno (Par-
nell et al., 2017). La evolucion del conocimiento y
desarrollos tecnologicos en VE se han circunscrito
principalmente a operar los principios de infeccion
y proteccion a nivel parcelario. En general, se ha
excluido la vision holistica bioldgica y regional, y
la aplicacion sistémica del sistema epidemiologico,
como marco racional integral, ha estado ausente o
se ha aplicado parcialmente. Este enfoque cientifi-
co y tecnoldgico restrictivo debe superarse sobre
la base de un nuevo paradigma donde se escale la
unidad espacial a la region (Mora-Aguilera et al.,
2014e), y la salud de la planta sea el eje integra-
dor de un nuevo sistema epidemiologico como base
racional de la prevencion y proteccion (Figura 1).
La tendencia a una vision holistica-sistémica sera
el gran reto de la fitosanidad en el futuro. Parado-
jicamente, el problema no parece ser tecnologico,
sino visiones cientificas clasicas atomizadas por la
especializacion. En contrapeso, la tendencia a una
agricultura de precision y extensiva, orientada a
satisfacer la necesidad de alimentos y a fortalecer
cadenas de valor (Carbajal-Yepez et al., 2019), for-
zara el desarrollo de SVE regionales, nacionales y
globales.

Marco normativo y operativo

SVE a nivel regional requiere efectiva planea-
cion, operatividad y eventualmente marcos lega-
les que idealmente pueden cumplir instituciones
fitosanitarias e instancias coadyuvantes. La Or-
ganizacion Mundial de Comercio (OMC), CIPF,
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plant’s health, in the broad sense, is the integrating
axis of a new epidemiological system as a rational
basis for prevention and protection (Figure 1).
The trend towards a holistic-systemic vision will
be a big challenge for plant health in the future.
Paradoxically, the problem does not seem to be
the technological one, but the classical scientific
views atomized by specialization. In contrast, the
precision and extensive agriculture trend to satisfy
food supplies and crops value chain (Carbajal-
Yepez et al., 2019) will force comprehensive
regional, national and global ESS.

Regulatory and operational framework

ESS at the regional level requires effective
planning, operability, and
frameworks that phytosanitary institutions and
organizational partners can ideally meet. The
World Trade Organization (WTO), IPPC, National
and Regional Plant Protection Organizations
(NPPO and RPPO, respectively), and growers
organized linked to NPPOs have established
legal or regulatory frameworks to safeguard plant
health and food safety in a regional environment,
primarily for international trade purposes (Carbajal-
Yepez et al., 2019). In this context, surveillance,
without

eventually legal

epistemological  associativity — with
epidemiology and an apparent reference to the
pest in its broad sense, was conceived with a
normative approach unrelated to methodological
developments of classical epidemiology. However,
the emergence and mobility of the recurrent pest
through alternative routes to commercial paths
(Mendoza-Ramos et al., 2021; Carbajal-Yepez et
al., 2019; Parnell et al., 2017; Mora-Aguilera et
al., 2016a; Mora-Aguilera et al., 2015a; Mora-
Aguilera et al., 2014a), has caused some of these
instances to promote the scientific-technological
development of ESS beyond the regulatory
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Organismos Nacionales y Regionales de Proteccion
Fitosanitaria (ONPF y ORPF, respectivamente), y
productores organizados y vinculados con ONPFs,
han establecido marcos juridicos o normativos para
salvaguardar la sanidad e inocuidad de productos
agricolas en un entorno regional, principalmente
con fines de comercio internacional (Carbajal-Ye-
pez et al., 2019). En estos ambitos la vigilancia, sin
asociatividad epistemologica a la epidemiologia,
y en clara referencia a la plaga en su concepcion
amplia, fue concebida con un enfoque normativo
desvinculada de desarrollos metodoldgicos de la
epidemiologica clasica. No obstante, la recurrente
emergencia y movilidad de plagas, por vias alter-
nas a flujos comerciales (Mendoza-Ramos et al.,
2021; Carbajal-Yepez et al., 2019; Parnell et al.,
2017; Mora-Aguilera et al., 2016a; Mora-Aguilera
et al., 2015a; Mora-Aguilera et al., 2014a), ha pro-
vocado que algunas de estas instancias impulsen el
desarrollo cientifico-tecnologico de SVE mas alla
del marco normativo establecido, por ejemplo, en
NIMF 6 Directrices para la Vigilancia publicada
por la CIPF (https://www.ippc.int/es/). Esta nor-
ma, cuyo fin es armonizar la vigilancia entre paises
adherentes a la CIPF, es efectiva para determinar
el estatus de una plaga, pero altamente restricti-
va conceptual y metodolégicamente para susten-
tar sistemas cuantitativos robustos, inferenciales
y aplicados a toma de decisiones fitosanitarias en
procesos productivos (Cuadrol).

En 2019, se publicé la nueva version de la
NIMF 6 denominada Vigilancia (https://www.ippc.
int/es/). En esta version aun prevalece un marco
conceptual epidemioldgico restrictivo, pero se am-
plian opciones analiticas y metodoldgicas acordes
a la epidemiologia cuantitativa con el fin reducir
el riesgo de movilidad de plagas por efecto del
comercio internacional y otras vias. Sin embargo,
también se reconoce la importancia de proteger cul-
tivos estratégicos de plagas preexistentes en un pais
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framework established, for example, in the ISPM
6 Guidelines for Surveillance (https://www.ippc.
int/es/). Such normative, whose purpose is to
harmonize surveillance among countries adhering
to the IPPC, effectively determines the status of
a pest but is highly restrictive conceptually and
methodologically to support robust quantitative
systems, inferential and applied to phytosanitary
decision-making in crop production (Tablel).

In 2019, the new version of ISPM 6
called surveillance was published. A restrictive
epidemiological
prevails in this version, but analytical and
methodological options are expanded according to
quantitative epidemiology to reduce the risk of pest
mobility due to international trade and other paths.
However, the importance of protecting strategic
crops from pre-existing pests in a country is also
recognized (https://www.ippc.int/es/). The ISPMs
are minimum guidelines for NPPOs that can be
optimized conceptually and methodologically,
with the corresponding scientific support. Thus,
each country can develop official ES programs
according to its phytosanitary needs and legal
framework (Table 1). In addition, organized
growers or companies can implement ES programs,
generally type 2 or 3, which may have the technical
and/or financial support of the NPPO.

An example is the Integral System of Protection
and Epidemiological Surveillance of Agave
(SIVEA in Spanish), associated to the Tequila
Regulatory Council (TRC) with technical and
financial official support (Table 1). In other
cases, productive associations can develop and
operate their ES programs according to their
productive and commercial needs. Adherence
to international regulations is not required while
ensuring productivity and effective management
of phytosanitary risks. The Guatemalan National
Coffee Association (ANACAFE), the Citriculture

conceptual  framework  still
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(https://www.ippc.int/es/). Las NIMFs son directri-
ces minimas para ONPFs que pueden optimizarse
conceptual y metodologicamente, con el corres-
pondiente sustento cientifico. Asi, cada pais puede
desarrollar programas de VE oficiales acorde a sus
necesidades fitosanitarias y marco legal (Cuadro
1). En adicidn, por iniciativa de productores orga-
nizados o empresas es posible implementar progra-
mas de VE, generalmente de tipo 2 o 3, los cuales
pueden tener el soporte técnico y/o financiero del
ONPEF. Un ejemplo lo constituye el Sistema Inte-
gral de Proteccion y Vigilancia Epidemiologica del
Agave (SIVEA) asociado al Consejo Regulador del
Tequila (CRT) con apoyo técnico y financiero del
ONPF (Cuadro 1). En otros casos, organizaciones
productivas pueden desarrollar y operar sus pro-
pios programas de VE acordes a sus necesidades
productivas y de comercio. No se requiere la ad-
herencia a la normatividad internacional mientras
se garantice la productividad y un manejo efectivo
de riesgos fitosanitarios. La Asociacion Nacional
del Café de Guatemala (ANACAFE), Fundacion
de Defensa de la Citricultura (FUNDECITRUS) y
la Fundacion ABC constituida para la asistencia en
trigo, soya y frijol en Brasil, son ejemplos con ins-
tancias cientificas no gubernamentales financiados
directamente por productores, con limitada o nula
participacion oficial (Cuadro 1).

Programas de vigilancia epidemiologica y la tec-
nologia digital

La vigilancia epidemiologica a escala regional
puede generar y emplear bases de datos constitui-
das por millones de metadatos. Superar la barrera
analitica del dato parcelario fue posible con el adve-
nimiento de tecnologia digital de los 90’s. Hay tres
sucesos tecnoldgicos que posibilitaron romper con
la vigilancia parcelaria y con el uso de modelos de
pronostico locales: Desarrollo del World Wide Web
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Defense Foundation (FUNDECITRUS), and the
ABC Foundation constituted for assistance in
wheat, soybeans, and beans in Brazil, are examples
of scientific non-governmental entities financed
directly by growers, with limited or no official
participation (Table 1).

Epidemiological surveillance programs and
digital technology

Epidemiological surveillance at the regional
scale can generate and use databases consisting of
millions of metadata. Overcoming the analytical
barrier of field-plot data was possible due to the
advent of digital technology in the 90’s. Three
technological events made it possible to break
with field-plot surveillance and the use of local
forecastingmodels: Developmentofthe World Wide
Web (WWW), which allows data to be consulted
anywhere in the world through an internet service
provider; the standardized SQL database language
for storing large volumes of multidimensional
structured data and its subsequent consultation 24/7
(h day™) (e.g., Apache Derby) (Chiavegatto, 2015);
and finally, the Android® mobile operating system,
developed in open source programs, which enabled
the integration of programs (Apps) to record
variables measurements in sifu, transfer in real-time
to WWW databases to automate epidemiological
analyzes and reception of phytosanitary alerts
(Guzméan-Hernandez et al., 2017). The digital
revolution made the cross-sectional integration
of plant health at the community level of crops
(e.g., sour and sweet citrus species) and pests that
interact in a region (e.g., CLas, CTV, Diaphorina
citri, Toxoptera citricida in citrus). As a result,
at the scientific level, it was possible to operate
complexity, as a holistic-systemic approach, to
epidemiological responses and, at the productive
level, correctly conceive and assess sustainability
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(WWW), que permite la consulta de datos en cual-
quier parte del mundo a través de un proveedor de
internet; el lenguaje de base de datos estandarizado
SQL para almacenamiento de grandes volimenes
de datos multidimensionalmente estructurados y su
posterior consulta 24/7 (h dia™) (p.e., Apache Der-
by) (Chiavegatto, 2015); y por ultimo, el sistema
operativo movil Android®, desarrollado en progra-
mas de codigo abierto, que posibilito la integracion
de programas (Apps) para el registro de medicion
de variables in situ, transferencia en tiempo real
a bases de datos WWW para automatizar analisis
epidemiolodgicos y recepcion de alertas sanitarias
(Guzman-Hernandez et al., 2017). La revolucion
digital hizo posible la integracion transversal de la
fitosanidad a nivel de comunidad de cultivos (p.e.,
especies de citricos agrios y dulces) y plagas que
interactian en una regiéon (p.e., CLas, CTV, Dia-
phorina citri, Toxoptera citricida en citricos), via-
bilizando a nivel cientifico operar la complejidad
como enfoque holistico-sistémico de respuestas
epidemiologicas, y a nivel productivo concebir y
medir correctamente indicadores de sustentabilidad
y resiliencia. Previo a los desarrollos tecnologicos
de los 90°s, el investigador debia explotar al maxi-
mo limitadas bases de datos mediante modelos pro-
gramados en Fortran o Pascal ejecutados mediante
tarjetas perforadas en grandes computadoras IBM
o mainframe (Casacuberta, 2013). Alternativamen-
te, bases de datos fitosanitarias creadas por la aca-
demia u organismos internacionales (p.c., FAO) se
masificaron mediante dispositivos digitales asocia-
dos a gestores de datos tipo dBase pero de nula o
limitada aplicacion directa en modelaje.

En la actualidad, la vigilancia ‘normativa’ (i.e.,
VE tipo 1 y 2), la que aporta listados oficiales de
plagas regionalmente presentes, analisis descripti-
vos y categoricos de plagas en un entorno web, tie-
ne amplia aceptacion en ONPFs y organismos re-
gionales de proteccion fitosanitarios (ORPF) como
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and resilience indicators. Before the technological
developments of the 90’s, the researcher had
to exploit limited databases to the maximum
through models programmed in Fortran or Pascal
executed using punched cards in large IBM
or mainframe computers (Casacuberta, 2013).
Alternatively, phytosanitary databases created by
academia or international organizations (e.g., FAO)
were massified by digital devices associated with
dBase-type data managers but with no or limited
direct application in modeling.

At present, ‘normative’ surveillance (i.e.,
VE type 1 and 2), which provides official lists of
regionally present pests, descriptive and categorical
analyzes of pests using a web environment, has wide
acceptance in NPPOs and regional phytosanitary
protection organizations (RPPOs) such as NAPPO,
OIRSA, and EPPO, yet with asymmetric advances
(Table 1). These instances operate ES following
regulatory and transparency guidelines established
in the Agreements on Sanitary and Phytosanitary
Measures of the World Trade Organization
(WTO), further formalized and expanded in the
IPPC. These qualitative ES web programs vary
in flexibility, dynamism, user interaction, report
generation, etc. Methodologically, they depend
on pest diagnosis protocols and sampling and/
or monitoring strategies (Carbajal-Yepez et al.,
2019; Parnell et al., 2017). Consequently, they
are feasible to be implemented with the technical
expertise of RPPO or NPPO without supervised
scientific execution. In contrast, the application and
adoption of ES type 3 have been limited for the lack
of rational models and conceptual, methodological,
operational, and technological
An effective holistic-systemic type 3 ESS is
generated from the interdisciplinary conception

constraints.

of three interdependent models: A) Integrative
innovation model between research, institutional
policies, and operational structures. This guarantees
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NAPPO, OIRSA y EPPO, aunque con avances
asimétricos (Cuadro 1). Estas instancias operan VE
en concordancia con lineamientos regulatorios y
de trasparencia establecidos en los Acuerdos sobre
Medidas Sanitarias y Fitosanitarias de la Organiza-
cion Mundial de Comercio (OMC), posteriormente
formalizados y ampliados con la CIPF. Estos pro-
gramas de VE cualitativos digitales varian en fle-
xibilidad, dinamismo, interaccién con el usuario,
generacion de reportes, etc. Metodologicamente
son dependientes de protocolos de diagnostico de
plagas y de estrategias de muestreo y/o monitoreo
(Carbajal-Yepez et al., 2019; Parnell et al., 2017).
Consecuentemente son factibles de implementarse
en el &mbito técnico de un ORPF u ONPF sin su-
pervision cientifica. En contraste, la aplicacion y
adopcion de VE tipo 3 ha sido limitada por defi-
cientes modelos racionales y por restricciones con-
ceptuales, metodologicas, operativas y tecnologi-
cas. Un SVE holistico-sistémico efectivo tipo 3 se
genera a partir de la concepcion interdisciplinaria
de tres modelos interdependientes: A) Modelo de
innovacion integral entre investigacion, politicas
institucionales y estructuras operativas. Este per-
mite garantizar la adopcion y aplicabilidad a partir
de estrategias de gestion y vinculacion interinstitu-
cionales; B) Modelo cientifico-tecnologico (Figu-
ra 2); y C). Modelo de integracion de tecnologias
digitales (Figura 3), los cuales permiten planear y
aplicar tecnologias pertinentes a las necesidades
cientificas del SVE (Mendoza-Ramos et al., 2021;
Lopez-Bautista et al., 2020; Coria-Contreras et al.,
2019; Acevedo-Sanchez et al., 2017; Mora-Agui-
lera et al., 2016b; Mora-Aguilera et al., 2014d).
Otra limitante que debe superarse es la tendencia a
emplear un marco racional analitico generalmente
restringido o acotado a un subsistema del sistema
epidemiologico como contexto predictor de cam-
bios en la dindmica de plaga(s) (Figura 1). Por
ejemplo, una tendencia en los ultimos 20 afios ha
sido el énfasis en variables del subsistema clima,
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the adoption and applicability of inter-institutional
management and  organizational  strategies;
B) Scientific-technological model (Figure 2); and
C) Integrative digital technologies model (Figure
3), which allow planning and applying relevant
technologies to the scientific needs of the ESS
(Mendoza-Ramos et al., 2021; Lopez-Bautista et
al., 2020; Coria-Contreras et al., 2019; Acevedo-
Sanchez et al, 2017, Mora-Aguilera et al.,
2016b; Mora-Aguilera et al, 2014d). Another
limitation to overcome is the tendency to use a
rational, analytical framework generally restricted
or limited to a subsystem of the epidemiology
system as a predictive context of changes in pest
dynamics (Figure 1). For example, a trend in the
last 20 years has been the emphasis on variables of
the climate subsystem, such as temperature, wind,
relative humidity, etc., favored by the availability
of digital weather stations and public access to
regional databases (e.g., CONAGUA in Mexico)
and global (NOAA) (Magarey and Isard, 2017),
for the development of regional phytosanitary risk
alerts (Kim et al., 2020; Moschini et al., 2004).
This subsystem has shown viability in extensive
crops with linear thermal gradients (Tsukahara et
al., 2008; Moschini et al., 2004), but in general,
its application is not feasible in heterogeneous
agroecosystems due to the exclusion of other
subsystems associated with rational biological
processes of pests (Mora-Aguilera et al., 2016a,
b; Mora-Aguilera et al., 2014d) (Figure 1). A
systemic ESS is inherently holistic. It requires
a robust epidemiological system and integrative
models as rational frame. Digital technology is
clearly subordinate to ESS needs and objectives. It
is not the ultimate goal (Figure 4).

The general structure of an Epidemiological
Surveillance System type 3

holistic-

A  web-based ESS in the
systemic approach, a type 3 ES, corresponds
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Figura 2. Modelo cientifico-tecnoligico empleado en la concepcion, desarrollo, validacion e implementacion web de un Siste-

ma de Vigilancia Epidemiologico (SVE) tipo 3. El modelo tiene tres ejes principales: Definicién del problema (A);
desarrollo de soluciones cientifico-tecnolégicas (B); y solucion integral del problema (C). El modelo genera inno-
vacion tecnologica continua, la cual detona innovaciones institucionales y operativas complementarias requeridas
para garantizar el éxito SVE. Fuente: CP-LANREF.

Figure 2. Scientific-technological model used in the conception, development, validation and implementation of a web-based

Epidemiological Surveillance System (ESS) type 3. The model is based on three main elements: Definition of the
problem (A); development of scientific-technological solutions (B); and comprehensive solution (C). The model ge-
nerates continuous technological innovations which prompt complementary institutional and operative innovations

to guaranty ESS success. Source: CP-LANREF.

como temperatura, viento, humedad relativa, etc.,
favorecido por la disponibilidad de estaciones me-
teorologicas digitales y acceso publico a bases de
datos regionales (p.e., CONAGUA en México) y
globales (NOAA) (Magarey e Isard, 2017), para
el desarrollo de alertas de riesgos fitosanitarios re-
gionales (Kim et al., 2020; Moschini et al., 2004).
Este subsistema ha mostrado viabilidad en cultivos
extensivos con gradientes térmicos lineales (Tsuka-
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to a complex dynamic system characterized
by the interdependence of
multiple processes, all

interaction and
concurrent derived
from the epidemiology system rational frame
(Figure 2-4), which operate with the following
assumptions: 1) Every phytosanitary phenomenon
is multidimensional and has a highly dynamic
multivariate variability in time and space. Its

characterization and quantification are the basis
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Figura 3. Modelo de integracion de tecnologia digital aplicable a la generacion y gestion web de datos de un Sistema de Vigi-
lancia Epidemiologico tipo 3 mediante tres elementos integrales: Disefio de aplicaciones moviles de cédigo abierto
para evaluacion y registro de n-variables epidemiologicas in situ (A); disefio estructural de n-bases de datos rela-
cionales (B); y desarrollo de una plataforma modular web para gestion de metadatos, analisis y comunicacion de

riesgos (C) (Figura 4). Fuente: CP-LANREF.

Figure 3. Integrative model of digital technology applicable to the development and processing of data in a web-based Epide-
miological Surveillance System type 3 through three integral elements: Design of open source mobile applications
for evaluation and records of epidemiological n-variables in situ (A); structural design of relational n-databases
(B); and development of a modular web-platform for metadata processing, analysis, and risk communication (C)

(Figure 4). Source: CP-LANREF.

hara et al., 2008; Moschini et al., 2004), pero en
general su aplicacion es inviable en agroecosiste-
mas heterogéneos al excluir otros subsistemas aso-
ciados a sensibles procesos bioldgicos de las plagas
(Mora-Aguilera et al., 2016a,b; Mora-Aguilera et
al., 2014b) (Figura 1). Un SVE sistémico es intrinse-
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of modeling, epidemic indicators, and algorithms
development; 2) Require planned feedback, and
optimization protocols, e.g., a molecular diagnosis
can correct risk factors, or a new pest incursion
implies reconfiguring prevalence algorithms and

analyses interfaces; 3) It involves mnon-linear
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camente holistico. Requiere un sistema epidemiolo-
gico robusto y modelos integrativos como marco
racional. La tecnologia digital claramente se subor-
dina a las necesidades y objetivos del SVE. Es la
consecuencia, no el fin (Figura 4).

functional relationships between variables whose
parameters are also relative in space-time. For
example, the sporulation rate of H. vastatrix versus
leaf severity does not have a simple proportional
relationship, its

and estimated parameters
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Figura 4. Modelo sistémico general de un Sistema de Vigilancia Epidemiologico tipo 3 operado por técnicos capacitados en
la concepcidn holistica-sistémica de los principios de prevencion y proteccion aplicados al manejo de plagas. Inte-
gra aplicaciones moviles ad hoc para registro de datos pertinentes de campo (A) (Figura 3), su envio en tiempo real
una plataforma web modular para gestion de base de datos y analisis dindmico automatizado (B), y comunicacién
de riesgos mediante la generacion de graficas descriptivas, indicadores epidémicos y alertas epidemiologicas apli-
cadas a toma de decisiones en manejo integrado regional fitosanitario sustentable (C). El modelo tiene como base
racional el novel sistema epidemiolégico (D) (Figura 1). Fuente: CP-LANREF.

Figure 4.

General sistemic model of a web-based Epidemiological Surveillance System type 3 implemented by trained hu-

man resources in the holistic-systemic conception of the prevention and protection principles applied to pest mana-
gement. It is supported by ad hoc mobile applications for pertinent field data collection (A) (Figure 3), its sending
in real-time to a modular web system for big data management and automated dynamic analyses (B), and risk
communication through descriptive graphics, epidemic indicators and epidemiological alerts applied to decision
making in regional integrated phytosanitary management (C). The model has the novel epidemiological system as
comprehensive approach (D) (Figure 1). Source: CP-LANREF.
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Estructura general de un Sistema de Vigilancia
Epidemiolégico tipo 3

Un SVE web en la concepcion holistica-sisté-
mica, es decir un VE tipo 3, corresponde a un sis-
tema dinamico complejo caracterizado por la inte-
raccion e interdependencia de multiples procesos
concurrentes, todos derivados a partir del marco
racional del sistema epidemiologico (Figura 2-4),
los cuales operan con las siguientes asunciones: 1)
Todo fendmeno fitosanitario es multidimensional y
posee una variabilidad multivariada altamente di-
namica en tiempo y espacio. Su caracterizacion y
cuantificacion es la base del modelaje, indicadores
epidémicos y desarrollo de algoritmos; 2) Requie-
re procedimientos planeados de retroalimentacion
y optimizacioén, p.e., un diagnostico molecular
puede corregir factores de riesgo u ocurrencia de
una nueva plaga implica reconfigurar algoritmos
de prevalencia y modulos de analisis; 3) Involucra
relaciones funcionales no lineales entre variables
cuyos parametros ademas son relativos en espacio-
tiempo, p.e., la tasa de esporulacion de H. vastatrix
versus severidad no tiene una relacion proporcional
simple y sus parametros estimados son dependien-
tes de variedad de café (Coffea arabica) o facto-
res de manejo (Mendoza-Ramos et al., 2015b); 4)
Incluye mediciones cualitativas (p.e., categorias de
manejo agronémico) y cuantitativas (i.e., nimero
de hojas con lesiones de roya), lo cual diversifica
las estrategias analiticas; y 5) El factor humano es
parte sustancial del sistema. Directamente, apor-
tando calidad del dato registrado en campo y en
adopcion de criterios de accionabilidad preventi-
va/protectiva; e indirectamente, en planeacion de
politica fitosanitaria y agricola. Debido a la com-
plejidad intrinseca, un SVE requiere un enfoque
de holistico-sistéemico e idealmente un equipo in-
terdisciplinario involucrado en procesos ciclicos
de analisis y sintesis conducentes a la solucion del
problema (Figura 1 y 2).
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are dependent on the coffee variety (Coffea
arabica) or management factors (Mendoza-
Ramos et al., 2015b); 4) It includes qualitative
(e.g., agronomic management categories) and
quantitative measurements (e.g., number of leaves
with rust lesions), which diversify the analytical
strategies; and 5) The human factor is a substantial
part of the system. Directly, by providing quality
of data records collected on the field and adopting
preventive/protective actionability criteria; and
indirectly, thought phytosanitary and agricultural
policy planning. Due to the intrinsic complexity,
an ESS requires a holistic-systemic approach
and, ideally, an interdisciplinary team involved in
cyclical processes of analysis and synthesis, leading
to the solution of the problem (Figure 1 and 2).
This holistic-systemic approach results in
a digital technological model of innovation
(Figure 3) (Kang et al, 2010), but articulated
to a rational research framework to support the
development of methods and algorithms in solving
the phytosanitary problem (Coria-Contreras et
al., 2019; Mora-Aguilera et al., 2014d; Kuang et
al., 2012). The general structure of a web-based
ESS has three perfectly differentiated components:
1) Generation of relevant field data through App-
Web platform synchronization; 2) Modular system
for advanced data management and analysis in the
web platform and restricted analysis in the App; 3)
Alerts and risks communication. These components
have flow diagrams specific to the phytosanitary
problem, so they have their digital programming
structure and cannot be used arbitrarily (Figure
4) The development core can be a back-end
programming language like PHP complemented
with others front-end types like JavaScript. In this
concept, a web platform should be understood as a
web interface specifically designed and developed
to graphically represent and/or intervene in a
big phytosanitary database
user requirements upon an automatized menu

through specific
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Este enfoque holistico-sistémico resulta en un
modelo tecnolégico digital de innovacion (Figura
3) (Kang et al., 2010), pero articulado a un marco
racional de investigacion para sustentar el desarro-
llo de algoritmos en la solucion del problema fito-
sanitario (Coria-Contreras et al., 2019; Mora-Agui-
lera et al., 2014d; Kuang et al., 2012). La estructura
general de un SVE web tiene tres componentes per-
fectamente diferenciados: 1) Generacion de datos
pertinentes de campo a través de sincronizacion
App-Plataforma Web; 2) Sistema modular de ges-
tion y analisis avanzados en Plataforma Web y ana-
lisis restringido en App; 3) Comunicacion de aler-
tas y riesgos. Estos componentes poseen diagramas
de flujo especificos al problema fitosanitario por lo
que poseen su propia estructura digital de progra-
macién y no pueden aplicarse indiscriminadamen-
te (Figura 4). El nucleo de desarrollo implica un
lenguaje de programacion a nivel servidor, como
PHP, complementado con otro usuario-interfaz,
como JavaScript. Una plataforma debe entenderse
aqui como una interfaz web especificamente dise-
nada y desarrollada para representar graficamente
y/o intervenir grandes bases de datos fitosanitarios
a través de requerimientos especificos del usuario
a partir de un conjunto automatizado de opciones
propuestas para la comprension y soluciéon de un
problema fitosanitario. Sin embargo, una platafor-
ma web, orientada a simplificar las necesidades el
usuario, representa Unicamente el modelo digital
operativo y no la integralidad del proceso holistico-
sistéemico asociados con un SVE tipo 3 que un equi-
po interdisciplinario de expertos supervisa y aplica
mejora continua (Figura 2-4).

Aplicaciones moviles — plataformas web en la
gestion del dato epidemiologico

La telefonia movil y el desarrollo de aplica-
ciones (Apps) para operar en esos dispositivos
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provided to comprehend and solve a phytosanitary
problem. However, the intended user-friendly web
platform represents only the operational digital
model, not the comprehensiveness of the holistic-
systemic process associated with an ESS type
3 that an interdisciplinary team supervises and
continuously improves (Figure 2 - 4).

Mobile applications - web platforms in the
management of epidemiological data

Mobile telephony and the development of
applications (Apps) to operate on these devices
have revolutionized ES, being fundamental to ESS
type 3, in the last ten years (Guzman-Hernandez et
al., 2017; Aanensen et al., 2009) (Figure 3 and 4).
Apps with relevant architecture allow the recording
and transferring data in real-time with telephone
service providers and low-cost equipment.
Android®, the popular open-source operating
system, has favored the generation and innovation
of Apps according to specific ESS needs. However,
these developments must adequate

biological, epidemiological, and operational bases

ensure

for functional purposes. An interdisciplinary team
is essential to achieve this purpose. The usability
growing trend of Apps in ES, and in general in
phytosanitary programs, has exhibited application
failures because its conception is delegated to the
software developer.

Additionally, an App can be designed for
particular purposes, €.g., to assess disease severity,
sampling units calculation, georeferencing of
suspicious pests and symptoms, and to the record
of trapped individuals (Pethybridge and Nelson,
2018; Pethybridge and Nelson, 2015). This leads
to the excessive fragmentation of a phytosanitary
problem in multiple Apps, but handily for ES type
1 and 2. In contrast, a generic App, overloaded
with modules and menu tools can be complex
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ha revolucionado la VE, siendo fundamental para
SVE tipo 3 en los ultimos 10 afios (Guzman-Her-
nandez et al., 2017; Aanensen et al., 2009) (Figura
3 y 4). Apps con arquitectura pertinente permiten
registrar y trasferir datos en tiempo real con servi-
cios telefonicos y equipos de bajo costo. Android®,
el popular Sistema Operativo de cédigo abierto,
ha favorecido la generacion e innovacion de Apps
acordes a necesidades especificas SVE. Sin embar-
go, estos desarrollos deben asegurar una adecuada
integracion de bases bioldgicas, epidemiologicas y
operativas con fines funcionales. Un equipo inter-
disciplinario es fundamental para lograr este pro-
posito. La tendencia creciente del empleo de Apps
en VE, y en general en la fitosanidad, ha exhibido
fallas aplicativas debido a que se delega su concep-
cion al desarrollador de software.

Adicionalmente, una App puede disefiarse para
fines muy especificos, p.e., evaluar severidad de
enfermedad, calculos de unidades de muestreo,
georreferenciacion de plagas/sintomas
chosos, y registro de individuos trampeados (Pe-
thybridge y Nelson, 2018; Pethybridge y Nelson,
2015). Esto conduce a la fragmentacion excesiva
de un problema fitosanitario en multiples Apps,
pero viables para VE tipo 1 y 2. En contraparte,
una App genérica, sobrecargada de mddulos y op-
ciones puede resultar compleja e impractica. Por
otra parte, la factibilidad técnica y conceptual para
desarrollar una App orientada al usuario final, sin
interactividad web, proyecta una idea tecnologica
simplificada. En realidad, Apps para SVE tipo 3
deben concebirse para flujo bidireccional de datos
referenciados en espacio-tiempo, vinculado a un
sistema web de gestion fitosanitario y multiples
usuarios acreditados para registrar y recibir infor-
macion estandarizada y sincronica hacia / desde un
entorno web (Figura 3 y 4) (Guzman-Hernandez et
al., 2017). Estas Apps tienen un fin epidemiolédgico
y son mas complejas conceptual y operativamente

sospe-
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and impractical. On the other hand, the technical
and conceptual feasibility to develop an App
oriented to end-users, without web interactivity,
oversimplified the EES technological needs.
In reality, Apps for ESS type 3 support must be
conceived for bidirectional flow of data referenced
in space-time, structured linked to its phytosanitary
web platform with multiple accredited users to
register and receive standardized and synchronous
information to and from the web environment
(Figure 3 and 4) (Guzman-Hernandez et al., 2017).
These Apps have an epidemiological purpose
and are conceptually and operationally complex
(Drew et al., 2020; Guzman-Hernandez et
al., 2017). In other cases, such as Epicollect5 3.0.3,
a pioneering generic application (Aanensen et
al., 2009), they are linked to a web environment for
data integration and visualization, but they do not
incorporate algorithms for decision-making.

ESS type 3 Apps are essential to record periodic
data in real-time from extensive evaluations of
variables associated with the epidemiological
n-sites/regional production units
preselected with quantitative inductivity criteria,
ideally with statistical error estimates for technical
auditability — purposes (Acevedo-Sanchez et
al., 2017; Parnell et al., 2017; Acevedo-Sanchez
and Mora-Aguilera, 2016).
structured collection of data storage hock to a
web platform generates large volumes of data
(i.e., structured big data), which are intervened by
dynamic algorithms to generate descriptive graphic
outputs, automated analysis, and development of
actionability criteria for decisions making inherent
to the ESS objective(s). A mobile application
designed with an epidemiological approach also
allows its implementation in ESS support research
(Mendoza-Ramos et al., 2021; Lopez-Bautista et
al., 2020; Coria- Contreras et al., 2019) and in risk
communication by receiving alerts for decision-

system in

Eventually, the
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(Drew et al., 2020; Guzman-Hernandez et al., 2017).
En otros casos, como en Epicollect5 3.0.3, una apli-
cacion pionera genérica (Aanensen et al., 2009), se
vinculan a un entorno web para la integracion y vi-
sualizacion de datos, pero no permiten la incorpo-
racion de algoritmos para tomas de decisiones.
Apps para SVE tipo 3 son esenciales para re-
gistrar datos periddicos en tiempo real a partir de
evaluaciones extensivas de variables asociadas al
sistema epidemiologico en n-sitios/unidades pro-
ductivas regionales preseleccionadas con criterios
cuantitativos de inductividad, idealmente con es-
timaciones de error estadistico con fines de audi-
tabilidad técnica (Acevedo-Sanchez et al., 2017;
Parnell et al., 2017; Acevedo-Sanchez y Mora-
Aguilera, 2016). Eventualmente, el acopio estruc-
turado de datos articulados a una plataforma web
ad hoc genera grandes volumenes de datos los
cuales son intervenidos mediante algoritmos dina-
micos para generar insumos graficos descriptivos,
analisis automatizados y desarrollo de criterios de
accionabilidad para toma de decisiones inherentes
al objetivo(s) de un SVE. Una aplicacion movil
disefiada con un enfoque epidemioldgico permite
también su implementacion en investigacion de so-
porte (Mendoza-Ramos ef al., 2021; Lopez-Bautis-
ta et al., 2020; Coria-Contreras et al., 2019), y en
comunicacion de riesgos mediante la recepcion de
alertas para toma de decisiones. App Alerta Café v.
2.0, disponible en Play Store, se implement6 por
tres afios con este proposito (CP-LANREF, 2017.
No Publicado). CP-LANREF genero¢ las aplicacio-
nes App-VEFCafe v4.7 y App-SIVEA v4.1 para
SVEs de cafeto (C. arabica) y agave (Agave te-
quilana), respectivamente, operados oficialmente
por el ONPF (SENASICA-DGSV) (Cuadro 1).
Estas aplicaciones permiten el registro de un
total de 79 y 71 metadatos calendarizados, tota-
lizando 103,242,764 y 35,664,551 registros en
bases de datos web durante ocho y cinco afios de
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making. App Alerta Café v. 2.0, available in Play
Store, was supported for three years with this
purpose (CP-LANREF, 2017. Not published).
CP-LANREF generated the applications App-
VEFCafe v4.7 and App-SIVEA v4.1 for ESS
of coffee (C. arabica) and agave crop (Agave
tequilana), respectively, officially operated by
the NPPO (SENASICA-DGSV) (Table 1). These
applications allow the collection of a total of 79
and 71 scheduled metadata, totaling 103,242,764
and 35,664,551 database web records in eight
and five years of implementation, respectively.
Operational characteristics include geopositioning,
user authentication, characterization of productive
units, ID QR systems, pest damage assessment,
pest density, plant phenology, etc. These guarantee
standardization, timeliness, reliability, and regional
representativeness of phytosanitary and productive
data of the target crop. The Apps were developed
for the Android® operating system (version 5 or
higher for coffee and 6 — 8 for agave), articulated
with web technologies and back-end programming
languages (PHP, Nodejs, etc.) to generate web
services for registering-sending data. They use
relational databases with MySQL as the primary
manager. Both Apps were extensively validated
before ESS implementation, requiring adaptation for
compatibility between mobile systems, automatic
geographical verification of geopositioning, record
retrieval, local historicity of data, etc.

These Apps are developed with a
multifunctional, multivariate
modular structure. App-SIVEA also allows the
generation of epidemiological pre-alerts in situ.
The metadata feed algorithms in the PVEF-Cafeto
and SIVEA web platforms to generate preventive
alerts of phytosanitary risks at a regional and sub-
regional level for decision-making. The use of this
type of Apps requires training, and they are for
the exclusive use of accredited users. Other Apps

and multipest
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implementacion, respectivamente. Caracteristicas
operativas incluyen geoposicionamiento, auten-
ticacion de usuarios, caracterizacion de unidades
productivas, sistemas QR de identificacion, y es-
calas de evaluacion dafio por plaga(s), fenologia,
etc., que garantizan estandarizacion, oportunidad,
confiabilidad y representatividad regional de datos
fitosanitarios y productivos del cultivo agricola de
interés. Las Apps fueron desarrolladas para el sis-
tema operativo Android® (version 5 o mayor para
café y 6 - 8 para agave) articuladas con tecnologias
web y lenguajes de programacion asociadas al ser-
vidor (PHP, HTML, CSS, etc.) para generar servi-
cios web de registro-envio de datos. Emplean ba-
ses de datos relacionales teniendo a MySQL como
gestor principal. Ambas Apps se validaron extensi-
vamente previa implementacion SVE, requiriendo
adecuacion por compatibilidad entre sistemas mo-
viles, verificacion geografica automatica de georre-
ferencias, recuperacion de registros, historicidad
local de datos, etc.

Estas Apps estan desarrolladas con una es-
tructura modular multifuncional, multivariada y
multiplaga. App-SIVEA permite ademas generar
pre-alertas epidemiologicas in situ. Los metadatos
alimentan algoritmos en las plataformas PVEF-Ca-
feto y SIVEA para generar alertas preventivas de
riesgos fitosanitarios a nivel regional y subregional
para toma de decisiones. El uso de este tipo de Apps
requiere entrenamiento y son de uso exclusivo para
usuarios acreditados. Otras Apps, con propoésitos
fitosanitarios pueden ser genéricas y de uso libre.
App-Monitor 4.0 de CP-LANREF se disefid6 en
soporte a diagnosticos epidemioldgicos no exten-
sivos. Permite configurar la escala de medicion de
dafio y vigor de planta, evaluar hasta cinco plagas
de interés y registrar la especie vegetal hospedera.
Los datos generados son compatibles con formato
MS Excel y son exportables desde distintas herra-
mientas como e-mail, bluetooth y otras. Esta App
también puede descargarse desde Play Store.
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for phytosanitary purposes can be generic and
free to use. CP-LANREF App-Monitor v. 4.0 was
designed to support non-extensive epidemiological
diagnoses. It allows setting the scale to assess
pest(s) damage and plant vigor, evaluate up to five
pests of interest, and register the host plant species.
The data generated is compatible with MS Excel
format and can be exported from different tools
such as e-mail, Bluetooth, and others. This App can
also be downloaded from Play Store.

After
conditions, the digital technology and support
research results should be transferred to end-
user directly on the field to assure data quality
and adoption of the holistic-systemic philosophy
explicit on the scientific-technological innovation.
Such transference must include the implemented
institutional and operative innovation models
implying directives, protocols, functional roles,
and programmed goals. Effective human talent
management is fundamental for ESS type 3 success
(Figure 2 and 3).

exhaustive validation under real

Algorithms applicability to metadata
management and analyses

ESS type 3 integrating
quantitative strategies to establish or support

requires

preventive and protective actionability criteria in
pest management (Coria-Contreras et al., 2019;
Acevedo-Sanchez et al., 2017; Acevedo-Sanchez
and Mora-Aguilera., 2016; Mora Aguilera et al.,
2015a,b; Mora-Aguilera et al., 2014¢). ES types 1
and 2 often rely on normative qualitative decisions
(i.e., present/absent pest). In web-based ESS,
quantitative strategies must generate solutions
or algorithms programmable to automate the
management and analyses of big structured data
in real-time. In this context, a computer program
is lines of code in a language suitable for the web
environment, such as PHP, that solves a specific
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Después de un proceso exhaustivo de validacion
en condiciones reales, la tecnologia digital y la in-
vestigacion de soporte generada para un SVE tipo 3
debe ser trasferida al usuario final directamente en
campo para asegurar calidad del dato y adopcion
de la filosofia holistica-sistémica explicita en la in-
novacion cientifica-tecnologica. Esta transferencia
debe incluir el modelo de innovacion operativo y
el institucional/empresarial/productivo con énfasis
en directrices, protocolos, roles funcionales y me-
tas programaticas. La gestion efectiva del talento
humano determina el éxito SVE web tipo 3 (Figura
2y3).

Aplicabilidad de algoritmos en la gestion y ana-
lisis de metadatos

SVE tipo 3 requiere la integracion de estrate-
gias cuantitativas para establecer o sustentar crite-
rios de accionabilidad preventivos y protectivos en
el manejo de plagas (Coria-Contreras et al., 2019;
Acevedo-Sanchez et al., 2017; Acevedo-Sanchez
and Mora-Aguilera, 2016; Mora Aguilera et al.,
2015a, b; Mora-Aguilera et al., 2014¢). VE tipo 1 y
2 comunmente emplean criterios normativos cuali-
tativos (i.e., plaga presente/ausente). En SVE web,
las estrategias cuantitativas deben generar solucio-
nes o algoritmos programables para automatizar la
gestion y analisis de grandes volimenes de datos
en tiempo real. En este contexto, un programa de
computo son lineas de cdédigo en un lenguaje ido-
neo para entorno web, como PHP, que resuelve un
problema especifico de visualizacidon grafica, ge-
neracion de reportes automaticos con analisis des-
criptivos y célculo de criterios de accionabilidad
define un algoritmo (Figura 5A). Un enfoque intui-
tivo para generar algoritmos ha sido el empleo de
modelos empiricos deterministicos o modelos es-
tocasticos recurrentes en la epidemiologia clésica.
Por ejemplo, para resolver la interrogante: ;Cual
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problem of graphical visualization, generating

automatic reports with descriptive analysis,
and calculating actionability criteria define an
algorithm (Figure 5A). An intuitive approach to
generating algorithms has been using empirical
deterministic or stochastic models recurrent in
classical epidemiology. For example, to solve the
question: What is the incidence of disease-y at
time-¢?, the following algorithm was generated
using a stochastic or probabilistic model: ¥ =
20.92 + 0.28x,-0.20x,-0.005x, + 0.09x, + 0.02x +
0.05x,. Where x -x, are climate variables measured
with specialized equipment (Kuang et al., 2012).
In this case and others, using measurements of
variables associated with a real problem determines
the empirical nature of the model (Coria-Contreras
et al., 2019; Coria-Contreras et al., 2015b),
as opposed to a theoretical model based on
preconceived assumptions (Parnell et al., 2017).
Estimating parameters (e.g., 20.92, 0.28, etc.) with
statistical assumptions establishes its stochastic
character. With a systemic web ESS based on big
structured data, in addition to this type of numerical
algorithms, a set of relational algorithms 1is
required, that is, those that allow relating categories
of metadata for big data management (Mora-
Aguilera et al., 2014d).

Effective data management through user-
defined multi-criteria options acquires powerful
relevance in  visualizing interrelationships
among epidemiological system components and
understanding its effect on pest intensity changes
in time and space. The transference of web-based
ESS to end-users with different technical profiles
has shown that relational algorithms better
understand functional interrelationships among
variables and provide the epidemiological bases
to comprehend actionability criteria (CP-LAREF.
Unpublished). For example, graphically observing

the numerical progression of young coffee leaves
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<?php

session_start();

include ("../../conf/Conexion.php™);
$IDVALORCLIMATICO = $_SESSION[ ' IDVALORCLIMATICO'];

$sgl_archivos_climaticos = $_SESSION['SQL_ArchivesClimatices'];
mysgl_query($sql_archivos_climaticos,$conexion);

$sgl_datos_climaticos = $ SESSION['SQL DatosClimaticos'];

Sl 0

$sql="select * from valclimatemp where valclimatemp.idvaloresclimaticos ‘&Q'Germinacién

=", $IDVALORCLINATICO." "3
Sresultado = mysql_query($sql,$conexion);

$Cont=1;
while ($filas=mysql fetch_assoc($resultado)){

$hrsFavorables = @;
$hriuestra = strtotime($filas[ horamuestra']); Envés

if( (8filas[ temperatura’]»19.8 and $filas['temperatura’]<23.8) and :
($filas['hr']>88.9) and ( ($hrMuestra>=strtotime('22:09:00") and
$hrMuestra<= strtotime('23:59:80')) or ($hrMuestra>=strtotime('00:00:90")
t.and $hrMuestrac= strtotime('08:30:00°)) ) ){ i

Cerrado

v

Semi abierto

v

$hrsFavorables = 8.5;

o
&8

$s5g1="INSERT INTO datosclimaticosrcafe VALUES
(NULL,".$sgl_datos_climaticos['idArchivo'].",".$sql_t
ico'].”, ".$sql_datos climatices[ idParcelaFija’].”,
'".%sql_datos_climaticos[ 'Estado’]."",

<
3

limaticos['idTecn

@
3

2-8:30am Actividad Estomatica

'".%sql_datos_climaticos[ 'Municipio’]."",

s
5

Apertura estomatica Mmols/m2.s
w
3

R I ‘ ©
" .$sql_datos_climaticos['ClaveParcelaFija']."", I dao’s
“.$sql_datos_climaticos[ FechaRegistro’]."", m 30 5
'".$sql_datos_climaticos[ 'HoraRegistra']."", 20 e e T A —20'®
' %filas[ fechamuestra']."", ".$filas[ horamuestra’]."",".$fila 10 Temperatura foliar 110 9
ra'].",".$filas[ 'hr'].",".$filas| 'procio’].",".$hrsFavorables."”) g
0 0+
mysgl_query($sql,$conexion);
Colonizacién Punto
Clorético
Ciclo_,
xihm Tom
' / i6 . - Multiplicacion -
.....Germinacion Infeccion 1er Sintoma Inicio P Finaliza
Penetracion visual esporulacion esporulacion
Periodo de Incubacién Periodo de Generacion @
Periodo de Latencia n - Ciclos de Liberacion Esporas

Figura 5. Programaciéon web en PHP de un algoritmo numérico dinamico para el calculo del niimero de horas favorables
(Hf) para la germinacién de esporas de H. vastatrix aplicable en alertas tempranas de focos regionales de roya
del cafeto. La seccion enmarcada hace referencia al cédigo de programacion especifico a la funcién numérica del
recuadro azul (A). Actividad estomatica y temperatura foliar en C. arabica var. Caturra empleada para definir
el rango de horas (/)(0-8:30) de estoma abierto para contabilizar horas de temperatura (°C) y humedad relativa
(HR) aptas para la germinacién (B). Ciclo de patogénesis de H. vastatrix. El recuadro punteado rojo indica la fase
seleccionada para estimar riesgos de infeccion (C).

Figure 5. Web programming in PHP to calculate the number of favorable hours (FH), a dynamic numerical algorithm, for
spore germination of H. vastatrix applicable in early warning of regional outbreaks of coffee rust. The framed sec-
tion refers to the programming code specific to the numeric function in the blue box (A). Stomata activity and leaf
temperature in C. arabica var. Caturra used to define the range of hours (/) (0-8: 30) of open stoma to count hours
of temperature (°C) and relative humidity (RH) suitable for germination (B). Pathogenesis cycle of H. vastatrix.
The red dotted box indicates the phase selected for infection risk estimations (C).
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es la incidencia de enfermedad-y en un tiempo-z?,
se genero el siguiente algoritmo mediante un mo-
delo estocastico o probabilistico: ¥ =20.92+0.28x -
0.20x ,-0.005x,+0.09x,+0.02x +0.05x,. Donde x,-x,
son variables de clima medidas con equipo espe-
cializado (Kuang et al., 2012). En este caso, el
empleo de mediciones de variables asociadas a un
problema real determina el caracter empirico del
modelo (Coria-Contreras et al., 2019; Coria-Con-
treras et al., 2015b), en oposicidon a un modelo teo-
rico, el cual se basa en asunciones preconcebidas
(Parnell et al., 2017). La estimacion de parametros
(i.e., 20.92, 0.28, etc.) con supuestos estadisticos
establece su caracter estocastico. Con un SVE sis-
témico basado en grandes volumenes de datos se
requiere ademas de este tipo de algoritmos numé-
ricos, un conjunto de algoritmos relacionales, es
decir aquellos que permiten relacionar categorias
de metadatos para gestion de grandes bases de da-
tos (Mora-Aguilera et al., 2014d)

La gestion efectiva de datos mediante opciones
multi-criterio definidas por el usuario adquiere una
poderosa relevancia en la visualizacion de interre-
laciones entre variables asociadas al sistema epi-
demiologico y su efecto en cambios de intensidad
de plaga en tiempo y espacio. La trasferencia de
SVE web a usuarios con diferente perfil técnico ha
demostrado que los algoritmos relacionales per-
miten la facil comprension de interrelaciones fun-
cionales entre variables y aporta bases epidemiolo-
gicas para entender los criterios de accionabilidad
(CP-LAREF. No publicado). Por ejemplo, obser-
var graficamente la progresion numérica de hojas
jovenes de cafeto (subsistema Planta) respecto al
numero de hojas con lesiones causadas por H. vas-
tatrix (subsistema Patogeno), permite entender la
relacion tejido susceptible con disponibilidad de
inoculo para desencadenar un proceso infectivo.
Los algoritmos que posibilitan esto son predomi-
nantemente relacionales y estan condicionados
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(Plant subsystem) concerning the number of leaves
with lesions caused by H. vastatrix (Pathogen
subsystem) allows us to understand the relationship
between susceptible tissue and inoculum availability
to trigger an infective process. The algorithms that
enable this are predominantly relational and are
conditioned to the proper and planned selection
of variables, frequency, and spatial distribution of
measurements. ESS support research provides this
kind of information (Mendoza-Ramos et al., 2021;
Lopez-Bautista et al., 2020; Acevedo-Sanchez and
Mora-Aguilera, 2016; Mora-Aguilera et al., 2016b;
Mendoza-Ramos et al., 2015a, b). Logically,
a numerical algorithm must also be programmed
to automate decision rules. However, its origin
and conception were part of quantitative modeling
(Coria-Contreras et al., 2019; Kuang et al., 2012).
These algorithms are critical in the automation
of web-based ESS type 3 due to their direct
link with the criterion(s) of actionability or
epidemiological alerts. Note that field data, even
more acute with real-time transfer with ESS Apps,
are dynamic by their very nature. Nevertheless,
this is not necessarily represented by the numerical
algorithm. These can be dynamic or static in terms
of their numerical structure or due to parameter
calculation. A dynamic or ‘intelligent’ numerical
algorithm is mainly based on epidemic indices that
are desirable due to their sensitivity to detect
spatio-temporal changes without depending on
absolute parameters, which is the case of a static
numerical algorithm. These, in general, has a local
application and is temporally restricted (i.e., fi of a
model like the one previously described in the form
V= o + px. + ¢). In PVEF-Cafeto, 20 algorithms
based on epidemic indices and indicators were
programmed. For example, the algorithm for
calculating the number of hours
for H. vastatrix infection was based on specific
temperature (20-22 °C) and relative humidity

favorable
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a la pertinente y planeada seleccion de variables,
frecuencia y distribucion espacial de mediciones.
Lineas de investigacion de soporte SVE proporcio-
nan esta de informacion (Mendoza-Ramos et al.,
2021; Lopez-Bautista et al., 2020; Acevedo-San-
chez and Mora-Aguilera. 2016; Mora-Aguilera et
al.,2016b; Mendoza-Ramos et al., 2015a, b). Logi-
camente, un algoritmo numeérico también debe pro-
gramarse para automatizar reglas de decision en un
entorno web. Pero su origen y concepcion fue parte
de una modelacion cuantitativa (Coria-Contreras et
al.,2019; Kuang et al., 2012).

Este tipo de algoritmos son criticos en la auto-
matizacion de un SVE debido a su vinculacion di-
recta con el criterio(s) de accionabilidad o de alerta
temprana. Notar que el dato de campo, alin mas
acentuado por su transferencia en tiempo real con
SVE Apps, es dindmico por su propia naturaleza.
Pero esto no es necesariamente expresado por un
algoritmo numérico. Estos pueden ser dinamicos
0 estdticos en cuanto a su estructura numérica o
al calculo de parametros. Un algoritmo numérico
dinamico o ‘inteligente’ se basa principalmente en
indices epidémicos los cuales son deseables por su
sensibilidad para detectar cambios espacio-tempo-
rales sin depender de parametros absolutos, como
es el caso de un algoritmo numérico estdtico. Estos
generalmente tienen una aplicacion local y tempo-
ralmente restringida (i.e., #, de un modelo como el
previamente descrito de la forma J = B+ Bx +
¢). En el SVE para cafeto se programaron un to-
tal de 20 algoritmos basados en indices e indica-
dores epidémicos (CP-LANREF, No Publicado).
Por ejemplo, el algoritmo para el calculo numero
horas favorables para la infeccion de H. vastatrix
se baso en temperatura (20-22 °C) y humedad re-
lativa (> 90%) especificas exhibidas entre las 0:00
y 8:30 am (Santana-Penaloza et al., 2015) (Figura
5). Estas condiciones constituyen rangos funciona-
les bioldgicos asociados a germinacion de esporas
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(> 90%) exhibited between 0:00 and 8:30 a.m.
(Santana-Penaloza, et al. 2015) (Figure 5). These
conditions constitute functional biological ranges
associated with spore germination and stomata
penetration of the fungus (Figure 5B). Such “early”
events of the pathogenesis are suitable for purpose
of alerts regarding infection risks (Figure 5B, C).
The mechanistic understanding of this process
implied determining the pathogenesis
complemented with lesion expansion / uredospore
density, in different coffee varieties and thermal
regimes (Figure 5C). Additionally, studies were
carried out with scanning electron (JSM 6390) and
light (40x Carl Zeiss) microscopy to determine
the uresdospore aerodynamic morphology, its
germination process and the stomata density in
field plant material (Figure 5B). Thus, Figure 5B
shows, in transverse foliar sections of C. arabica
var. Bourbon, the stomata penetration of the germ
tube of the fungus. The graph shows the effective
stomata opening hours in var. Caturra (Handheld
SC-1 Leaf Porometer) in young (blue line), mature
(green) and old (red) leaves in order to specify the
leaf-age most receptive to penetration / infection
(CP-LANREF. Not Published). This type of
research demonstrates the scientific foundation
required to support an actionability algorithm.
The holistic-systemic ESS cannot be intuitive and
requires comprehensive research according to the
region where it is intended. The automatic result
of this algorithm is graphically displayed in the
PVEF-Cafeto web interface in the next section.
PVEF-Cafeto did not include any algorithm
developed with classical epidemiological models
or general probabilistic models based on temporal
incidence trends (Mora-Aguilera et al., 2016b;
Mora-Aguilera et al., 2015a; Mora-Aguilera et
al., 2014e). In contrast, in ESS agave (Table
1), subregional algorithms obtained from an
exhaustive analysis of regional historical data using

cycle,
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y penetracion estomatica del hongo, eventos ‘tem-
pranos’ de la patogénesis aptos con fines de alertas
respecto a riesgos de infeccion (Figura 5B, C). La
comprension mecanistica de este proceso implico
determinar el ciclo de patogénesis complementado
con expansion de lesion / densidad de uredosporas
en diferentes variedades de cafeto y régimen tér-
micos (Figura 5C). Adicionalmente, se realizaron
estudios con microscopia electrénica de barrido
(JSM 6390) y compuesto (40x Carl Zeiss) para co-
nocer la morfologia acrodinamica de la uresdospo-
ra, su proceso germinativo y la densidad estomatica
en material vegetal de campo (Figura 5B). Asi, la
Figura 5B muestra, en cortes foliares transversales
de C. arabica var. Bourbon, la penetracion esto-
matica del tubo germinativo del hongo. La grafica
exhibe las horas efectivas de apertura estomatica
determinadas en var. Caturra (Handheld SC-1 Leaf
Porometer) en hojas jovenes (linea azul), maduras
(verde) y viejas (rojo) con el fin de precisar la edad
foliar mas receptiva a la penetracion / infeccion
(CP-LANREF. No Publicado). Este tipo de inves-
tigacion demuestra el fundamento cientifico reque-
rido para sustentar un algoritmo de accionabilidad.
El SVE holistico-sistémico no puede ser intuitivo y
demanda investigacion acorde a la realidad regio-
nal donde éste serd implementado. El resultado au-
tomatico de este algoritmo se muestra graficamen-
te en la interfaz web PVEF-Cafeto en la siguiente
seccion.

PVEF-Cafeto no incluy6 ningtn algoritmo de-
sarrollado con modelos epidemioldgicos clasicos
o modelos probabilisticos generales, basados por
ejemplo en la tendencia temporal de incidencia
(Mora-Aguilera et al., 2016b; Mora-Aguilera et al.,
2015a; Mora-Aguilera et al., 2014e). En contraste,
en SVE para agave se programaron algoritmos sub-
regionales obtenidos a partir de exhaustivos anali-
sis de datos historicos regionales (2016-2019) me-
diante modelos de regresion multiple ajustados con
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multiple regression models adjusted with SAS
(Statistical Analyzes System) were programmed
for the calculation of agave weevil infestations
(Scyphophorus Coleoptera:
Curculionidae). The relational for this stochastic
modeling was the steady temporal density
peaks and local pest spreading (CP-LANREF.
Not published). Thus, such an approach is not

recommended for highly sensible pests to slight

acupunctatus,

variations on the epidemiological system, as in H.
vastatrix — C. arabica (Coria-Contreras et al.,
2015b). However, if this approach is required,
statistical adjustment of these models can be carried
out directly in special web modules, which allows
streamlining the temporal recalculation of these
algorithms (Kuang et al, 2012). As in the coffee
ESS, in agave, dynamic numerical algorithms were
also included.

Consequently, a web-based ESS is not
restrictive in type and number of algorithms.
Instead, depending on the systemic complexity of
the phytosanitary problem (Figure 2). Another type
of algorithms with great potential in web-based
ESS, mainly with big structured data, is derived
from automated machine learning with two main
trends: support vector machines and artificial
neural networks (Kaundal et al., 2006). However,
the use of these algorithms has been limited and
oriented mainly to disease diagnosis and severity
assessments (Golhani et al., 2018; Ma et al., 2018).

In the holistic-systemic conception, a web-
based ESS can be conceived as a complex system
of dynamic modeling programming where time
and space are included in the intrinsic calculations
of n-numerical and n-relational algorithms. It
allows tounderstand and analyze interactions among
variables and subsystems of the epidemiological
system in addition to automatic outputs of early
risk alerts or forecasts for regional decision making
(Figure 1, 4, and 5).
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SAS (Statistical Analyses System), para el calculo
de infestaciones de picudo del agave (Scyphopho-
rus acupunctatus, Coleoptera: Curculionidade). La
racionalidad de estos modelos estocasticos fue la
estabilidad temporal de picos poblacionales y la
fuerte dispersion local (CP-LANREF. No publica-
do). Consecuentemente, este enfoque no es reco-
mendable para plagas muy sensibles a variaciones
del sistema epidemiologico como en H. vastatrix
— C. arabica (Coria-Contreras et al., 2015b). Ope-
rativamente, el ajuste estadistico de éstos modelos
puede realizarse directamente en modulos web
especiales, lo cual permite dinamizar el recalculo
temporal de estos algoritmos (Kuang et al., 2012).
Al igual que en SVE cafeto, en agave también se
incluyeron algoritmos numéricos dinamicos. Con-
secuentemente, un SVE web no es restrictivo en
tipo y niamero de algoritmos. Estos dependen de la
complejidad sistémica del problema fitosanitario
(Figura 2). Otro tipo de algoritmos con gran po-
tencial aplicativo en SVE web, principalmente con
datos masivos, se basan en aprendizaje automati-
zado con dos principales tendencias: mdquinas de
vector soporte y red neuronal artificial (Kaundal
et al., 2006). Sin embargo, estos algoritmos se han
limitado y orientado principalmente al diagndstico
de enfermedades y evaluacién de severidad foliar
(Golhani et al., 2018; Ma et al., 2018).

En la concepcion holistica-sistémica, un SVE
web puede ser concebido como un sistema comple-
jo de modelacion - programacion dinamica donde
tiempo y espacio estan incluidos en los calculos in-
trinsecos de n-algoritmos numéricos y n-relaciona-
les permitiendo comprender y analizar interaccio-
nes entre variables y subsistemas del sistema epi-
demiologico, ademas de la generacion automatica
de alertas tempranas de riesgo o pronosticos para
tomas de decisiones regionales (Figura 1,4y 5).
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Epidemiological Surveillance System type 3
applied to coffee rust

Epidemic  increase of  Hemileia
vastatrix. The causal agent of coffee rust, H.
vastatrix, was detected in the 1980’s in Mexico.
The fungus was established in coffee-growing
areas at a sub-endemic level without economic
(SENASICA, 2016).

between 2007 and 2012, the increase in epidemic

consequences However,
intensity in Central America and southeastern
Mexico alerted the productive coffee sector and
NPPOs. In 2012, a regional epidemiological
diagnosis evidenced the socioeconomic risk due
to the distribution, incidence, and severity of the
disease; predominant inventory of Coffea arabica
varieties susceptible to the fungus; and plantations
aged over 20 years with limited agronomic
management in an estimated 639,000 ha (SIAP,
2018; Acevedo-Sanchez et al., 2015). With these
backgrounds, the Directorate General of Plant
Health (DGSV in Spanish) and the Laboratory for
Analysis of Phytosanitary Epidemiological Risk
of COLPOS (CP-LANREF) conceived a type 3
web-based ESS which was called Program for the
Epidemiological and Phytosanitary Surveillance of
Coffee (PVEF-Cafeto, in Spanish). The Program
was established in 2013 with a strategy of gradual
coverage to all coffee growing areas (Mora-
Aguilera et al.,2014d). The objectives of the PVEF-
Cafeto were: A) Develop a web-based ESS that
would allow precision and real-time information
on the epidemic status of coffee rust, climatic
inductivity, phenology dynamics, and productive
management; B) Generate regional models for
epidemic risk alerts and epidemiological indicators
to design preventive and protective action
strategies for decision-makers at the federal,
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Sistema de Vigilancia Epidemioldgico tipo 3
aplicado a la roya del cafeto

Incremento epidémico de Hemileia vastatrix. El
agente causal de la roya del cafeto, H. vastatrix, se
detectd en los 80's en México. El hongo se estable-
ci6 en zonas cafetaleras a nivel subendémico sin
consecuencias econdomicas (SENASICA, 2016).
Sin embargo, entre 2007 y 2012, el incremento de
intensidad epidémica en Centroamérica y sureste
de México alerto al sector productivo cafetalero y
ONPFs. En 2012, un diagnoéstico epidemiologico
regional evidenci6 el riesgo socioecondmico debi-
do ala distribucion, incidencia y severidad de la en-
fermedad; inventario predominante de variedades
de Coffea arabica susceptibles al hongo; y plan-
taciones envejecidas con edad superior a 20 afios
con limitado manejo agronémico en un estimado
de 639 000 ha (SIAP, 2018; Acevedo-Sanchez et
al., 2015). Con este sustento, la Direccion Gene-
ral de Sanidad Vegetal (DGSV) y el Laboratorio de
Analisis de Riesgo Epidemiologico Fitosanitario
del COLPOS (CP-LANREF) concibieron un SVE
tipo 3 en interfaz web, el cual se denominé Progra-
ma de Vigilancia Epidemiologico Fitosanitario del
Cafeto (PVEF-Cafeto). El Programa se establecio
en 2013 con una estrategia de cobertura gradual a
la totalidad de zonas cafetaleras (Mora-Aguilera et
al., 2014d). Los objetivos del PVEF-Cafeto fueron:
A) Desarrollar un SVE que permitiera conocer con
precision y en tiempo real el estatus epidémico de
la roya del cafeto, inductividad climatica, dinamica
fenologica y manejo productivo; B) Generar mode-
los regionales de alertas de riesgo epidémico ¢ in-
dicadores epidemiologicos para disefiar estrategias
de accionabilidad preventiva y protectiva orienta-
das a tomadores de decision a niveles federal, es-
tatal y productivo; y C) Incorporar gradualmente
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state, and productive levels; and (C) Gradually
incorporate n-pests of the coffee plant of quarantine
and economic importance to support a holistic-
systemic phytosanitary model with the plant (crop)
as the integrating axis of a novel epidemiology
system (Figure 1).

Characteristics of the PVEF-Cafeto. The PVEF-
Cafeto is a web-based ESS type 3, designed
to automate risk management, analysis, and
communication processes in a web environment
(Mora-Aguilera et al., 2015a, b; Coria-Contreras et
al., 2015a; Mora-Aguilera et al., 2014d). The
classic paradigm of monitoring specific pests
was transformed into an integrative and holistic-
systemic one based on a novel epidemiological
system with the plant as the production and
phytosanitary process (Figure 1 and 6). The ESS
was conceived to mitigate the potential impact of
coffee rust with predominantly preventive regional
actions. The PVEF-Cafeto web architecture is
multi-modular with public and private access
interfaces (Figure 7 and 8).

Public and private web access. The public
interface reveals the operational status of the
surveillance in real-time (Figure 7A) and the
epidemic status of rust through official reports and
weekly phytosanitary alerts (Figure 7B). Similarly,
protocols, methodological videos, and operational
manuals can be freely consulted. This enables
technical audits and the eventual harmonization
of the ESS with other NPPOs (Figure 7C). The
private interface allows accredited users to view
automatic subregional maps and graphs with the
highest epidemic risk in an period-i or configure
queries generating specific spatial and/or temporal
outputs.
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n-plagas del cafeto de importancia cuarentenaria
y econOmica para sustentar un modelo holistico-
sistémico fitosanitario con la planta (cultivo) como
eje integrador de un novel sistema epidemiologico.

Caracteristicas del PVEF—Cafeto. El PVEF-Ca-
feto es un SVE web tipo 3, disefiado para automati-
zar procesos de gestion, analisis y comunicacion de
riesgos en un entorno Web (Coria-Contreras et al.,
2015a; Mora-Aguilera et al., 2015a, b; Mora-Agui-
lera et al., 2014d). El paradigma cléasico del moni-
toreo de plagas especificas se transformé a uno in-
tegrador holistico-sistémico con base en un sistema
epidemiologico con el cultivo como eje central del
proceso productivo y fitosanitario (Figura 1y 6). El
SVE se concibi6 para mitigar el impacto potencial
de la roya de cafeto con acciones regionales pre-
dominantemente preventivas. La arquitectura web
del PVEF-Cafeto es multimodular con interfaces
de acceso publico y privado (Figuras 7 y 8).

Acceso web publico y privado. La interfaz publi-
ca trasparenta el estatus operativo de la vigilancia
en tiempo real (Figura 7A) y la condicion epidé-
mica de la roya por medio de reportes oficiales y
alertas fitosanitarias semanales (Figura 7B). Simi-
larmente, pueden consultarse libremente protoco-
los, videos metodologicos y manuales operativos.
Esto posibilita auditorias de caracter técnico y la
eventual armonizacion del SVE con otros ONPF
(Figura 7C). La interfaz privada permite a usuarios
acreditados visualizar mapas y graficas subregiona-
les automadticas con el mayor riesgo epidémico en
un periodo-i o configurar consultas especificas que
generan graficas espaciales y/o temporales.

Instrumentos de Vigilancia en la seccion priva-
da: Mapas. La Figura 8 ilustra el moédulo de /ns-
trumentos de Vigilancia, el cual automaticamente
muestra espacialmente la Condicion Fitosanitaria

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2021

Surveillance Instruments in private section:
Maps. Figure 8 illustrates the Surveillance
Instruments module, which automatically shows
spatially the Phytosanitary Condition of Veracruz,
one of the most important Mexican coffee states,
with municipal divisions colored by the level of
damage caused by coffee rust on a scale of 0 - 70%
(Classes) (Figure 8A). The lack of orange or red
color indicates that there are no subregions that
require mitigation actions in the current stage of
the production cycle since the maximum average
severity range was 4 - 15%. Areas that require
and implement rust mitigation can be viewed in
the RCA option (Regional Control Areas). The
correct box is a pest selector that changes the map
accordingly (Figure 8A). Other custom options are
shown in the top menu.

Surveillance Instruments in private section:
Figure 8B, the
municipalities of Veracruz that are most inductive

Temporal dynamics. In
to coffee rust (Tepetlan, Teocelo, and Altotonga)
at the current stage of the production cycle are
automatically shown with temporal traceability
to previous cycles (2016-2021). The red bars
in the lower box represent at weekly/month
interval the number of favorable hours (FH)
for H. vastatrix infection associated with the
epidemic process of the most inductive municipality
(Teocelo) (Figure 8C), automatically calculated
with a dynamic numerical algorithm (Figure 5).
Below FH bars, actual continuous temperature and
relative humidity (blue line) can also be exhibited
upon selection. This climatic data is obtained from
coffee field sensors strategically distributed in a
subregion. Ellipses and superimposed red arrows
represent the exploratory association of differential
inductive epidemic effect of a sustained interval of
FH between May and August, with an increase in
rust severity in Teocelo between August and late
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Figura 6. Subsistemas Planta - Plaga asociado a PVEF-Cafeto (Figura 7). La Planta de cafeto constituye el eje de integracion
fitosanitaria y es el centro del novel Sistema Epidemiolégico propuesto para SVE tipo 3 (Figura 1). Linea punteada
exterior azul resalta las plagas de importancia cuarentenaria de interés para México. La linea punteada negra des-
taca plagas prevalentes de importancia econémica. PVEF-Cafeto permite vigilar cambios de intensidad epidémica
/ incursion de patéogenos, nematodos, insectos y dcaros acorde con el enfoque SVE holistico- sistémico aplicado a la
prevencion y proteccion de plagas.

Figure 6. Plant - Pest subsystems associated with PVEF-Cafeto (Figure 7). The coffee Plant constitutes the axis of phytosani-
tary integration, and the center of the novel Epidemiological System proponed for ESS type 3 (Figure 1). Blue outer
dotted line highlights pests of quarantine importance of interest to Mexico. The black dotted line highlights preva-
lent pests of economic importance. PVEF-Cafeto allows surveillance of epidemic intensity changes / incursion of
pathogens, nematodes, insects and mites according to a holistic-systemic ESS approach applied to pest prevention
and protection.
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Figura 7. Interfaz web para visualizar informacion de interés piiblico del Programa de Vigilancia Epidemiolégico del Cafe-
to (PVEF-Cafeto). Seccion de representacion del estatus en tiempo real del muestreo (puntos azules) y monitoreo
(puntos rojos) sincronico de plagas del cafeto (Figura 6). El usuario puede personalizar el mapa con opciones del
menu ‘Mas +’ (A). Secciéon de consulta de comunicacion de riesgos: Boletines epidemiolégicos y Alertas fitosani-
tarias. En recuadro inferior se indican algunos elementos informativos dinamicos de tipo operativo, metodolégico
y fitosanitario (B). Seccién especializada para personal responsable del muestreo y monitoreo en campo, oficiales
ONPF e investigadores acreditados (C).

Web interface for viewing information of public interest from the Coffee Epidemiological Surveillance Program
(PVEF-Cafeto). Section shows real-time synchronic sampling status (blue points) and monitoring (red points) of
coffee pests (Figure 6). The user can customize the map with options of the menu ‘Mas +’ (A). Query section for
risk communication releases: Epidemiological bulletins and phytosanitary alerts. Some informational elements of
operational, methodological, and phytosanitary nature are indicated in lower dynamic boxes (B). Specialized sec-
tion for those responsible for sampling and monitoring in the field, ONPF’s officials, and accredited researchers

(©).
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Figura 8. Interfaz web para consulta privada de médulos avanzados de analisis epidemiol6gicos automatizados en PVEF-
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calculo de algoritmos de inductividad (C), (Figura 5). Otras explicaciones generales del ment superior en Figura

7

Figure 8. Web interface for private consultation of advanced modules for automated epidemiological analyses in PVEF-
Cafeto. The Surveillance Instruments module is displayed. Spatial section with custom space-time, pest type, and
damage scale query options to generate state or national risk-prevalence maps (A). Temporal section has options
for analogous queries (B) and the Zemporal section of climate monitoring for calculating inductivity algorithms
(C), (Figure 5). Other general menu explanations on Figure 7.

de Veracruz, uno de los estados cafetaleros mexi-
canos mas importantes, con divisiones municipales
coloreados por nivel de dafio, causado por la roya
del cafeto en una escala de 0 - 70% (Clases) (Fi-
gura 8A). Ausencia de color naranja o rojo indica
que no existen subregiones que requieran acciones
de mitigacion al estatus actual del ciclo productivo
ya que el rango de severidad promedio maximo es
de 4 - 15% (amarillo). Areas que requieren y rea-
lizan mitigacion para roya se pueden visualizar en
la opcién Arcos (Areas Regionales de Control). El

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2021

December (maximum), in three coffee productive
cycles. The time lag represents the effect of
incubation and latency period (lag) on the fungus
infection (Figure 5). Data and graphs can be
exported to generate user customize reports.

Analytical algorithms. Descriptive analyses
are automatically generated with relational
algorithms and allow for online epidemiological
diagnoses and advanced reports. Rust alerts,

at weekly intervals, are intended to determine
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recuadro derecho es un selector de plaga que cam-
bia concordantemente el mapa (Figura 8A). Otras
opciones personalizadas se muestran en menu su-
perior.

Instrumentos de Vigilancia en la seccion priva-
da: Dinamicas temporales. En la Figura 8B, auto-
maticamente se muestran los municipios de Vera-
cruz mas inductivos a la roya del cafeto (Tepetlan,
Teocelo y Altotonga) al avance del ciclo producti-
vo actual con trazabilidad temporal a ciclos previos
(2016-2021). Las barras rojas del recuadro inferior
representan a intervalo semanal/mensual el nume-
ro de horas favorables (HF) para infeccion de H.
vastatrix asociado al proceso epidémico del muni-
cipio mas inductivo (Teocelo) (Figura 8C), calcu-
lados automaticamente con un algoritmo numeéri-
co dinamico (Figura 5). Bajo las barras HF, lineas
continuas (azul) de temperatura y humedad relativa
pueden opcionalmente mostrarse. Estos insumos
climaticos son generados a partir de sensores a ni-
vel de plantaciones de café estratégicamente dis-
tribuidos en una subregion. Elipses y flechas roja
sobrepuestas representan la asociacion exploratoria
del efecto diferencial inductivo epidémico de un
intervalo sostenido de HF entre mayo-septiembre
con un incremento de severidad de roya en Teocelo
entre mitad de agosto y finales de diciembre (nivel
maximo) en tres ciclos productivos de café. El des-
fasamiento de tiempo representa el efecto del pe-
riodo de incubacion y latencia (/ag) en la infeccion
del hongo (Figura 5). Los datos y graficas pueden
ser exportables para generar reportes personaliza-
dos.

Algoritmos analiticos. Los analisis descriptivos
son generados automaticamente con algoritmos re-
lacionales y permiten realizar diagnosticos epide-
miolodgicos en linea y elaborar reportes avanzados.
Las alertas a roya, a intervalos semanales, tienen
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differentiated risks, at the municipality level,
in the formation of regional foci; typify the
epidemic process as an early or late focus, or
as an active epidemic (regional dispersion); and
define the actionability criteria for mitigation
with preventive or protective products previously
evaluated (Mendoza-Ramos et al., 2015b).
Risk analyses, also automated, are generated
with dynamic quantitative algorithms (Figure 5).

Continuous innovation. PVEF-Cafeto, an ESS
type 3, had a dynamic and continuous scientific-
technological innovation. Thus, as examples,
algorithm adjustments were made for the gradual
integration of 10 pests of economic importance and
nine under quarantine to monitor a total of 19 pests
(Figure 6). A regional monitoring module of varietal
resistance to H. vastatrix was integrated, and the
module to calculate favorable hours of climatic
inductivity was optimized to include n-pests,
such as the coffee berry borer Hypothenemus
hampei (Coleoptera: Scolytinae). These pests can
also be analyzed online with criteria analogous
to rust. A PVEF-Cafeto multi-pest conferred
technological, optimized general
resources, and was highly influential in the
traceability of phytosanitary risks.

integrality

Implementation and operability. PVEF-Cafeto
operated from 2013 to 2019 through duly trained
technical personnel from the Plant Health State
Committees (CESV in Spanish), contributing to
the NPPO. It ended once the coffee rust problem
was regionally mitigated in 11 coffee-producing
states, but it keeps its historical databases on the
webserver. It included a total of 240 municipalities
selected with criteria of epidemic inductivity
(Acevedo-Sanchez et al., 2016), which represented
85% of the country’s coffee-growing area. The
management of regional foci of rust showed its
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como proposito determinar riesgos diferenciados,
a nivel municipio, en la conformacion de focos re-
gionales; tipificar el proceso epidémico como foco
temprano o tardio, y epidemia activa (dispersion
regional); y definir los criterios de accionabilidad
para mitigacion con productos preventivos y/o pro-
tectivos previamente evaluados en campo (Mendo-
za-Ramos et al., 2015b). Estos analisis de riesgo,
también automatizados, se generan con algoritmos
cuantitativos dinamicos (Figura 5).

Innovaciéon continua. PVEF-cafeto, en concor-
dancia con un SVE tipo 3, tuvo un desarrollo de
innovacion cientifica-tecnoldgica dindmica y con-
tinua. Asi, por ejemplo, se realizaron adecuacio-
nes de algoritmos para gradual integracion de 10
plagas de importancia econémica y nueve cuaren-
tenarias para vigilar un total de 19 plagas (Figura
6); se integréo un modulo de monitoreo regional de
la resistencia varietal a H. vastatrix; y se optimi-
z6 el mddulo para célculo de horas favorables de
inductividad climatica de n-plagas insectiles como
la broca del cafeto Hypothenemus hampei (Coleop-
tera: Scolytinae). Estas plagas también pueden ser
analizadas en linea con criterios analogos a la roya.
La condicion multiplaga de PVEF-cafeto confirio
integralidad tecnoldgica, optimizo recursos genera-
les y fue altamente efectivo en trazabilidad de ries-
gos fitosanitarios.

Implementacion y operatividad. PVEF-Cafeto
operd de 2013 a 2019 mediante personal técnico
debidamente capacitado de Comités Estatales de
Sanidad Vegetal (CESV), entidad coadyuvante del
ONPF. Finalizé una vez que se logré mitigar re-
gionalmente el problema de roya del cafeto en 11
entidades productoras de café, pero conserva sus
bases de datos historicas en servidor web. Incluyo
un total de 240 municipios seleccionados con crite-
rios de inductividad epidémica (Acevedo-Sanchez
y Mora-Aguilera 2016), los cuales representaron el
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effectiveness by gradually reducing the leaf severity
and prevalence regarding the 2013 outbreak
(Acevedo-Sanchez et al., 2015), reaching since
2017 low epidemic intensity levels. Thus the state
average in June 2017 exhibited 8% plant severity
and 5% leaf severity. Subregionally (municipality),
there was 20% (£ 8%) of average plant severity and
6% (£ 3%) of leaf severity. The epidemic trends
of the most inductive municipalities, in general,
remained constant with low levels (severity <5%).
No additional pests had actionable risk levels,
and any pests of quarantine interest were detected
during the referred period. However, the digital
architecture and operational model of PVEF-
Cafeto allows its rapid reactivation (1-3 months) in
the event of any phytosanitary emergency. Thus,
from the 2020 production cycle to the present,
PVEF-Cafeto operates for preventive purposes
in Veracruz with 12 technicians attached to the
CESV and the technical-scientific support from
CP-LANREF. The PVEF-Cafeto has structured
big phytosanitary data with 15,773,140 records
comprised of 199,660 field evaluations, including
pest damage,
managements weekly/biweekly intervals; and
87,469,624 climatic records from Temperature /
RH sensors established in situ. This big structured
data is the basis for phytosanitary management
in time-space, establishing actionable criteria and
generating phytosanitary alerts at different time
horizons (Figure 7 and 8). PVEF-Cafeto was
awarded for its technological-scientific innovation
by the National Council of Science and Technology
of Mexico CONACYT (INNOVATIS 2018) and
the Inter-American Institute for Cooperation in
Agriculture IICA (INNOVAGRO, 2016).

phenology, and agronomical

PERSPECTIVES

In its holistic-systemic conception,

epidemiological surveillance represents the future
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85% de la superficie cafetalera del pais. El manejo
de focos regionales de la roya mostr6 su efectivi-
dad al reducir gradualmente severidad foliar y pre-
valencia respecto al brote 2013 (Acevedo-Sanchez
etal.,2015), lograndose desde 2017 niveles de baja
intensidad epidémica. Asi, el promedio estatal en
junio 2017 exhibi6 8% de severidad en planta y 5%
de severidad foliar. Subregionalmente (municipal),
se tuvo un 20% (£8%) de severidad en planta pro-
medio y 6% (£3%) de severidad foliar. Las tenden-
cias epidémicas de los municipios mas inductivos,
en general se mantuvieron constantes con niveles
bajos (Severidad < 5%). Ninguna plaga adicional
tuvo niveles de riesgo accionables y no se detecta-
ron plagas de interés cuarentenario durante el pe-
riodo referido. Sin embargo, la arquitectura digital
y modelo operativo de PVEF-Cafeto permite su
rapida reactivacion (1-3 meses) ante una emergen-
cia fitosanitaria. Asi, del ciclo productivo 2020 al
presente, PVEF-Cafeto opera con fines preventivos
en Veracruz con 12 técnicos adscritos al CESV y
con soporte técnico-cientifico de CP-LANREF. El
PVEF-cafeto posee un gran volumen de datos fito-
sanitarios con 15,773,140 registros provenientes de
199,660 evaluaciones de campo, incluyendo dafo
de plagas, fenologia y manejo agrondmico, a inter-
valos semanales y quincenales; y 87,469,624 regis-
tros climaticos provenientes de sensores de Tem-
peratura / HR establecidos in situ. Este ‘big-data’
estructurado es base para la gestion fitosanitaria en
tiempo-espacio, establecer criterios de accionabili-
dad y generar alertas fitosanitarias a diferentes ho-
rizontes de tiempo (Figura 7 y 8). PVEF-Cafeto fue
premiado por su innovacidn técnico-cientifica por
el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia de
Meéxico, CONACYT (INNOVATIS, 2018), y por
el Instituto Interamericano de Cooperacion para la
Agricultura, IICA (INNOVAGRO, 2016).
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of plant health applied to risk mitigation. The speed
of epidemic processes at a global level has escalated
in time and space. Classic field management
is becoming less efficient and profitable in
environmental terms and productive assets, forcing
regional strategies. Mobility and increased pest
density pressure due to productive and commercial
activities, human passage, variability, and climate
change (Mendoza-Ramos ef al., 2021; Lopez-
Bautista et al., 2020; Carbajal-Yepez et al., 2019;
Parnell et al., 2017; Mora Aguilera et al., 2014a,
b, c¢), as well as the social demand for safe food
production, lower carbon footprint and traceability
of the environmental impact, will constitute the
complex operational phytosanitary framework.
Web-based ESS type 3, due to its holistic-
systemic conception, supportin decision algorithms,
and predominantly preventive purpose, embraces
the most suitable option to face these challenges.
Type 1 and 2 epidemiological surveillance will
continue in force but with an impact limited to
the regulatory framework. Advances in digital
technology have revolutionized the acquisition,
management, and use of phytosanitary data,
enabling the development and implementation of
web-based ESS applied to regional management of
phytosanitary risks (Coria-Contreras et al., 2019;
Mora Aguilera et al., 2014d). The optimization,
harmonization, and quality indicators of all the
processes intrinsic to a comprehensive ESS are
equally feasible (Acevedo-Sanchez et al., 2017,
Guzman-Hernandez et al., 2017). However, the
perspectives will be limited by classical scientific
views, fragmented production models, and
traditional phytosanitary policies. The adoption
of new phytosanitary paradigms and scientific-
technological
future of holistic-systemic ESS. For instance,

innovation will determine the
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PERSPECTIVAS

La vigilancia epidemiologica, en su concep-
cion holistica-sistémica, representa el futuro de
la fitosanidad aplicada a la mitigacion de riesgos.
La velocidad de procesos epidémicos a nivel glo-
bal ha escalado en tiempo y espacio. Los manejos
parcelarios clasicos son cada vez menos eficientes
y rentables en términos ambientales y de activos
productivos obligando a la busqueda de estrategias
regionales. La movilidad e incremento de carga
de plagas por la actividad productiva y comercial,
trasiego humano, variabilidad y cambio climatico
(Mendoza-Ramos et al., 2021; Lopez-Bautista et
al., 2020; Carbajal-Yepez et al., 2019; Parnell et
al., 2017; Mora-Aguilera et al., 2014a, b, c); asi
como la exigencia social por una produccion inocua
de alimentos, menor huella de carbono y trazabili-
dad del impacto ambiental constituiran el complejo
marco operativo de la fitosanidad. Los SVE tipo 3
base web, por su concepcion holistica-sistémica,
soporte en algoritmos de decision y proposito pre-
dominantemente preventivo, constituye la opcion
mas idonea para enfrentar estos retos. La vigilancia
epidemiologica tipo 1 y 2 seguira vigente, pero con
impacto acotado al marco normativo. Claramente,
los avances de la tecnologia digital han revolucio-
nado la adquisicién, manejo y uso de datos fitosa-
nitarios posibilitando el desarrollo e implementa-
cion de SVE web aplicados al manejo regional de
riesgos fitosanitarios (Coria-Contreras et al., 2019;
Mora aguilera et al., 2014d). La optimizacion, ar-
monizacion e indicadores de calidad de todos los
procesos intrinsecos a un SVE integral son igual-
mente factibles (Acevedo-Sanchez et al., 2017,
Guzman-Hernandez et al., 2017). Las perspectivas
estaran, sin embargo, acotadas por visiones cienti-
ficas clasicas, modelos productivos fragmentados y
politicas fitosanitarias tradiciones. La adopcion de
nuevos paradigmas fitosanitarios y la innovacion
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classical epidemiology focused on studies at
limited farm production units; the epidemiological
tetrahedron adoption; and the
conception of damage dependent solely on

triangle or

infectious processes constitute restritive premises
that are not compatible with an ESS focused on
crop health in the broad productive sense.

CONCLUSIONS

In 1975, Krause and collaborators predicted
that: ‘The future in plant disease prediction will
perhaps be centralized national, regional, or state
facilities, equipped with data processing machinery
linked to remote data acquisition units. These
facilities could monitor environmental parameters
and process data for diseases, pests, and growing
Such a network
could make disease predictions, issue warnings,

conditions on many crops.

and perhaps make definitive disease control
recommendations as they are necessary’. Spurred
on by the digital revolution, this foresight has been
clearly demonstrated. Successful web-based ESS
type 3 cases operated by NPPOs, RPPOs, and
producer associations have shown the assertiveness
of space-scaled digital phytosanitary management.
However, strong scientific-technological
innovation challenges still prevail with pertinent
normative and operational frameworks. Due
to its holistic-systemic and preventive nature, a
web-based ESS type 3 emphasizes the crop’s
health under a sustainable and resilient approach.
The protection principle as understood with the
classical view of intervening an epidemic to
decrease its intensity, i.e., its epidemic rate, is
subordinated to the preventive principle optimized
through economic-biological decision thresholds.
Digital technology is a vital component of

innovation, but it does not define the success

488



FuLLy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

cientifica-tecnoldgica determinaran el futuro de la
VE. Por ejemplo, la epidemiologia clasica enfoca-
da a estudios en unidades productivas parcelarias;
adopcion del triangulo o tetraedro epidemiologico;
y la concepcion del dano dependiente tinicamente
de procesos infecciosos, constituyen premisas res-
trictivas. No compatibles con SVE enfocados a la
salud de cultivos en el amplio sentido productivo.

CONCLUSIONES

En 1975, Krause y colaboradores predijeron
que: ‘The future in plant disease prediction will
perhaps be centralized national, regional, or state
facilities, equipped with data processing machi-
nery linked to remote data acquisition units. These
facilities could monitor environmental parameters
and process data for diseases, pests, and growing
conditions on many crops. Such a network could
make disease predictions, issue warnings, and per-
haps make definitive disease control recommen-
dations as they are necessary’. Incentivada por la
revolucion digital, esta prevision ha quedado cla-
ramente demostrada. Casos exitosos de SVE tipo
3 base web operados por ONPFs, ORPFs y asocia-
ciones de productores han mostrado la asertividad
de un manejo fitosanitario digital escalado en espa-
cio. Sin embargo, atn prevalecen fuertes retos de
innovacion cientifica-tecnoldgica con marcos nor-
mativos y operativos pertinentes. Por su naturaleza
sistémica y preventiva, un SVE tipo 3 enfatiza la
salud del cultivo bajo un enfoque sustentable y re-
siliente. El principio de proteccion, entendido con
el enfoque clasico de intervenir una epidemia para
disminuir su intensidad, i.e., su tasa epidémica,
queda subordinado al principio preventivo optimi-
zado mediante umbrales econdmico-biologicos de
decision. La tecnologia digital es un fuerte com-
ponente de innovacion, pero no define el éxito de
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of an Epidemiological Surveillance Program.
The holistic-systemic epidemiological conception
of the phytosanitary problem focused on the crop’s
health, understood and validated in the field by
interdisciplinary teams, determines the applicability
and relevance of a comprehensive ESS.
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Resumen. El cempastchil (Tagetes erecta) es
una planta asterdcea comunmente utilizada como
flor ornamental y ceremonial durante la temporada
de otono en México. Las plantas de cempastchil
cultivadas en el campo presentaron sintomas de la
enfermedad de la mancha foliar bacteriana. Se ais-
16 una cepa bacteriana que potencialmente causa la
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Abstract.

Asteraceae plant commonly used as an ornamental

Marigold (Tagetes erecta) is an

and ceremonial flower during the fall season in
Mexico. Marigold plants cultivated in the field
presented bacterial leaf spot disease symptoms. A
bacterial strain that potentially causes spot disease
was isolated. The main goal of this research was to
classify this bacterium and assess its pathogenicity
towards marigold and other plant species. The
biochemical profiling identified this strain as
Pseudomonas syringae LF2012. The phylogenetic
analysis of the 16S rRNA gene revealed a close
relation with Pseudomonas genomospecies. The
[-Ceul macro-restriction profile of the chromosomal
confirmed its high degree of similarity with
distinct P. syringae pathovars. P. syringae LF2012
causes spot disease when inoculated by spray in
marigold leaves. Infection assays towards plants
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enfermedad de las manchas. El objetivo principal
de esta investigacion fue clasificar esta bacteria y
evaluar su patogenicidad en cempastchil y otras
especies vegetales. El perfil bioquimico identifico
esta cepa como Pseudomonas syringae LF2012.
El analisis filogenético del gen ARNr 16S reve-
16 una estrecha relacién con genomoespecies de
Pseudomonas. El perfil de macrorestriccion I-Ceul
del cromosoma confirm¢ su alto grado de similitud
con distintos patovares de P. syringae. P. syringae
LF2012 causa la enfermedad de las manchas cuan-
do se inocula por aspersion en hojas de cempasu-
chil. Los ensayos de infeccion de plantas de otras
familias (Asteraceae, Brassicaceae, Amarantha-
ceae, Poaceae y Solanaceae) sugirieron que la en-
fermedad podria limitarse al cempasuchil. Ademas,
esta cepa provoca respuestas de tipo hipersensible
en hojas de Nicotiana tabacum.

Palabras clave: bacteria, fitopatdogeno, virulencia,
respuesta hipersensible, 16S ARNT.

El cempastchil (Tagetes erecta) es una plan-
ta anual de la familia de las Asteraceae, origina-
ria de México. Las flores son fuente de pigmentos
amarillo-naranjas de carotenoides; especialmente
de xantdfilas, tales como la luteina (Deineka et
al., 2007). Ademas de pigmentos, el cempasuchil
también produce metabolitos con actividad antioxi-
dante, hepatoprotectiva y nematocida (Gopi et al.,
2012) y peculiarmente se usa como adorno en los
rituales del Dia de los muertos en México (Bran-
des, 1998).

Debido a la importancia del cempasuchil como
fuente de metabolitos secundarios y componente
del patrimonio cultural mexicano, se requiere in-
formacion sobre los patdgenos microbiales para
definir estrategias de proteccion a los cultivos y
prevenir pérdidas econdmicas, sobre todo para
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from other families (Asteraceae, Brassicaceae,
Amaranthaceae, Poaceae y Solanaceae) suggested
that disease might be limited to marigold plants.
Furthermore, this strain causes hypersensitive-like
responses in Nicotiana tabacum leaves.

Key words: bacteria, phytopathogen, virulence,
hypersensitive response, 16S rRNA.

The marigold (7agetes erecta) is an annual plant
from the Asteraceae family, native to Mexico. The
flowers are a source of carotenoid yellow-orange
pigments, mostly xanthophylls such as the lutein
(Deineka et al., 2007). Besides pigments, marigold
also produces metabolites with antioxidant,
hepatoprotective, and nematocidal activity (Gopi
et al.,2012), and, peculiarly, it is used as ornament
in the rituals of the Day of the Death in Mexico
(Brandes, 1998).

Due to the importance of marigold as a source
of secondary metabolites and as component of
the Mexican cultural heritage, information about
microbial pathogens is required to set strategies
of crop protection and prevent economical losses,
especially in small-scale producers. Marigold
seedlings cultivated in the field are susceptible
to damping-off caused by the fungal pathogen
Ceratobasidium sp. (Saroj et al., 2013). Unlike
damping-off, diseases caused by bacteria might
not prevent flower production if emerge in
the late stages of plant development, and the
commercialization of diseased plants contributes
to the dispersal of disease. Bacterial wilt caused
by Pseudomonas solanacearum and bacterial
leaf spot produced by Pseudomonas syringae pv.
tagetis are among the most damaging bacterial
diseases in marigold (Horst, 2013). P. syringae pv.
tagetis was first reported as Pseudomonas tagetis
(Hellmers, 1955), and causes apical chlorosis in
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productores de pequeia escala. Las plantulas de
cempasuchil cultivadas en el campo son suscepti-
bles a Damping-off causado por el patéogeno fungi-
co Ceratobasidium sp. (Saroj et al., 2013). A dife-
rencia del Damping-off, las enfermedades causadas
por bacterias podrian no impedir la produccion de
flores si emergen en las etapas tardias del desarrollo
de la planta, y la comercializacion de plantas enfer-
mas contribuye a la propagacién de la enfermedad.
La marchitez bacterial causada por Pseudomonas
solanacearum, asi como las manchas foliares cau-
sadas por Pseudomonas syringae pv. tagetis estan
entre las enfermedades bacteriales mds dafiinas
para el cempasuchil (Horst, 2013). P. syringae pv.
tagetis fue reportada por primera vez como Pseu-
domonas tagetis (Hellmers, 1955) y causa clorosis
apical en girasol (Helianthus annuus) y en la al-
cachofa de Jerusalén (dmbrosia tuberosa) (Gulya
et al., 1982; Shane y Baumer, 1984). Ademas de
sus efectos perjudiciales, este patdogeno tiene el
potencial de ser usado como agente de biocontrol,
ya que causa clorosis y necrosis al ser inoculado
en hierbas tales como el cardo de Canada (Cirsium
arvense) (Gronwald et al., 2002) y en la ambrosia
arvense Ambrosia grayi (Sheikh et al., 2001). La
clorosis quiza sea producida por la tagetitoxina, un
inhibidor de la polimerasa de ARN plastidial (Ma-
thews y Durbin, 1990).

Una nueva cepa bacterial que se asemeja a Pseu-
domonas syringae llamada LF2012 inicialmente
fue aislada por el Dr. Leopoldo Fucikovsky+ (Co-
legio de Posgraduados) de plantas de cempastchil
enfermas. Se inocularon 1x10%8 CFU mL"! por as-
persion en tres plantas para demostrar los postula-
dos de Koch. Después de la inoculacion, las plantas
se mantuvieron en una camara de crecimiento bajo
condiciones controladas de luz (aproximadamente
300 umoles m?s!), temperatura (27 °C), fotope-
riodos (16 h luz/8 h oscuridad) y humedad relativa
(75%). Este experimento se repitid tres veces. En

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2021

sunflower (Helianthus annuus) and Jerusalem
artichoke (Ambrosia tuberosa) (Gulya et al., 1982;
Shane and Baumer, 1984). Besides its detrimental
effects, this pathogen has the potential to be used
as a biocontrol agent as causes chlorosis and
necrosis when inoculated in weeds such as the
Canada thistle (Cirsium arvense) (Gronwald et al.,
2002) and wollyleaf bur ragweed (Ambrosia grayi)
(Sheikh et al., 2001). Chlorosis is likely produced
by tagetitoxin, an inhibitor of the plastidial RNA
polymerase (Mathews and Durbin, 1990).

A novel bacterial strain that resembles
Pseudomonas syringae and named LF2012 was
initially isolated from diseased marigold plants
by Dr. Leopoldo Fucikovsky+ (Colegio de
Posgraduados). Spray inoculation of 1x10% CFU
mL! into three plants was performed to prove the
Koch’s postulates. After inoculation, the plants
were maintained in a growth chamber under
controlled conditions for light (approximately 300
umoles m?s!), temperature (27 °C), photoperiod
(16 h light/8 h dark), and relative humidity (75 %).
This experiment was repeated three times. In this
set of experiments, P. syrinage pv. tomato DC3000
was used as reference of causal agent of disease
in Arabidopsis and tomato, and P. syringae pv.
syringae 61 was included as non- host strain as it
causes no disease in the plant species tested.

Chlorosis, accompanied by a necrotic halo,
became visible five days after inoculation in the
three plants tested in every experiment (Figure 1).
Bacteria were re-isolated from the diseased plant,
which confirms this strain is pathogenic towards
marigold. Host range assays were performed in
plants belonging to five different families, including
Asteraceae, Amaranthaceae, Brassicaceae,
Poaceae, and Solanaceae (Valenzuela-Soto et al.,
2015). Other phytopathogenic strains were included
as controls. The results are summarized in Table 1.

LF2012 only caused symptoms in marigold plants
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este conjunto de experimentos se usod P. syringae
pv. tomato DC3000 como referencia del agente
causal de enfermedades en Arabidopsis y tomate, y
se incluy6 a P. syringae pv. syringae 61 como una
cepa sin huésped, ya que no causa enfermedad en
la especie vegetal estudiada.

La clorosis, acompafiada de un halo necrotico,
se volvio visible cinco dias después de su inocula-
cion en las tres plantas examinadas en cada experi-
mento (Figura 1). Las bacterias fueron re-aisladas
de la planta enferma, lo que confirma que esta cepa
es patogénica hacia el cempasuchil. Se realizaron
ensayos de rango de huéspedes en plantas partene-
cientes a cinco familias diferentes, incluyendo As-
teraceae, Amaranthaceae, Brassicaceae, Poaceae y
Solanaceae (Valenzuela-Soto et al., 2015). Otras
cepas fitopatogénicas fueron incluidas como testi-
gos. Los resultados se encuentran resumidos en el
Cuadro 1. LF2012 solo causo6 sintomas en plan-
tas de cempasuchil, pero no asi en otras plantas,

Mock

but did not in other plants, including sunflower
(H. annuus) “small flower” that also belongs to
Asteraceae, and it has been reported as a host of
P. syringae pv. tagetis (Rhodehamel and Durbin,
1985). We tested three different cultivars of
sunflower, in any case LF2012 caused disease in
sunflower, hence, we ruled out the possibility to
name the strain as P, syringae pv. tagetis.

These results suggest that LH2012 is an adapted
pathogen causing disease in marigold, but it is
non-adapted to access into the other plant species.
Non-adapted pathogens do not cause a reaction
when inoculated by spray because they do not
access into the plant. But if the pathogen is forced
to invade mesophyll, it will be perceived by the
plant as hazardous agent, and a strong defense
response will be induced. Detection of pathogen-
derived molecules triggers the non-host resistance,
often characterized by hypersensitive response or
cell death at the site of infiltration that restricts

LF2012

Figura 1. Sintomas de la enfermedad de manchas foliares en cempasuchil (Zagetes erecta) causada por P. syringae LF2012
(LF2012) cinco dias después de inocular con aspersor. Las plantas con tratamientos simulados fueron rociadas con
un amortiguador de fosfato (simulacro). Las plantas se mantuvieron bajo un fotoperiodo (16 h luz/8 hoscuridad),
con luz de aproximadamente 300 pmoles m2s™, 28 °C y una humedad relativa de 75%.

Figure 1. Disease symptoms of leaf spot disease on marigold (Tagetes erecta) caused by P. syringae LF2012 (LF2012) five
days after spray inoculation. Mock treated plants were sprayed with phosphate buffer (Mock). Plants were kept
under a photoperiod (16 h light/8 h dark), light of approximately 300 pmoles m™s™, 28 °C, and relative humidity

of 75%.
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Cuadro 1. Determinacion del rango de huésped de Pseudomonas syringae LF2012. Los ensayos se realizaron al rociar una
inoculacion de suspension bacterial (1x10®* CFU mL™) y se roci6 un amortiguador de fosfato como simulacro. P.
syringae pv. tomato DC3000 se us6 como cepa virulenta de A. thaliana y S. lycopersicum. P. syringae pv. syringae

61 se uso6 como testigo sin huésped.

Table 1. Determination of host range of Pseudomonas syringae LF2012. Assays were performed by spray inoculation of
bacterial suspensions (1x10® CFU mL™"), and phosphate buffer was sprayed as mock control. P. syringae pv. tomato
DC3000 was used as virulent strain of A. thaliana and S. lycopersicum. P. syringae pv. syringae 61 was used as non-

host control.

P. 5. pv. tomato P s. pv. syringae

Experimental host LF2012 DC3000 61 Mock

Tagetes erecta + - - -
Asteraceae Helianthus annuus “small flower” - - -
Brassicaceae Brassica oleracea cv. Grandeur - - -
Arabidopsis thaliana Col-0 + - -
Amaranthus hypochondriacus - - -

A th
maranthaceac Amaranthus hybridus - - -
Poaceac Zea mays cv A188 - - -
Sorghum bicolor - - -
Solanum lycopersicum cv. Rio Fuego + - -
Solanaceae Nicotiana tabacum cv. Xanthi + - -

incluyendo girasol (H. annuus) “flor pequeia” que
también pertenece a Asteraceae, y ha sido reporta-
da como huésped de P. syringae pv. tagetis (Rhode-
hamel y Durbin, 1985). Se realizaron ensayos con
tres cultivares diferentes de girasol y en cualquier
caso LF2012 no causé enfermedades en girasol,
por lo que descartamos la posibilidad de nombrar
la cepa como P. syringae pv. tagetis.

Estos resultados sugieren que LH2012 es un
patogeno adaptado causante de enfermedades en
cempasuchil, pero es no adaptado para el acce-
so a las demas especies vegetales. Los patogenos
no adaptados no causan una reaccion cuando son
inoculados con aspersion porque no acceden hacia
adentro de la planta. Sin embargo, si el patdgeno es
forzado a invadir la mesofila, sera percibido por la
planta como un agente de riesgo y se inducira una
fuerte respuesta de defensa. La deteccion de molé-
culas derivadas de patdgenos dispara la resistencia
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the pathogen’s propagation (Lee et al., 2017). To
confirm that LH2012 has features of non-adapted
pathogen towards other species, we performed
infiltrations of 1x10® CFU mL"! of LH2012 into
tobacco leaves. LF2012 triggers hypersensitivity
reaction (HR) like spots (Figure 2). As expected to
this reaction, it was limited to the infiltration site no
matter how long the plants were incubated. This
result suggests that when LH2012 is recognized
as pathogen in a non-host plant when is directly
inoculated in mesophyll.

The metabolic profile was performed by the
BIOLOG test as a first approach to identify the
species of LF2012. LF2012 was inoculated in the
Biolog universal growth medium and incubated at
28 °C. The data were acquired and analyzed with the
MicroLog version 4.2 data software. The profile as
related to P. syringae pathovars. Furthermore, the
utilization of myo-inositol, D-sorbitol, D-mannose,
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del no-huésped, que suele caracterizarse por una
respuesta hipersensible o la muerte celular en el
sitio de infiltracion que restringe la propagacion
del patogeno (Lee et al., 2017). Para confirmar
que LH2012 tiene caracteristicas de patégeno no
adaptado hacia otras especies, se realizaron infiltra-
ciones de 1x10® CFU mL"' de LH2012 en hojas de
tabaco. LF2012 caus6 puntos semejantes a una re-
accion de hipersensibilidad (RH) (Figura 2). Como
se esperaba para esta reaccion, se limito al sitio de
infiltracion, sin importar el tiempo de incubacion
de las plantas. Este resultado sugiere que se reco-
noce a LH2012 como un patdgeno en una planta
no huésped cuando se inocula directamente en la
mesofila.

El perfil metabolico se llevo a cabo con la prue-
ba BIOLOG como una primera aproximacion para
identificar a las especies de LF2012. LF2012 se
inoculd en el medio de crecimiento universal Bio-
log y se incub6 a 28 °C. Los datos fueron obtenidos
y analizados con el software de datos MicroLog
version 4.2. El perfil se relaciona con patovares de
P. syringae. Asimismo, el uso de myo-inositol, D-
sorbitol, D-manosa, D-fructosa, a-D-glucosa, saca-
rosa, L-fucose y maltosa como fuentes de carbono
fueron similares a las fuentes reportadas para P.
syringae pv. tagetis (Rhodehamel y Durbin, 1985).
La identificacion como P. syringae pv. tagetis no
fue posible, ya que el perfil metabolico de este pa-
tovar no estd incluido en la base de datos disponi-
ble.

La secuencia del gen ARNr 16S es ampliamen-
te usado como un gen codificado y es usado en la
construccion de relaciones filogenéticas dentro de
las procariotas. Especificamente, en Pseudomo-
nas ha sido 1til para redistribuir algunas especies
de Pseudomonas en otros géneros (Mulet et al.,
2010). El género de Pseudomonas se divide en dos
linajes: aeruginosa y fluorescens. Pseudomonas
syringae se clasifica en el linaje de fluorescens y
siete genomoespecies (Gs) dentro de P. syringae son
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LF2012

Figura 2. P. syringae 1LF2012 causa una respuesta similar
al RH en hojas infiltradas de tabaco (Vicotiana
tabacum) (LF2012). Las plantas testigo fueron
infiltradas con amortiguador de fosfato (simula-
cién). Las plantas en maceras se matuvieron bajo
condiciones controladas de luz, temperatura y
humedad. Las fotografias de las plantas fueron
tomadas 5 dias después de infiltrarse.

Figure 2. P. syringae LF2012 causes an HR-like response
in infiltrated tobacco leaves (Nicotiana taba-
cum) (LF2012). Control plants were infiltrated
with phosphate buffer (Mock). Potted plants
were kept under controlled conditions of light,
temperature, and humidity. Plants were photo-
graphed 5 days after infiltration.

D-fructose, a-D-glucose, L-fucose,
and maltose as carbon sources were similar to

sucrose,

the sources reported to P. syringae pv. tagetis
(Rhodehamel and Durbin, 1985). Identification
as P. syringae pv. tagetis was not possible as the
metabolic profile of this pathovar is not included in
the available database.

The sequence of the 16S rRNA gene is widely
used as a barcode gene, and it is used to the
construction of phylogenetic relationships within
prokaryotes. Specifically, in Pseudomonas has
been useful to redistribute some Pseudomonas
species into other genera (Mulet ef al., 2010). The
Pseudomonas genus is divided into two lineages:
Pseudomonas

aeruginosa and  fluorescens.
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discernibles por andlisis filogenético (Marcelletti y
Scortichini, 2014).

El gen ARNr 16S de LF2012 se amplifico y clo-
noé con los siguientes procedimientos experimenta-
les reportados anteriormente por nuestro grupo de
trabajo (Valenzuela-Soto et al., 2015). El plasmido
purificado fue sujeto a una secuenciacion capilar en
un Analizador de ADN ABI PRISM 3700 (Applied
Biosystems) usando el promotor T7 y los oligo-
nucleotidos en reversa M13 que coinciden con las
secuencias flanqueantes de pCR-XL-TOPO (Invi-
trogen). La secuencia fue depositada en el Gen-
Bank bajo el nimero de Acceso KP796138.1. La
secuencia de ARNr 16S de LF2012 y las secuen-
cias correspondientes de las cepas representativas
de ambos linajes de Pseudomonas fueron alineadas
con el algoritmo ClustalW. Una vez alineados, se
cred un arbol filogenético con el método de unidén
de vecinos. Ambos procedimientos bioinformati-
cos fueron llevados a cabo en MEGAG6 (Tamura et
al., 2013). El arbol filogenético muestra que la se-
cuencia de ARNr 16S de LF2012 esta agrupada en
el linaje de fluorescens y tiene una estrecha relacion
con las genomoespecies Gs3, Gs6, Gs8, Gs9 (Figu-
ra 3). Las secuencias del linaje de aeruginosa estan
claramente separadas de fluorescens. Las geno-
moespecies con relacion estrecha con LF2012 per-
tenecen al grupo P. syringae (Mulet et al., 2010).
La secuencia de referencia de P. syringae pv. ta-
getis usada en el presente analisis (AB001449.1)
estd agrupada con otras cepas fitopatogénicas, pero
P syringae LF2012 esta excluido de este subarbol.
El arbol también muestra que LF2012 tiene menos
relacioén con otros linajes de especies fluorescens
tales como P. putida y P. savastanoi. Por lo tanto,
clasificamos a esta cepa como Pseudomonas syrin-
gae LF2012. Se requiere analizar otros marcadores
para determinar la relacion con P. syringae pv. ta-
getis o secuencias de cepas de referencias para las
genomoespecies 7, tales como P. syringae pv. he-
lianthi, que hasta ahora es insuficiente.
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syringae is classified into the fluorescens lineage,
and seven genomospecies (Gs) within P. syringae
are distinguishable by phylogenetic analysis
(Marcelletti and Scortichini, 2014).

The 16S rRNA gene of LF2012 was amplified
and cloned by the following experimental
procedures reported before by our workgroup
(Valenzuela-Soto et al., 2015). The purified plasmid
was subject to capillary sequencing in an ABI
PRISM 3700 DNA Analyzer (Applied Biosystems)
using the T7 promoter and MI13 Reverse
oligonucleotides that match flanking sequences of
pCR-XL-TOPO (Invitrogen). The sequence was
deposited in the GeneBank under the Accession
Number KP796138.1. The 16S rRNA sequence
of LF2012 and the corresponding sequences from
representative strains of the two Pseudomonas
lineages were aligned by the ClustalW algorithm.
After alignment,
constructed by the neighbor-joining method. Both
bioinformatics procedures were conducted in
MEGAG6 (Tamura et al., 2013). The phylogenetic
tree shows that the 16S rRNA sequence of LF2012
is clustered into the fluorescens lineage, and it is
closely related to genomospecies Gs3, Gs6, Gs8,

a phylogenetic tree was

Gs9 (Figure 3). The sequences from the aeruginosa
lineage are clearly separated from fluorescens. The
genomospecies closely related to LF2012 belong
to the P syringae group (Mulet et al., 2010).
The reference sequence of P. syringae pv. tagetis
used in our analysis (AB001449.1) is clustered
with other phytopathogen strains, but P. syringae
LF2012 is excluded from this subtree. The tree
also shows that LF2012 is less related to other
species fluorescens lineage such a P. putida and P.
savastanoi. Therefore, we classified this strain as
Pseudomonas syringae LF2012. Analysis of other
markers is necessary to determine the relationship
with P syringae pv. tagetis or sequences of
reference strains for the genomospecies 7, such as
P. syringae pv. helianthi, which so far is lacking.
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Figura 3. Arbol filogenético que muestra la relacién del Pseudomonas syringae LF2012 aislado de plantas de cempasuchil
con un subconjunto de cepas y especies de relacion cercana. El nimero de acceso de cada secuencia usada esta

indicado en la rama antes del nombre.

Figure 3. Phylogenetic tree showing the relationship of the Pseudomonas syringae LF2012 isolated from marigold plants
within a subset of closely related strains and species. The accession number of every sequence used is indicated in

the branch before the name.

Se llevo a cabo un perfil de macrorestriccion al
digerir el ADN genémico de LF2012 y nuestras ce-
pas testigo con I-Ceul. Los productos de restriccion
fueron separados por electroforesis en gel de cam-
po pulsado (PFGE, por sus siglas en inglés) (Fi-
gura 4). El patron de restriccion de LF2012 (linea
A, Figura 4) fue como el perfil de P. syringae pv.
syringae 61 del Gsl (linea B, Figura 4), pero no se
detectaron fragmentos comunes entre LF2012 y P.
syringae pv. glycinea (linea C, Figura 4), miembro
del grupo amygdali dentro del linaje de fluorescens
(Gomila et al., 2017). Las diferencias y semejanzas
en estos patrones de restriccion respaldan la clasifi-
cacion de la cepa como P. syringae LF2012.

En conclusion, los resultados obtenidos en
el presente estudio para el perfil bioquimico y el
analisis molecular permitieron identificar a esta
bacteria como Pseudomonas syringae LF2012, un

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2021

A macro-restriction profile was performed by
digesting the genomic DNA of LF2012 and our
control strains with I-Ceul. Restriction products
were separated by pulse-field gel electrophoresis
(PFGE) (Figure 4). The restriction pattern of
LF2012 (line A, Figure 4) was like the profile of
P. syringae pv. syringae 61 form the Gsl (line B,
Figure 4), but no common fragments were detected
between LF2012 and P. syringae pv. glycinea (line
C, Figure 4) a member of the amygdali group
within the fluorescens lineage (Gomila et al., 2017).
Differences and similarities in these restriction
patterns supports the classification of the strain as
P syringae LF2012.

In conclusion, results obtained here from
biochemical and molecular

profile analysis

permitted  identifying  this  bacterium  as

Pseudomonas syringae LF2012, a pathogen that
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Figura 4. Perfiles de macrorestriccion de Electroforesis en gel de campo Pulsado (PFGE) producidos por P. syringae LF2012

Figure 4.

y otras bacterias fitopatogenas. El ADN cromosémico DNA fue digerido con la endonucleasa de corte raro I-Ceul y
luego separado con PFGE. (1) Marcador de tamafio de escalera Lambda. Patrones de PFGE de: (A) Pseudomonas
syringae pv. tagetis L¥2012; (B) P. syringae pv. syringae 61; (C) P. syringae pv. glycinea PG4180; (D) P. syringae pv.
tomato DC3000; (E) Pectobacterium cacticidum FHLGJ22 y (Y) cromosoma de Saccharomyces cerevisiae YPHS80;
(kb) tamaiios en kilo pares de base.

Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) macrorestriction profiles produced by P. syringae LF2012 and other
phytopathogenic bacteria. Chromosomal DNA was digested with the rare-cutting endonuclease I-Ceul and sub-
sequently separated by PFGE. (A) Lambda ladder size marker. PFGE patterns of: (A) Pseudomonas syringae pv.
tagetis LF2012; (B) P. syringae pv. syringae 61; (C) P. syringae pv. glycinea PG4180; (D) P. syringae pv. tomato
DC3000; (E) Pectobacterium cacticidum FHLGJ22, and (Y) Saccharomyces cerevisiae YPH80 chromosome; (kb)

sizes in kilo base-pairs.

patogeno que causa sintomas de la enfermedad de
manchas foliares en el cempasuchil. Es avirulenta
en otra planta Asteraceae y plantas de otras fami-
lias, y dispara reacciones semejantes a HR en hojas
de tabaco infiltradas. La secuenciacion de genoma
completo de esta nueva cepa permitira determinar
la clasificacion precisa que ayuda en métodos mo-
leculares de patdgenos de cempasuchil y en la iden-
tificacion de factores de virulencia que ilustran la
base molecular de la enfermedad. Debido a la rela-
cion con P. syringae pv. tagetis, su potencial como
biocontrol de malezas puede ser explorado.

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2021

causes leaf spot disease symptoms in marigold.
It is avirulent in another Asteraceae plant and
plants from other families and triggers HR-like
reaction in infiltrated tobacco leaves. The whole-
genome sequencing of this novel strain will help
determine the accurate classification that helps in
molecular methods of marigold pathogens and the
identification of virulence factors that illustrate the
molecular basis of the disease. Due to the relation
to P. syringae pv. tagetis its potential as biocontrol
of weeds might be explored.
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Resumen. El objetivo de este estudio fue detec-
tar el agente causal de la marchitez del chile haba-
nero en cuatro municipios de Tabasco, en las areas
cacaoteras donde se estd incentivando la produc-
cién de chile habanero. Se realizaron muestreos
en cuatro municipios: Huimanguillo (1), Cardenas
(2), Cunduacan (9) y Centro (3). Las muestras se
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Abstract. The objective of this study was to
detect the causal agent of habanero bell pepper wilt
in four municipalities of Tabasco, in cocoa-growing
areas where habanero bell pepper production is
being encouraged. Sampling was carried out in
four municipalities: Huimanguillo (1), Cérdenas
(2), Cunduacan (9) and Centro (3). Samples were
sown and isolated for morphological and molecular
identification. Six Phytophthora (1) and Fusarium
(5) isolates obtained from 15 habanero pepper
plantations were tested for pathogenicity. The
Phytophthora isolate (CH132) was pathogenic in
the pathogenicity test on two-month-old habanero
pepper seedlings; however, none of the Fusarium
isolates showed pathogenicity. The Phytophthora
identified as P capsici
morphological characteristics and the use of the

strain ~ was using

COlI sequence. P. capsici strains were not shown

to be pathogenic on cocoa pods. P. capsici was
not detected habanero peppers seedlings in the
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sembraron y aislaron para la identificaciéon morfo-
logica y molecular. Se realizaron pruebas de pato-
genicidad con seis aislamientos: Phytophthora (1)
y Fusarium (5) obtenidos de 15 plantaciones de
chile habanero. El aislado Phytophthora (CH132)
fue patogénica en la prueba de patogenicidad, en
plantulas de chile habanero de dos meses de edad
y, ninguno de los aislados de Fusarium mostro pa-
togenicidad. La cepa de Phytophthora fue identi-
ficada como P. capsici empleando caracteristicas
morfolégicas y el uso de la secuencia del COI. Las
cepas de P. capsici no se mostraron patogénicas en
mazorcas de cacao. No se detect6 a P. capsici en las
plantulas de chile de los municipios cacaoteros de
Huimanguillo, Cardenas y Cunduacan en la subzo-
na hidrolégica 1, pero P. capsici si esta presente en
Acachapa y Colmena, Centro, Tabasco.

Palabras clave: Phytophthora capsici, cacao, mor-
fologia, amplificacion, ADN, COI.

Dentro de las especies de chile cultivadas en
Meéxico se encuentra el chile habanero (Capsicum
chinensis) producido en Campeche, Quintana Roo,
Yucatan y Tabasco. En 2015 la produccion de chile
habanero en Tabasco fue de 3,055.5 t (SIAP, 2015).
Sin embargo, en los ultimos afios, este cultivo se ha
introducido a municipios propiamente cacaoteros.
En México, se ha reportado la marchitez del chi-
le, atacando diferentes tipos de chiles y causando
pérdidas hasta un 40% en varios estados de la re-
publica mexicana (Silva-Rojas et al., 2009; Pérez-
Moreno et al., 2005; Pérez-Acevedo et al., 2017).
Sin embargo, en Tabasco se presume la presencia
de P. capsici con la marchitez del chile habanero
(Loépez-Lopez et al., 2018) basados en la sintoma-
tologia, por lo que se requiere la corroboracion de
la presencia de P. capsici. Montes y de los Santos,
(1989) y Ortiz-Garcia (1996) seiialan la presencia
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cacao-growing municipalities of Huimanguillo,
Céardenas and Cunduacan in hydrological subzone
1, but P capsici is present in Acachapa and
Colmena, Centro, Tabasco.

Key words: Phytophthora
morphology, amplification, DNA, COL.

capsici, cacao,

One of the chili pepper species planted in
Mexico is the habanero (Capsicum chinensis),
produced in Campeche, Quintana Roo, Yucatan
and Tabasco. In 2015, the production of habanero
peppers in 3,055.5 t (SIAP, 2015). However, in
recent years this crop has been introduced into
cocoa-producing municipalities. In Mexico, wilt
has been reported in chili pepper plants, attacking
different types of peppers and causing losses of up
to 40% in several states in Mexico (Silva-Rojas
et al., 2009; Pérez-Moreno et al., 2005; Pérez-
Acevedo et al., 2017). Nevertheless, the presence
of P. capsici is suspected in Tabasco with the wilt of
habanero peppers (Lopez-Lopez et al., 2018) based
on the symptomatology, therefore the presence of
P capsici must be corroborated. Montes and de
los Santos (1989) and Ortiz-Garcia (1996) indicate
the presence of P. capsici in cocoa trees, according
to the criteria of Tsao and Alizadeth (1988), later
pointed out by Uchida et al. (1992) as P. tropicalis,
considering that the species of Phytophthora that
attack both the cocoa trees and the pepper plants
are phylogenetically related in clade 2 (Martin et
al., 2012). Likewise, Donahoo and Lamour (2008)
point out that when populations are superimposed,
hybridization can take place after generation
F1 both species of Phytophthora; this situation
was documented in vitro by Hurtado-Gonzalez
and Lamour (2009) with cucumber and pumpkin
strains in the USA, in the same way that Ortiz-
Garcia (1996) did with pumpkin Phytophthora
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de P. capsici en cacao de acuerdo con los criterios
de Tsao y Alizadeth (1988) posteriormente sefia-
lada por Uchida et al. (1992) como P. tropicalis.
Considerando que las especies de Phytophthora
que atacan tanto al cacao y al chile estan filogené-
ticamente relacionadas en el clade 2 (Martin ef al.,
2012). Asimismo, Donahoo y Lamour (2008) sefia-
lan que cuando existen poblaciones superpuestas,
de ambas especies de Phytophthora, puede darse
la hibridacion después de la generacion F; situa-
cion que documenta in vitro Hurtado-Gonzélez y
Lamour (2009) con cepas de pepino y calabaza en
USA, al igual que Ortiz-Garcia (1996) con cepas de
Phytophthora de calabaza de Francia y de cacao de
México. Con base a lo anterior, y dada la importan-
cia que tiene el cacao en Tabasco, y la ampliacion
de la superficie cultivada del chile habanero en la
zona cacaotera de Tabasco, hizo imprescindible de-
terminar el agente causal de la marchitez del chi-
le habanero en las areas cacaoteras donde se esta
incentivando la produccién de chile habanero, en
municipios de Tabasco.

Area de estudio. El area de estudio fue un transec-
to de 82 km que inicia en el C-34, Huimanguillo y
finaliza en Acachapa y Colmena, Centro, en direc-
cion oeste-este, pasando por comunidades cacaote-
ras de Huimanguillo, Cardenas y Cunduacan en la
subzona hidrologica 1 y llegando a la subzona 2,
en Acachapa y Colmena, Centro Tabasco (Figura
1) en cuyas vecindades se ubican comunidades tra-
dicionalmente cacaoteras con plantaciones de chile
habanero.

Colecta y aislamiento. De enero a mayo de 2018,
se visitaron 15 plantaciones de chile habanero en
cuatro municipios de Tabasco: Huimanguillo (1),
Cardenas (2), Cunduacan (9) y Centro (3) don-
de las plantas de chile con sintomas de diferente
grado de marchitez se colectaron. Para aislar los
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strains of france in France and cocoa of Mexico.
Based on this, and given the importance of the
cocoa tree in Tabasco, as well as the expansion of
the plantation areas of the habanero pepper in the
cocoa-producing area of Tabasco, it became crucial
to determine the causal agent of the wilting of the
habanero pepper plant in cocoa-producing areas
in which the production of the habanero pepper is
being incentivized in municipalities of Tabasco.

Area of Study. The area of study was an 82 km
transect beginning in C-34, Huimanguillo, and
ending in Acachapa and Colmena, Centro, from
west to east, covering cocoa-producing areas
of Huimanguillo, Cardenas and Cunduacan in
hydrological area 1 and reaching subzone 2 in
Acachapa y Colmena, Centro Tabasco (Figure 1)
in the vicinities of which are traditionally cocoa-
producing communities with habanero pepper
plantations.

Collection and isolation. From January to
May 2018, 15 habanero pepper plantations in
four municipalities of Tabasco were visited:
Huimanguillo (1), Cardenas (2), Cunduacan (9)
and Centro (3), in which plants with symptoms of
different degrees of wilt were collected. To isolate
the associated microorganisms, small fragments of
tissue were cut, disinfected, washed and dried in a
V8-Agar culture medium and incubated at 25+1 °C
in the dark for 7 days in a Prendo® incubator. The
cultures were purified using the hypha tip method,
following the method by Ortiz-Garcia (1996).
Identification at the genus level adhered to the keys
by Barnett and Hunter (1972) for Fusarium and by
Erwin and Ribeiro (1996) for Phytophthora.

Pathogenicity tests in habanero chili plants.

The pathogenicity test was carried out with each
microorganism isolated from wilting plants in
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Figura 1. Transecto de comunidades de los municipios de Huimanguillo, Cardenas, Cunduacan en la subzona 1, y del Cen-
tro, en la subzona 2 en Tabasco, donde se colectaron plantas de chile habanero con marchitamiento, en la zona

hidrolégica Grijalva.

Figure 1. Transect of communities of the municipal areas of Huimanguillo, Cardenas, Cunduacan in subzone 1, and of Cen-
tro, in subzone 2 in Tabasco, where habanero pepper plants with wilt were collected, in the Grijalva hydrological

zone.

microrganismos asociados, se cortaron pequeiios
fragmentos de tejido, desinfectados, lavados y se-
cos se sembraron en medio de cultivo V8-Agar y
se incubaron a 25+1 °C en obscuridad durante siete
dias en una incubadora Prendo®. Los cultivos se
purificaron utilizando el método de punta de hifa
siguiendo la metodologia de Ortiz-Garcia (1996).
La identificacion a nivel de género se apeg6 a las
claves de Barnett y Hunter (1972) para Fusarium'y
Erwin y Ribeiro (1996) para Phytophthora.

Pruebas de patogenicidad en plantas de chile
habanero. La prueba de patogenicidad se realizd
con cada microrganismo aislados de plantas mar-
chitas de chile habanero de 60 dias de edad, Phyto-
phthora CH132; Fusarium CH2, CH3, CH7, CH11
y CH16, ademas, se empled la cepa de P. capsici

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2021

60-day old habanero pepper plants, Phytophthora
CH132; Fusarium CH2, CH3, CH7, CHI11 and
CH16. Additionally, we used the P. capsici strain
CPV302, from national collections. In this way,
a pair of disks, 0.5 cm in diameter from young
cultures, were stuck to the bottom of the base of the
stem to infect it by mycelial contact, then incubated
in a wet chamber. Daily supervision helped register
the morphological changes in the 35 habanero
plants used in this test with the seven isolations
(five plants per isolation) for a period of 16 days,
along with five non-inoculated plants taken as a
control.

Pathogenicity tests on cocoa fruits. Using strains

CH132 (Phytophthora isolated from a habanero
pepper plant), PC161.2, PC219 (P. capsici isolated
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CPV302 de colecciones nacionales. Asi, un par de
discos de 0.5 cm de diametro, de colonias jovenes,
se colocaron adherido a la base del tallo para infec-
tarlo por contacto micelial e incubadas en camara
htimeda. La supervision diaria permitid registrar
los cambios morfoldogicos en las 35 plantas de chile
habanero empleadas en esta prueba con los siete
aislamientos (cinco plantas por aislamiento) por
un periodo de 16 dias; ademas, de cinco plantas no
inoculadas tomadas como testigo.

Prueba de patogenicidad sobre mazorca de ca-
cao. Con las cepas CH132 (Phytophthora aislada
de chile habanero), PC161.2, PC219 (P. capsici
aisladas de chile empleadas como referencia) y
CPMO04 (de Phytophthora aisladas de cacao de Ta-
basco como testigos positivos), se realizd la prueba
de patogenicidad sobre mazorcas de cacao. Para
esta prueba se emplearon mazorcas, en etapa de
madurez fisioldgica de cacao del ecotipo Guaya-
quil. Estas, después de lavadas por inmersion en
una solucion de hipoclorito de sodio al 1% por un
minuto y, después lavadas en tres recipientes con
agua destilada estéril, fueron introducidas en una
caja plastica igualmente esterilizada, con una tela
esterilizada y humeda en el fondo para aclimatar-
las por 12 horas. Posteriormente, en una camara de
flujo laminar, fueron tomados y depositados sobre
la epidermis de las mazorcas (sin heridas y en linea
recta) cuatro discos de 0.5 mm de diametro de la
zona de crecimiento de las colonias de Phytophtho-
ra, con cinco dias de crecimiento. Las cajas se ta-
paron e incubaron a 25+1 °C en obscuridad durante
siete dias en una incubadora Prendo®.

Identificaciéon morfologica. La formacion de es-
porangios se indujo de acuerdo con Pérez-Aceve-
do et al. (2017). El aislamiento obtenido del chile
habanero (CH132) se confrontd con los tipos de
compatibilidad conocidos de Al (PVM-161.2) y
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from chili pepper plants used as a reference) and
CPMO04 (from Phytophthora isolated from Tabasco
cocoa as positive controls), a pathogenicity test
was carried out on cocoa fruits. The fruits used
for these tests were in a stage of physiological
maturity, and of the Guayaquil ecotype. After
washing by immersion in 1% sodium hypochlorite
for one minute, followed by another wash in three
containers filled with sterile distilled water, the
fruits were placed in an also sterilized plastic box,
with a piece of cloth in the bottom to acclimatize
them for 12 hours. Next, in a laminar flow cabinet,
four disks, each one of which was 0.5 mm in
diameter, were taken from the growth area of the
Phytophthora cultures after five days of growth
and placed on the epidermis of the fruits (without
lesions and in a straight line). The boxes were
covered and incubated at 25+1 °C in the dark for
seven days in a Prendo® incubator.

Morphological identification. The formation of
sporangia was induced following Pérez-Acevedo
et al. (2017). The isolation obtained from the
habanero chili pepper (CH132) was confronted
with the known types of compatibility for Al
(PVM-161.2) and A2 (CPV-219) of P. capsici. In a
dish with a Green Bean-Agar medium culture, a 5
mm disk of isolation CH132 was placed 1 cm away
from the reference isolation (A1 or A2). The dishes
were kept at 25+1 °C in a Prendo® incubator in
the dark for 2 weeks and examined under the Cole
Parmer® compound microscope (Fernandez-Pavia
et al., 2004). The morphological characteristics
were compared with those obtained by Stamps et
al. (1990).

Molecular identification. In order to extract the
DNA, the protocol by Leslie and Summerell (2006)
was followed, with modifications. The region of the
COlI (cytochrome oxidase ¢ subunit 1) mitochondrial
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A2 (CPV-219) de P. capsici. En una caja con me-
dio de cultivo Ejote-Agar, se coloco un disco de 5
mm del aislamiento CH132 a 1 cm de distancia del
aislamiento de referencia (A1l o A2). Las cajas se
mantuvieron a 25+1 °C en una incubadora Prendo®
en oscuridad por dos semanas y se examinaron al
microscopio compuesto Cole Parmer® (Fernandez-
Pavia et al., 2004). Las caracteristicas morfologi-
cas se compararon con Stamps et al. (1990).

Identificacién molecular. Para extraer el ADN se
sigui6 el protocolo de Leslie y Summerell (2006)
con modificaciones. La region del gen mitocondrial
COI (citocromo oxidasa ¢ subunidad 1) fue amplifi-
cada con los iniciadores COIF-1 (5’ -TCAWCWM-
GATGGCTTTTTTCAAC-3") y COIR-1 (5’-RR-
HWACKTGACTDATRATACCAAA-3’) que
amplifican 727 pb. Las amplificaciones de PCR se
realizaron en un termociclador Eppendorf Master-
Cycler® Gradient. Las condiciones para la amplifi-
cacion fueron: 2 min a 95 °C, seguido de 35 ciclos
de 1 min a 95 °C, 1 min a 55 °C y un paso final de
extension a 72 °C durante 10 min (Robideau et al.,
2011). Los fragmentos de ADN fueron purificados
con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Sys-
tem-Promega, siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Los productos de PCR fueron secuen-
ciados en Macrogen (Seul, Republica de Corea).
Las secuencias obtenidas se ensamblaron y edi-
taron usando el programa PreGap y Gap. Se cred
una secuencia consenso, y se alinearon empleando
el software ClustalX2. La identidad de las secuen-
cias primero se realizd por medio del programa
web Blast® blastn suite en NCBI (https://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi). Para confirmar la identidad
de los aislados con secuencias ex-tipo, se llevo a
cabo un analisis genético en MEGA® (Molecular
Evolutionary Genetics Analisys) aplicando el mé-
todo Maxima Verosimilitud con 100 repeticiones
bootstrap. Se utilizo el modelo de Tamura-Nei para
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gene was amplified with primers COIF-1 (5 —
TCAWCWMGATGGCTTTTTTCAAC-3") and
COIR-1 (5>-RRHWACKTGACTDATRATACCA
AA-3’), which amplified 727 pb. The PCR
amplifications were carried out in an Eppendorf
MasterCycler® Gradient thermocycler. The condi-
tions for the amplification were: 2 min at 95 °C,
followed by 35 one-minute cycles at 95 °C, 1 min
at 55 °C and a final extension step at 72 °C for 10
min (Robideau et al., 2011). The DNA fragments
were purified using the Wizard® SV Gel kit and
the PCR Clean-Up System-Promega, following
the manufacturer’s instructions. The PCR products
were sequenced in Macrogen (Seoul, South
Korea). The sequences obtained were assembled
and edited using the program PreGap y Gap. A
consensus sequence was created, and they were
aligned using the software ClustalX2. The identity
of the sequences was first carried out using the
web program Blast® blastn suite on NCBI (https://
blast.ncbi. nlm.nih.gov/Blast.cgi). To confirm the
identity of the isolations with ex-type sequences,
a genetic analysis was carried out using MEGA®
(Molecular
applying the Maximum Likelihood method with
100 bootstrap repetitions. The model by Tamura-
Nei was used to infer the evolution (Tamura and
Nei, 1993), and Pythium oopapillum was used as

Evolutionary Genetics Analisys),

an external group.

obtained. The
hydrological subzone 1, from which diseased
habanero pepper plants were collected, were
C-34, in Huimanguillo (S16), Rio Seco (S2) in
Cardenas, Miahuatlan (S11), Cumuapa (S3) and
San Pedro (S7) in Cunduacan, where the isolations
of Fusarium (CH2, CH3, CH7, CH11 and CH16)
were found to be related. The collected plants
displayed slight wilting in the foliage without
necrosis in the leaves or stem. In the three sampling

Isolations communities of
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inferir la evolucion (Tamura y Nei, 1993), se utilizd
a Pythium oopapillum como grupo externo.

Aislados obtenidos. Las comunidades de la sub-
zona hidrolégica 1, de donde se colectaron plan-
tas de chile habanero enfermas fueron C-34, en
Huimanguillo (S16), Rio Seco (S2) en Cardenas,
Miahuatlan (S11), Cumuapa (S3) y San Pedro (S7)
en Cunduacan, donde se encontraron asociados los
aislados de Fusarium (CH2, CH3, CH7, CH11 y
CH16). Las plantas colectadas mostraron marchita-
miento ligero en el follaje sin necrosamiento foliar
o necrosis de tallo. En los tres sitios de muestreos
del municipio de Centro, se colectaron plantas
con necrosis foliar y dafios tal como sefiala Pérez-
Moreno et al. (2005), y donde se obtuvo el aislado
CH132 de Phytophthora, en Acachapa y Colmena
(S13).

Pruebas de patogenicidad en plantulas de chile.
A los seis ddi (dias después de la inoculacion) con
las cepas CH132 se registraron puntos necroticos
en la base del tallo y marchitez del follaje (Figura 2
A). Alos 16 dias se observo una necrosis del tallo y
hojas secas (Figura 2 B).

De las plantas marchitas y necrosis en el tallo,
se re-aislo Phytophthora confirmando los postula-
dos de Koch, sefialando a CH132 como patdgena y
causante la marchitez del chile. Los dafios de mar-
chitez y necrosamiento en la base del tallo causa-
da por la cepa CH132 (Phytophthora) fue similar
al causado por la cepa CPV302 de P. capsici. Las
plantas testigo y las plantas inoculadas con cepas e
de Fusarium (CH2, CH3, CH7, CH11 y CH16) no
mostraron sintomas.

Prueba de Patogenicidad en mazorcas de Cacao.
Las mazorcas de cacao inoculadas con los discos
de micelio de las colonias aisladas de cacao (CPMO
04) a los cuatro dias de incubacion, dos de los cuatro
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sites of the municipal area of Centro, plants with
foliar necrosis were gathered, along with plants
with other damages as indicated by Pérez-Moreno
et al. (2005), as well as where the Phytophthora
isolation CH132 was obtained, in Acachapa and
Colmena (S13).

Pathogenicity tests in chili pepper seedlings. Six
dai (days after inoculation) with the strains CH132,
necrotic spots were registered on the base of the
stem, along with wilting of the foliage (Figure 2 A).
Sixteen days later, necrosis was found on the stem
and dry leaves (Figure 2 B).

From the wilted plants and with necrosis on
the stem, Phytophthora was reisolated, confirming
Koch’s postulates, indicating CH132 as a pathogen
and the cause of the wilting of the plant. The
damages caused by wilting and necrosis on the base
of the stem caused by strain CH132 (Phytophthora)
was similar to the one caused by P. capsici strain
CPV302. The control plants and the plants
inoculated with e Fusarium strains (CH2, CH3,
CH7, CH11 and CH16) showed no symptoms.

Pathogenicity tests in cocoa fruits. In the cocoa
fruits inoculated with the mycelium discs of the
isolated cocoa cultures (CPMO 04) four days after
incubation, two of the four points of inoculation
displayed the typical symptoms of the black spot
(Ortiz-Garcia, 1996). However, the Phytophthora
strains isolated from chili peppers from Tabasco
and the strains used as a reference displayed no
damage on the surface.

Morphological  characterization.  Isolation
CH132 displayed cenocytic mycelium, caducous
sporangia, with a predominance of ovoid and
obpyriform. The average length and width for 50
sporangia was 73.72 um and 37.3 um respectively;
and a length/width ratio of 2.02. Papilla 4.91 um
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Figura 2. Prueba de patogenicidad de cepas de Phytophthora: Testigo, CPV302 y CH132 (de izquierda a derecha) en plan-
tulas de chile habanero. Sintomas a los nueve ddi (A). Sintomas a los 16 ddi (B).

Figure 2. Pathogenicity tests of Phytophthora strains: Control, CPV302 and CH132 (from left to right) in habanero chili
pepper seedlings. Symptoms nine dai (A). Symptoms 16 dai (B).

puntos de inoculacion mostraron los sintomas ti-
picos de ataque de la mancha negra (Ortiz-Garcia,
1996). Sin embargo, las cepas de Phytophthora
aisladas de chile de Tabasco y las cepas emplea-
das como referencia, no presentaron dafio sobre la
corteza.

Caracterizacion morfologia. El asilamiento
CH132 present6 micelio cenocitico, esporangios
caducos, con predominio de formas obpiriforme y
limoniforme. El promedio de 50 esporangios fue
73.72 um de largo y 37.3 pm de ancho; y relacion
largo/ancho de 2.02. Papila de 4.91 um y pedice-
los largos de 189.8 um, y sin clamidosporas. La
oospora es esférica, plerotica, con un promedio de
25.04 um de largo, 24.57 pm ancho y 3.07 um de
grosor (Figura 3). Anteridio anfigino, con un pro-
medio de 12.6 um de largo y 11.5 pm ancho. El
0ogonio mostré un promedio de 29.5 um de largo y
27.8 um de ancho. Dimensiones son similares a lo
reportado para P. capsici por Stamps et al. (1990).
El tipo de compatibilidad del aislamiento CH132 es
heterotalica, tipo A2.
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long and pedicels 189.8 pm long, and without
chlamydospores. The oospore is spherical, plerotic,
with an average length 0f 25.04 pm, 24.57 pm wide
and 3.07 um thick (Figure 3). The amphigynous
antheridium, with an average length of 12.6 um
and 11.5 pm wide. The oogonium displayed an
average length of 29.5 um and a width of 27.8 pm.
These dimensions are similar to those reported
for P. capsici by Stamps et al. (1990). The type of
compatibility of isolation CH132 is heterothalic,
type A2.

Molecular  characterization. =~ The  DNA
amplification of isolation CHI132 by PCR with
oligonucleotides COIF-1 and COIR-1 created a
727 pb PCR product. The sizes of the PCR products
are similar to those reported by Choi ef al. (2015)
with the use of COI. The BLAST analysis helped
determine that isolation CH132 has a similarity
of 100% with the species of P. capsici (Accession
numbers AY129166, MH136864, MHO013474,
MHO013475 and HQ261267). This was confirmed
with the phylogenetic analysis under the criterion
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Figura 3. Caracteristicas morfologicas del aislamiento CH132. A: Esporangios papilados (=3.5 pm) de forma limoniforme
y obpiriforme y con pedicelo largo (>20 pm). B: Qospora esférica y plerotica, pared del oogonio lisa y anteridio

anfigino. Barras 20 pm.

Figure 3. Morphological characteristics of isolation CH132. A: Papillated sporangia (=3.5 pm), ovoid and obpyriform with
a long pedicel (>20 pm). B: Spherical and plerotic oospore, smooth oogonium wall and amphigynous antheridium.

Bars 20 pm.

Caracterizacion molecular. La amplificacion del
ADN del aislamiento CH132, mediante PCR con
los oligonucleotidos COIF-1 y COIR-1 originé un
producto de PCR de 727 pb. El tamafo de los pro-
ductos de PCR son similares a lo reportado por Choi
et al. (2015) con el uso de COL. El analisis BLAST
permitio determinar que el aislamiento CH132
tiene un 100% de similitud con las especies de P,
capsici (No. de accesion AY 129166, MH136864,
MHO013474, MHO013475 y HQ261267). Esto se
confirmé con el analisis filogenético bajo el crite-
rio de maxima verosimilitud, donde se observa la
similitud del aislado CH132 con dos de P. capsici
aislados Capsicun annuum (Figura 4).
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of maximum likelihood, which shows the similarity
of isolation CH132 with two P. capsici of Capsicun
annuum isolations (Figure 4).

The detection of the strain of P capsici
represents a warning, because it is a soil inhabitant,
where it can survive for several years, as well as
the diversity of plants it attacks (Pérez-Moreno
et al., 2005; Erwin and Ribeiro, 1996). Also,
the wide dispersion it may have with the use of
infected seeds (Morales-Valenzuela et al., 2002).
The low incidence of wilted plants in the sampling
sites could have been due to 100% of the chili
pepper plantations established with the grafting
of seedlings in a nursery, and which have been
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- CH132
4* Phytophthora capsici MH013475
97
Phytophthora capsici MH013474

Phytophthora tropicalis HQ708417

Phytophthora citricola KJ631587

82

Phytophthora heveae MH136899

—mophthora botryosa MH136856
Phytophthora citrophthora JN605918

0.010

Pythium oopapillum FJ655181

Figura 4. Analisis filogenético, de maxima verosimilitud de Phytophthora capsici con otras especies de Phytophthora del clado
2 con Pythium oopapillum grupoexterno. Los valores bootstrap (1000 repeticiones) de maxima verosimilitud en
porcentajes se indican en los puntos de la rama. La barra de la escala indica 0.010 sustituciones por sitio por rama.

Figure 4. Maximum likelihood phylogenetic analysis of Phytophthora capsici with other Phytophthora species of clade 2 and
Pythium oopapillum external group. The maximum bootstrap (1000 repetitions) values are indicated as percentages
in the points of the branch. The bar of the scale indicates 0.010 substitutions per site per branch.

La deteccion de cepa de P. capsici, representa
un hecho de alerta, debido a que es habitante del
suelo, donde sobrevive por varios afios; ademas de
la diversidad de hortalizas que ataca (Pérez-More-
no et al., 2005; Erwin y Ribeiro, 1996). Asimismo,
la amplia dispersion que se puede tener al emplear
semillas infectadas (Morales-Valenzuela et al.,
2002). La baja incidencia de plantas marchitas en
los sitios de muestreo, pudo deberse a que el 100%
de las plantaciones de chile se establecieron por
trasplante de plantulas desarrolladas en vivero, y
que son areas abiertas al cultivo de chile uno o dos
afos atras, por lo que se puede esperar que ain no
sea alta la incidencia del patégeno en dichas zonas.
La marchitez en plantas de chile no es exclusiva
del ataque de Phytophthora, también puede deber-
se al ataque de otros patdgenos como Fusarium o
Rhizoctonia (Vasquez et al., 2009; Anaya-Lopez
et al., 2011; Lozano et al., 2015; Pérez-Acevedo
et al., 2017). Esto puede ser posible porque en el
suelo habitan una gran diversidad de microorganis-
mos como hongos, bacterias con la capacidad de
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areas open to the planting of chili pepper plants
for one or two year ago, therefore the incidence of
the pathogen in the area can expected to be low.
Wilting in chili pepper plants is not exclusive to
the attack of Phytophthora, but can also be due to
the attack of other pathogens, such as Fusarium or
Rhizoctonia (Vasquez et al., 2009; Anaya-Lopez et
al., 2011; Lozano et al., 2015; Pérez-Acevedo et
al., 2017). This may be possible because in the soil
there are a large diversity of microorganisms such
as fungi or bacteria with the ability to cause wilt in
the chili pepper crop (Pérez-Acevedo et al., 2017).
There are non-pathogenic species of Fusarium or
special proven ways to reduce the incidence and
severity of diseases. It is important to understand
that widening the chili pepper crop to the cocoa-
producing areas favors a scenario of overpopulation
of Phytophthora in cocoa and chili peppers which,
in the medium term, could undergo severe losses
due to the sexual reproduction between both
species (Hurtado-Gonzalez and Lamour, 2009),
given the evidence that P. capsici is near the cocoa-
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causar marchitez en el cultivo de chile (Pérez-Ace-
vedo et al., 2017). Existen especies de Fusarium
no patogénicas o formas especiales que han sido
probadas para reducir la incidencia y severidad
de enfermedades. Es importante comprender que
la ampliacion del cultivo de chile hacia las zonas
cacaoteras, favorece un escenario con sobrepobla-
ciones de Phytophthora de cacao y chile, que a me-
diano plazo, podria lamentarse por la reproduccion
sexual entre ambas especies (Hurtado-Gonzalez y
Lamour, 2009) dada la evidencia que P. capsici esta
cerca de la zona cacaotera, con signo de compati-
bilidad A2 y que P. capsici Tsao y Alizadeh (1988),
cuya proporcion de compatibilidad Al supera el
95% en la planicie y de 70% en las partes altas de
Tabasco (Ortiz-Garcia, 1996).

En conclusion, se identificé a P. capsici en plan-
tas de chile habanero en zonas previamente ca-
caoteras (Acachapa y Colmena, Centro, Tabasco),
donde el aislamiento de Phytophthora (CH132) fue
patogénico en plantas de chile y no asi de aisla-
mientos de Fusarium en la prueba de patogenici-
dad. Por lo anterior, se sugiere que la produccion
de chile debe canalizarse en zonas no cacaotera de
Tabasco.

AGRADECIMIENTOS

El primer autor agradece al Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (CONACYT) por la beca que le otorgaron para la

realizacion de sus estudios de maestria.

LITERATURA CITADA

Albaiil JJA, Mariscal ALA, Martinez MTO, Anaya LIJL,
Cisneros LHC y Pérez RHA. 2015. Estudio regional de
fitopatogenos asociados a la secadera del chile en Gua-
najuato, México. Revista Mexicana de Ciencias Agricolas
Pub. Esp. 11:2191-2197. http://www.redalyc.org/articulo.
0a?id=263138103017

Anaya-Lopez JL, Gonzalez-Chavira MM, Villordo-Pineda E,
Rodriguez-Guerra R, Rodriguez-Martinez R, Guevara-
Gonzéalez RG, Guevara-Olvera L, Montero-Tavera V y
Torres-Pacheco 1. 2011. Seleccion de genotipos de chile

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2021

producing areas, with signs of A2 compatibility and
P capsici Tsao and Alizadeh (1988), proportion of
Al surpasses 95% in the plains and 70% in the
highlands of Tabasco (Ortiz-Garcia, 1996).

In conclusion, P. capsici was identified in
habanero pepper plants in previously cocoa-
producing areas (Acachapa and Colmena, Centro,
Tabasco), where the isolation of Phytophthora
(CH132) was pathogenic in chili pepper plants
and was not the case for Fusarium isolations in
the pathogenicity test. Due to this, the chili pepper
production is suggested to be channeled to areas
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Resumen. El objetivo fue evaluar el efecto an-
tagonico in vitro de cepas nativas de Trichoderma
asperellum, Trichoderma harzianum y dos aisla-
dos de Bacillus spp. frente a Fusarium oxysporum
y Dickeya chrysanthemi. Se identific6 morfoldgi-
camente a Bacillus, aislado de muestras de suelo
de plantaciones de Aloe vera y se realiz6é una con-
frontacion de cultivos duales modificada, colocan-
do en el centro de la caja Petri F. oxysporum y en
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Abstract. The objective was to evaluate the
antagonistic effect in vitro of native strains of
Trichoderma asperellum, Trichoderma harzianum
and two isolates of Bacillus spp. against Fusarium
oxysporum and Dickeya chrysanthemi. Bacillus,
isolated from soil samples of Aloe vera plantations,
was morphologically identified and a modified dual
culture confrontation was carried out, placing the
F. oxysporum in the center of the Petri dish and
Bacillus in the four cardinal points; it was arranged
under a completely randomized experimental
design with five repetitions, the variables registered
were percentage of antagonism, inhibition halo
and concentration of conidia. For Trichoderma
they were confronted against F. oxysporum and D.
chrysanthemiwithadual confrontation, apercentage
of inhibition and antagonism classification were
determined. In the confrontation of 7. asperellum
it obtained a percentage of inhibition of 70.5%
against F. oxysporum and 41.9% against D.

515



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLLy BILINGUAL

los cuatro puntos cardinales las bacterias de Bacil-
lus; para esto se dispuso bajo un disefio experimen-
tal completamente al azar con cinco repeticiones,
las variables registradas fueron porcentaje de anta-
gonismo, halo de inhibicion y concentracion de co-
nidios. Para Trichoderma se confrontaron frente a
F. oxysporum y D. chrysanthemi con una confron-
tacion dual y se determind porcentaje de inhibici-
on y clasificacion de antagonismo. En la confron-
tacion de 7. asperellum obtuvo un porcentaje de in-
hibicion de 70.5 % frente a F. oxysporum'y 41.9 %
frente a D. chrysanthemi. En cuanto a los halos de
inhibicion de Bacillus (B5 y B4) obtuvieron 4 mm.
En la concentracion de conidios BS mostrd 1.3, B4
2.6 y el testigo 12.6 esporas por dilucion. Tricho-
derma 'y Bacillus representan una alternativa viable
para el control de F. oxysporum'y D. chrysanthemi.

Palabras claves: Control bioldgico, hongo, bacte-
ria, T asperellum, T. harzianum, Bacillus spp.

El Aloe vera es un cultivo de gran importancia
econdmica y relevancia para la agricultura y la in-
dustria en el mundo. México destaca como princi-
pal pais productor y exportador de materia prima
de sabila (Alvarez et al., 2012). Tamaulipas es con-
siderado el estado con mayor produccién en el pais
y una superficie de siembra que va en aumento; sin
embargo, se ha detectado la presencia de microor-
ganismos fitopatdégenos (Rubio ef al.,, 2020). Una
de las limitantes que aumentan las pérdidas y afec-
tan los rendimientos se deben al ataque de Fusa-
rium spp., Penicillium spp. y Pectobacterium spp.
(Jiménez, 2015), de los cuales F. oxysporum se
considera uno de los hongos fitopatogenos en Aloe
vera, causante de la podredumbre de la base del tal-
lo, amarillamiento, marchitamiento de las hojas y
por consiguiente la muerte de la planta. Por otra
parte, el género Erwinia se reportan en diferentes
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chrysanthemi. Regarding the inhibition halos of
Bacillus (BS and B4), they obtained 4 mm. In the
conidia concentration B5 showed 1.3, B4 2.6 and
the control 12.6 spores per dilution. Trichoderma
and Bacillus represent a viable alternative for the
control of F. oxysporum and D. chrysanthemi.

Key words: Biological control, fungus, bacteria, 7.
asperellum, T. harzianum, Bacillus spp.

Aloe vera is a crop of great economic importance
and relevance to agriculture and industries around
the world, and Mexico stands out as the main
producing and exporting country of aloe raw
material (Alvarez et al., 2012). Tamaulipas is
considered the state with the highest production
rate in the country and a production surface area on
the rise, although the presence of phytopathogenic
microorganisms has been found (Rubio et al., 2020).
One of the limitations that increase losses and affect
yields is the attack of Fusarium spp., Penicillium
spp. and Pectobacterium spp. (Jiménez, 2015), one
of which, F. oxysporum, is considered as one of the
phytopathogenic fungi in aloe that causes rotting of
the stem base, yellowing, wilting of the leaves and
therefore, the death of the plant. On the other hand,
the genus Erwinia is reported in several areas of the
world as the causal agent of bacterial rot in roots,
stem and leaves of 4loe spp. (Rubio et al., 2020).
caused by phytopathogens are
controlled using chemical products and the most

Diseases

common active ingredients against Rhizoctonia
solani, Fusarium solani and F. oxysporum are
Carbendazim, Mancozeb, Fosetyl-Al, Hymexazol,
Chinosol and Metalaxyl-M + Mancozeb (Mannai
et al., 2018). However, the use of agrochemicals
has caused several controversies due to their high
costs, toxicity levels and environmental damages
(Nicolopoulou-Stamati et al., 2016). Due to this,
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partes del mundo como agente causal de la pudri-
cion bacteriana en raiz, tallo y hojas del 4loe spp.
(Rubio et al., 2020).

Las enfermedades causadas por fitopatogenos
son controladas mediante productos quimicos y los
ingredientes activos mas comunes contra Rhizoc-
tonia solani, Fusarium solani y F. oxysporum son
Carbendazim, Mancozeb, Fosetyl-Al, Hymexazol,
Chinosol y Metalaxyl-M + Mancozeb (Mannai et
al., 2018). Sin embargo, el empleo de agroquimi-
cos, ha generado diversas controversias debido a
sus altos costos, toxicidad y dafios ambientales (Ni-
colopoulou-Stamati et al., 2016). Debido a esto se
han buscado alternativas de control bioldgico, pu-
esto que no genera efecto residual y contaminaci-
on (Pappas et al., 2020). Existe un grupo importan-
te de microorganismos que presentan efectos anta-
gonicos frente a otros microorganismos fitopatoge-
nos (Sanchez-Leon y Bustos, 2020), entre los que
destacan Bacillus subtilis y Trichoderma spp. que
se caracterizan por ser microorganismos que mu-
estran efectos antagonicos (Fiorentino ef al., 2016).
Por ejemplo, Trichoderma harzianum'y T. koningi-
opsis se han utilizado por poseer mecanismos de
accion contra Fusarium solani (Miguel-Ferrer et
al., 2021). Ademas, tiene efecto antagonico frente
a bacterias fitopatdgenas pectoliticas ya que es ca-
paz de inhibirlas un 32.4% (Astorga-Quirés et al.,
2014). Lo cual podria deberse gracias a sus propie-
dades enzimaticas, ya que secreta proteasas, quiti-
nasas y glucanasa, que dafian la pared celular del
hongo fitopatdogeno causando una lisis que facilita
el micoparasitismo (Ribeiro et al., 2019). Por otro
lado, Bacillus spp. es capaz de inducir crecimien-
to en plantas, aun cuando esta tenga su sistema ra-
dicular afectado por Fusarium spp. (Castro et al.,
2019). Ademas, se han reportado antagonismo en
la confrontacion de B. subtilis frente a Fusarium
spp. (Solano-Béez et al.,, 2021), ya que produ-
ce antibioticos y enzimas, asi también ayuda a
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searches forbiological control alternatives have been
carried out, since they produce no residual effects
or contamination (Pappas et al., 2020). There is an
important group of microorganisms that display
antagonistic effects on other phytopathogenic
microorganisms (Sanchez-Leon and Bustos, 2020),
including Bacillus subtilis and Trichoderma spp.,
which
effects (Fiorentino et al., 2016). For example,

characteristically display antagonistic
Trichoderma harzianum and T. koningiopsis have
been used for their action mechanisms against
Fusarium solani (Miguel-Ferrer et al., 2021). It
also has an antagonistic effect against pectolytic
phytopathogenic bacteria, since it is able to inhibit
them by 32.4% (Astorga-Quirds et al., 2014). This
may be due to its enzymatic properties, since it
secretes proteases, chitinases and glucanase, which
damage the cell wall of the phytopathogenic fungus,
causing a lysis that facilitates mycoparasitism
(Ribeiro et al., 2019). On the other hand, Bacillus
spp. can induce growth in plants, even when their
root systems have been affected by Fusarium spp.
(Castro et al., 2019). Antagonism has also been
reported in the confrontation of B. subtilis with
Fusarium spp. (Solano-Baez et al., 2021), since it
produces antibiotics and enzymes and also helps in
the solubilization of phosphates and the biological
fixation of nitrogen (Miljakovi¢ et al, 2020).
Due to this, the aim of this investigation was to
determine the antagonistic effect of native strains
of Bacillus spp., T. asperellum and T. harzianum
against F. oxysporum and Dickeya chrysanthemi
under in vitro conditions.

The tests were carried out in the microbiology
lab of the Central Integral de Laboratorios (CILO),
in the Faculty of Engineering and Sciences of
the Autonomous University of Tamaulipas in
2019. Native, previously identified
microorganisms were used, which were a part of

August,

the ceparium of the microbiology laboratory: 7.
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la solubilizacion de fosfatos y la fijacion biologica
del nitrogeno (Miljakovi¢ et al., 2020). Por lo ante-
rior, el objetivo de esta investigacion fue determi-
nar el efecto antagonico de cepas nativas de Bacil-
lus spp., T. asperellum y T. harzianum frente a F.
oxysporum y Dickeya chrysanthemi bajo condici-
ones de in vitro.

Las pruebas se llevaron a cabo en el laboratorio
de microbiologia de la Central Integral de Labora-
torios (CILO), en la Facultad de Ingenieria y Cien-
cias de la Universidad Auténoma de Tamaulipas
en agosto del 2019. Se utilizaron microorganismos
nativos previamente identificados, pertenecientes
al cepario del laboratorio de microbiologia: 7. as-
perellum, T. harzianum, F. oxysporum y D. chry-
santhemi que fueron aislados de lotes con plantas
de Aloe barbadensis.

Para obtener aislados de Bacillus se procedio a
la recoleccion de muestras de suelo, se usé el mé-
todo de cinco de oros, obteniendo cinco muestras
de suelo de 1 kg de dos lotes de plantaciones de
Aloe vera en la localidad de Padilla, Tamaulipas
(23°59°26.1” N, 98° 56°39.0” W). De cada mu-
estra se tomaron 10 g de suelo y se resuspendie-
ron en 90 mL de agua destilada estéril, se realiza-
ron diluciones seriadas hasta 1x10~ y fue someti-
da a un tratamiento térmico de 85 °C durante 15
min, posteriormente se extrajeron 100 puL y se ino-
cularon en medio papa dextrosa agar (PDA), se in-
cubaron a 27+ 1 °C durante un lapso de 24 a 48 h,
transcurrido este tiempo se obtuvieron colonias de
bacterias de morfologia variada, las cuales fueron
seleccionadas por sus caracteristicas de inhibicion.

Cada especie fue descrita macroscopicamente
de acuerdo a la morfologia de las colonias, forma,
borde, elevacion, superficie, tamafio, color, con-
sistencia y acompanado de un registro fotografico;
ademas, se determind su morfologia celular me-
diante la tincién Gram y el tipo de pared de las es-
pecies a las 24 y 48 h de incubacion, con el fin de
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asperellum, T. harzianum, F. oxysporum and D.
chrysanthemi, which were isolated from plots with
Aloe barbadensis plants.

In order to obtain Bacillus isolations, samples
were collected from the soil using the five of gold
method, and five samples were taken from 1 kg
of soil from two Aloe vera plantations in Padilla,
Tamaulipas (23° 59° 26.1” N, 98° 56’ 39.0” W).
From each sample, 10 g of soil were taken and
resuspended in 90 mL of sterile distilled water;
serial dilutions were performed until 1x103 and it
underwent a thermal treatment at 85 °C for 15 min.
Next, 100 uL were extracted and inoculated in a
potato-dextrose-agar (PDA) medium, incubated at
27+ 1°C for 24 to 48 h, after which bacterial cultures
of varied morphologies were obtained, which were
chosen for their inhibition characteristics.

Each species was described macroscopically
according the morphology of the cultures: shape,
edges, elevation, surface, size, color, consistency,
and a photograph was also taken; in addition, its cell
morphology was determined by Gram’s staining,
with the type of cell walls, after 24 and 48 h of
incubation, in order to observe the microscopic
morphology at 100X (Calvo and Zuniga, 2010).
Once the presence of bacterial endospores was
verified, a sample was taken and placed in nutritious
agar (AN) for 24 h to 27+ 1 °C. Tests were carried
out for maltose, xylose, mannitol, citrate use, starch
hydrolysis de starch, gelatin hydrolysis, growth
in NaCl at 7% and growth in anaerobic agar in
order to identify B. subtilis cultures following the
methodology proposed by Reinoso et al. (2006).
To determine the bacterial species following the
methodology by Schaad et al. (2001), the bacteria
were tested to see if they were able to hydrolyze
gelatin, starch, as well as using sugars, citrate and
alcohols.

The antagonistic ability of Bacillus spp. (B4
and B5) against F. oxysporum was evaluated with
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observar la morfologia microscépica a 100X (Cal-
vo y Zuiiga, 2010). Una vez que se comprob6 la
presencia de endosporas bacterianas, se tomo6 una
muestra y se coloco en agar nutritivo (AN) durante
24 ha?27+ 1 °C. Se realizaron las pruebas de mal-
tosa, xilosa, manitol, utilizacion de citrato, hidréli-
sis de almiddn, hidrdlisis de gelatina, crecimiento
en NaCl al 7% y crecimiento en agar anaerobio con
el fin de identificar colonias de B. subtilis segin la
metodologia propuesta por Reinoso et al. (2006).
Para determinar las especies de bacterias de acu-
erdo con la metodologia de Schaad et al. (2001),
las bacterias fueron sometidas a pruebas para ver
si eran capaces de hidrolizar gelatina, almidon, asi
como utilizar azucares, citrato y alcoholes.

La capacidad antagonista de Bacillus spp. (B4
y BS) frente a F. oxysporum fue evaluada mediante
dos tratamientos (B4 y B5) con cinco repeticiones
cada uno a dos temperaturas de incubacion. Para
esto, se utilizo la metodologia modificada de Cor-
rales et al. (2011), que consisti6 en la siembra de F.
oxysporum en el centro de las cajas Petri con medio
PDA y AN; para el caso de Bacillus spp. se colo-
caron en los cuatro puntos cardinales. Para el caso
del testigo solo se indculo F. oxysporum. Ensegui-
da se incubaron a 25+ 1 °C y 27+ 1 °C. Posterior-
mente, se midio el crecimiento radial de F. oxyspo-
rum cada 24 h, hasta que llen¢ la caja Petri y con
los datos obtenidos se calcul6 el porcentaje de in-
hibicion del crecimiento radial (PICR) y se empled
la formula utilizada por Avila et al. (2020) y, segin
los resultados se estableci6 la escala propuesta por
Corrales et al. (2011). Ademas, se determiné el nt-
mero de esporas, para ello se tomo un fragmento
de medio PDA con F. oxysporum y se colocd en un
tubo de ensayo con 1 mL de agua estéril, posterio-
rmente se agitd durante 3 min, se realizé un conteo
en una camara de Neubauer y los resultados fueron
sometidos a una comparacion de medias.

Para T. asperellum y T. harzianum se coloca-
ron 5 mm de micelio activo a 4 cm de distancia de
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two treatments (B4 and B5) with five repetitions
each at two incubation temperatures. In order to
do this, the methodology by Corrales et al. (2011)
was used, with modifications, which consisted in
planting F. oxysporum in the center of the Petri
dishes with PDA medium and AN. For the case
of Bacillus spp., it was places in the four cardinal
points. In the case of the control, only F. oxysporum
was inoculated. Afterwards, they were incubated at
25+ 1 °C and 27+ 1 °C. Next, the mycelial growth
of F. oxysporum was measured every 24 h until it
filled the Petri dish and using the data obtained,
the percentage of root growth inhibition (PICR)
was calculated, and the formula used by Avila et
al. (2020) was used. Based on the results, the scale
proposed by Corrales et al. (2011) was established.
In addition, the number of spores was determined by
taking a piece of PDA medium with F. oxysporum,
which was then placed in a test tube with 1 mL
of sterile water. It was shaken for 3 min, then he
spores were counted in a Neubauer chamber; the
results underwent a comparison of means.

For T. asperellum and T. harzianum, 5 mm of
active mycelium was placed 4 cm away from F
oxysporum. For the controls, F. oxysporum was
planted in the center of the Petri dishes, incubated
at 25+ 1 °C for 10 days and measurements were
taken of the radial growth of the fungi every 24 h.
The antagonism of 7. asperellum and T. harzianum
was evaluated with the percentage of inhibition,
with the formula used by Avila er al. (2020). In
addition, the level of antagonism was determined
according to the scale used by Bell et al. (1982).

To evaluate the antagonistic ability of Bacillus
spp. against D. chrysanthemi, two treatments,
B4 and BS5, were established. The methodology
consisted in using a 5 mm hole puncher to punch
holes into the Petri dishes with AN medium. On
the side, sterile AN was mixed with bacteria from
the treatments (B4 and B5) at a concentration of
1x10° UFC and the holes in the four cardinal points
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F. oxysporum. Para los testigos se sembrd F. oxy-
sporum en el centro de las cajas Petri y se incuba-
ron a 25+ 1 °C por 10 dias y se realizaron medicio-
nes cada 24 h del crecimiento radial de los hongos.
El antagonismo de 7" asperellumy T. harzianum se
evalud mediante el porcentaje de inhibicion emple-
ando la formula utilizada por Avila et al. (2020).
Ademas, se determino el nivel de antagonismo de
acuerdo a la escala utilizada por Bell ez al. (1982).

Para evaluar la capacidad antagonista de Bacil-
lus spp. frente a D. chrysanthemi se establecieron
dos tratamientos B4 y B5. La metodologia consis-
tié en utilizar un sacabocado de 5 mm con la que se
hicieron cuatro huecos en las cajas Petri con medio
AN, aparte se prepard AN estéril mezclado con las
bacterias de los tratamientos (B4 y B5) a una con-
centracion de 1x10° UFC, se realizo el rellenado de
los huecos en los cuatro puntos cardinales. Poste-
riormente, las cajas se incubaron a 25+ 1 °C du-
rante 24 h, se prepar6 una suspension de D. chry-
santhemi a una concentracion de 1x10° UFC en un
atomizador y se aplic6 en cada tratamiento por as-
persion. La variable a evaluar fue el halo de inhibi-
cion, y se midio el crecimiento cada 24 h durante
una semana. Por otro lado, para medir la capacidad
antagonista de 7. harzianum y T. asperellum (T) y
TP) frente a D. chrysanthemi se utilizé la metodo-
logia de Corrales et al. (2011) con modificaciones,
la cual consistio en colocar los aislados de D. chry-
santhemi el centro de las cajas Petri y los de Tricho-
derma spp. en los cuatro puntos cardinales, para el
testigo solo se indculo D. chrysanthemi en el centro
de la caja Petri y se incubaron a 25+ 1 °C. Se reali-
zaron mediciones del crecimiento radial de las co-
lonias de D. chrysanthemi cada 24 h hasta que lle-
no la caja Petri. Posteriormente, se empled la for-
mula utilizada por Avila ef al. (2020) para el calcu-
lo del porcentaje de inhibicion y se ubico la escala
de Bell et al. (1982).

El analisis estadistico de las confrontaciones de
antagonismo de Bacillus spp. frente a F. oxysporum;
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were filled. Next, the dishes were incubated at 25+
1 °C for 24 h, a suspension of D. chrysanthemi
was prepared at a concentration of 1x10° UFC in a
spray bottle and sprayed onto each treatment. The
variable to evaluate was the inhibition halo and
growth was measured every 24 h for one week.
On the other hand, to measure the antagonistic
ability of T harzianum and T. asperellum (TJ and
TP) against D. chrysanthemi, the methodology by
Corrales et al. (2011) was used, with modifications,
which consisted in placing the D. chrysanthemi
isolations in the center of the Petri dishes and the
Trichoderma spp. isolations in the four cardinal
points. For the control, D. chrysanthemi was only
inoculated in the center of the Petri dish and they
were all incubated at 25+ 1 °C. Measurements of
the radial growth of the D. chrysanthemi cultures
were taken every 24 h until the Petri dish was full.
Later, the formula used by Avila et al. (2020) was
used to calculate the percentage of inhibition and it
was located on the scale by Bell ef al. (1982).

The statistical analysis of the antagonistic
confrontations between Bacillus spp. and F
oxysporum; T asperellum and between T
harzianum and D. chrysanthemi and F. oxysporum
were submitted to a covariance analysis test
(ANCOVA). In the case of Bacillus spp. against
D. chrysanthemi, an analysis of variance was used
(ANOVA), as was the case for counting spores from
the confrontations between Bacillus spp. and F
oxysporum with a temperature of 27+ 1 °C. In order
to find differences between treatments, Tukey’s
comparison of means (P<0.05) was applied using
the SAS statistical package SAS (version 9.0).

Twelve bacterial cultures with a variety of
morphologies were isolated and two bacteria
were selected (B4 and BS5) for their inhibition
characteristics, which displayed macroscopic
characteristics of the Bacillus genus, producing
whitish, large, extended and irregular cultures.
They were Gram positive, with a bacillar shape,
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T asperellum y T harzianum frente a D. chry-
santhemi'y F. oxysporum se sometieron a un anali-
sis de covarianza (ANCOVA). En el caso de Bacil-
lus spp. contra D. chrysanthemi se utiliz6 un anali-
sis de varianza (ANOVA), de igual manera para el
conteo de esporas de las confrontaciones de Bacil-
lus spp. frente a F. oxysporum con temperatura de
27+ 1 °C con el fin de detectar diferencias entre los
tratamientos, se aplico una comparacion de medias
de Tukey (P<0.05), con el paquete estadistico SAS
(versién 9.0).

Se aislaron 12 colonias de bacterias de morfo-
logia variada, de las cuales se seleccionaron dos
bacterias (B4 y B5) por sus caracteristicas de inhi-
bicidn, las cuales presentaron caracteristicas mac-
roscopicas del género Bacillus, produciendo colo-
nias blanquecinas, grandes, extendidas e irregula-
res. Fueron Gram positiva, forma bacilar, con mo-
tilidad y la posicidn de la espora central, la tempe-
ratura en la que se desarrollaron fue a 45 °C con
un buen crecimiento y nulo a 65 °C; mostraron
buen crecimiento a un pH de 5.7, se desarrollaron
en NaCl al 7%. En la prueba de metabolismo oxi-
dativo y/o fermentativo de la glucosa no tuvieron
un crecimiento aerobico y si mostraron degradaci-
on de la glucosa, los resultados de maltosa, mani-
tol, arabinosa, xilosa, utilizacion de citrato, hidroli-
sis almidon, hidrolisis gelatina y oxidasa dieron po-
sitivo indicando que la bacteria Bacillus spp. perte-
nece a la especie subtilis.

Los resultados de las dos cepas de B. subtilis (B4
y BS5) frente a F. oxysporum indicaron que no hubo
diferencia significativa entre los aislados y ambas
disminuyeron el radio de crecimiento (RCA) de £
oxysporum. No obstante, en la temperatura de in-
cubacién a 25+ 1 °C, B4 present6 49.6% de inhi-
bicion y se extendid alrededor del hongo mostran-
do competencia por espacio y nutrientes. En cuan-
to a la escala utilizada mostro la clasificacion me-
dia. Por el contrario, BS obtuvo un porcentaje de
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with motility and the position of the spore is
central. The temperature at which they developed
was 45 °C with an adequate growth, yet no growth
was observed at 65 °C; they displayed an adequate
growth rate at a pH of 5.7 and they developed in 7%
NaCl. In the oxidative and/or fermentative glucose
metabolism test, they displayed no aerobic growth,
yet they did present glucose degradation. The tests
for maltose, mannitol, arabinose, xylose, the use
of citrate, starch hydrolysis, gelatin hydrolysis and
oxidase were positive, indicating that the bacterium
Bacillus spp. belongs to the species subtilis.

The results of both B. subtilis strains (B4 and
B5) against £ oxysporum indicated no significant
differences between isolations and both reduced the
growth radii (RCA) of F. oxysporum. Nevertheless,
in the incubation temperature of 25+ 1 °C, B4
presented 49.6% inhibition and it extended around
the fungus, displaying competition for space and
nutrients. Regarding the scale used, it presented
itself in the middle classification. On the other hand,
B5 obtained a percentage of antagonism of 39.7%
with a low classification (Table 1) and its growth
was slow. However, F. oxysporum displayed a less
populated mycelium and a less intense color than
the control.

In the incubation at 27+ 1 °C (Table 1), B5
proved to have an increase in the degree of
inhibition with 43.0% and a middle classification,
according to the scale proposed by Corrales ef al.
(2011) because the temperature had an influence on
the production of metabolites, since a murky liquid
was found, and with a bad odor. On the other hand,
B4 reduced its degree of inhibition to 38.7% with a
low classification and it produces metabolites that
helped reduce the growth of the mycelia. In the
latter experiment, B4 and B5 presented a reduction
in the production of cottonlike mycelia in the top
frontal part (Figure 1). These results were lower
than those obtained by Corrales et al. (2011),
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antagonismo de 39.7 % con una clasificacion baja
(Cuadro 1), su crecimiento fue lento; sin embargo,
F. oxysporum mostrd un micelio menos poblado y
con una coloracion de menor intensidad que en el
testigo.

En la temperatura de incubacion a 27+ 1 °C (Cu-
adro 1), se observo que B5 mostrd un incremento
en el grado de inhibicién con un 43.0 % y clasifica-
cion media segun la escala propuesta por Corrales
etal. (2011), esto debido a que la temperatura influ-
y6 en la produccion de metabolitos, ya que se en-
contr6 un liquido con turbidez y olor. Por el contra-
rio, B4 disminuy6 su grado de inhibicion a 38.7 %
con una clasificacion baja, produjo metabolitos que
le permitieron disminuir el crecimiento del mice-
lio. En este ultimo experimento se observé que B4
y B5 presentaron una disminucion de la produccion
de micelio algodonoso en la parte superior frontal
(Figura 1). Dichos resultados fueron por debajo de
los obtenidos por Corrales et al. (2011), quienes re-
portaron porcentajes entre el 40 y 70 %, esta varia-
bilidad se atribuye a que cada cepa cuenta con dife-
rente adaptabilidad y quizas la sintesis de metabo-
litos secundarios sea dependiente de la temperatura
de incubacion, de tal manera que, dependiendo de
la temperatura, se produzcan algunos metabolitos
con menor o mayor efecto hacia este patégeno. En

who reported percentages of 40 to 70%. This
variability can be explained by each strain having a
different adaptability, and perhaps the synthesis of
secondary metabolites depends on the incubation
temperature so that, depending on the temperature,
some metabolites may be produced with a greater
or lower effect on that pathogen. In such results,
Bacillus spp. behaves differently, which may be
due to what was described by Sanchez et al. (2015),
who mentioned that there is a wide phenotypic,
biochemical, serological and genetic diversity,
even amongst the members of the same species.

According to the conidial concertation results,
a significant difference was observed between
the treatments and the control, since the control
displayed an average of 12.6 spores per dilution,
unlike the B5 treatments which obtained 1.3 spores,
and B4, 2.6 spores, which proves that the treatments
caused a reduction in the concentration of spores
and the color of F oxysporum was reduced and
paler. The effect of the antagonism of B. subtilis
could be due to its large production of bioactive
compounds, among which cyclic lipopeptides
(CLP) such as surfactin, iturin and fengycin stand
out (Cochrane and Vederas, 2016). Additionally,
Bacillus spp. produces antibiotics and enzymes
(Miljakovic¢ et al., 2020).

Cuadro 1. Porcentajes de antagonismo de cepas de B. subtilis (B4 y BS) sobre F. oxysporum a dos
temperaturas de incubacién, bajo condiciones in vitro.
Table 1. Percentages of antagonism of B. subtilis strains (B4 and BS) over F oxysporum at two
incubation temperatures, under in vitro conditions.

. . Inhibicién (%) Clasificacion de Inhibicién (%) Clasificacion de
Aislamiento o . o .
a 26 °C antagonismo” a 28°C antagonismo®
BS 39.7 a¥ Baja 43.0 a¥ Media
B4 49.6 a Media 38.7a Baja

Y Tratamientos con la misma letra dentro de la misma columna son estadisticamente iguales (P=0.05);
F) F. oxysporum; B4 y B5) B. subtilis; “Escala de antagonismo segun Corrales et al. (2011). / ¥ Treat-
ments with the same letter in the same column are statistically equal (P=0.05); F) F. oxysporum; B4
and B5) B. subtilis; “Scale of antagonism according to Corrales ez al. (2011).
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Figura 1. Efecto antagonico de cepas de B. subtilis (B4 y B5) frente a F. oxysporum (FLL); A) Aislamiento B4 a una tempe-
ratura de 25+ 1 °C, rodea F. oxysporum mostrando competencia por espacio y nutrientes; B) Testigo de F. oxyspo-
rum; C) Aislamiento BS a una temperatura de 27+ 1 °C rodeando a F. oxysporum, mostrando produccion de meta-
bolitos.

Figure 1. Antagonistic effect of B. subtilis strains (B4 and BS) against F. oxysporum (FLL); A) Isolation B4 at a temperature
of 25+ 1 °C, it surrounds F. oxysporum displaying competition for space and nutrients; B) Control of F. oxysporum;
C) Isolation B5 at a temperature of 27+ 1 °C surrounding a F. oxysporum, displaying a production of metabolites.

dichos resultados Bacillus spp. se comportan dife-
rente, lo cual podria deberse a lo descrito por San-
chez et al. (2015), quienes mencionaron que existe
una amplia diversidad fenotipica, bioquimica, sero-
logica y genética incluso entre los miembros de una
misma especie.

De acuerdo a los resultados de la concentraci-
on de conidios, se observé diferencia significativa
entre los tratamientos y el testigo; ya que el testi-
go obtuvo un promedio de 12.6 esporas por diluci-
on, a diferencia de los tratamientos B5 obtuvo 1.3
y B4 2.6 esporas, esto prueba que los tratamientos
causaron una disminucioén en la concentracion de
esporas y el color de F. oxysporum se vio disminu-
ido y mas tenue. El efecto del antagonismo de B.
subtilis, podria deberse a su produccion amplia de
compuestos bioactivos, entre los que destacan los
lipopéptidos ciclicos (CLP) como la surfactina, itu-
rina y fengycina (Cochrane y Vederas 2016). Ade-
mas, Bacillus spp. produce antibioticos y enzimas
(Miljakovi¢ et al., 2020).
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In the analysis of covariance of de T
asperellum (T)) and T. harzianum (TP) against F.
oxysporum, there were no significant differences.
The confrontation with TJ displayed a growth
of 6.9 cm and an inhibition of 70.5% (Table 2),
although TP displayed a growth of 6.6 cm and an
inhibition of 69.2% and both treatments displayed
competition for space and nutrients. Furthermore,
the growth radii of F. oxysporum decreased as the
growth radii for 7. asperellum and T. harzianum
grew, which suggests an antagonism. Additionally,
both isolations covered half of the surface of the
Petri dish on day three of the evaluation, due to its
rapid growth, competition for space and nutrients.
Likewise, they are classified as class two where
Trichoderma spp. grows two thirds of the surface of
the medium or, in other words, this fungus covers
65% of the Petri dish (Figure 2). These results were
better than those reported by Rodriguez-Garcia
and Wang-Wong (2020), who confronted native 7.
asperellum strains with F. oxysporum and reported
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En el analisis de covarianza de 7. asperellum
(T)) y T. harzianum (TP) frente a F. oxysporum no
hubo diferencias significativas. La confrontacion de
TJ present6 un crecimiento de 6.9 cm y un 70.5 %
de inhibicion (Cuadro 2); no obstante, TP presentd
un crecimiento de 6.6 cm y un 69.2 % de inhibici-
on, ambos tratamientos mostraron competencia por
espacio y nutrientes; ademas, se observo que los
radios de crecimiento de F. oxysporum disminuye-
ron conforme el radio de crecimiento de 7. asperel-
lum y T. harzianum crecia, por lo que se considera
que hay antagonismo. Ademas, se observo que am-
bos aislados cubrieron la mitad de la superficie de
la caja Petri en el dia tres de la evaluacion, gracias
a su rapido crecimiento, competencia por espacio y
nutrientes. Asi mismo, se clasifican como clase dos
donde Trichoderma spp. crece dos terceras partes
de la superficie del medio; es decir, que este hongo
cubre el 65 % de la caja Petri (Figura 2). Estos re-
sultados fueron mejores a los reportados por Rod-
riguez-Garcia y Wang-Wong (2020), quienes con-
frontaron cepas nativas de 7. asperellum frente a
F. oxysporum y reportaron hasta un 67 % de inhi-
bicién, siendo su mejor tratamiento ya que las ce-
pas nativas mostraron ser las mas agresivas contra

Cuadro 2. Porcentajes de antagonismo de 7. asperellum y
T. harzianum frente a F. oxysporum 'y D. chry-
santhemi bajo condiciones in vitro.

Table 2. Percentages of antagonism of 7. asperellum and T.

harzianum against F. oxysporum and D. chrysan-
themi under in vitro conditions.

Tratamiento Inhibicién (%) d Clamﬁcagon
€ antagonismo*
TP-F 70.5 a¥ 1
TJ-F 69.2a 2
TP*Dl1 419a 1
TI*D1 40.2 a 2

YTratamientos con la misma letra dentro de la misma columna
son estadisticamente iguales (P=0.05); F: F oxysporum, TJ)
T. asperellum; TP) T. harzianum; D1) D. chrysanthemi. “Esca-
la de antagonismo segun Bell et al. (1982). / YTreatments
with the same letter in the same column are statistically equal
(P=0.05); F: F. oxysporum; T)) T. asperellum; TP) T. harzia-
num; D1) D. chrysanthemi. “Scale of antagonism according to
Bell et al. (1982).

a level of inhibition of up to 67%, which was their
best treatment, since native strains proved to be
the most aggressive against the phytopathogen.
The results may be due to what was reported by
Andrade-Hoyos ef al. (2019), who mentioned that
Trichoderma sp. has the ability of performing

Figura 2. A) Trichoderma harzianum (1) rodeando a F. oxysporum (2) manifestando competencia por espacio y nutrientes en
medio PDA; (B) I. asperellum (1) rodeando a F. oxysporum (2) mostrando competencia por espacio.

Figure 2. A) Trichoderma harzianum (1) surrounding F. oxysporum (2) expressing competition for space and nutrients in a
PDA medium; (B) T. asperellum (1) surrounding F. oxysporum (2) expressing competition for space.
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el fitopatéogeno. Los resultados podrian deber-
se a lo reportado por Andrade-Hoyos et al. (2019),
quienes mencionaron que Trichoderma sp., cuen-
ta con la facultad de ejercer micoparasitismo. Lo
cual podria deberse a la produccion de enzimas li-
ticas, proteasas y la capacidad de producir una lisis
en las hifas del hongo fitopatdégeno penetrandolo,
alimentandose de €1, ya que las lecitinas que produ-
ce van degradando su pared celular. Ademas, pro-
duce quitinasa y las actividades -1, 3-glucanasa (Li
et al., 2018), degradando la pared celular fingica,
lo que limita el crecimiento del patdogeno (Coban,
2020). Los mecanismos de biocontrol antes men-
cionados, le permitieron al antagonista aprovechar
mejor los nutrientes del medio y privar al patogeno
de utilizar los recursos (Garcia-Espejo ef al., 2016).
Trichoderma sp., puede controlar una amplia gama
de hongos fitopatogenos como: R. solani, F. sola-
ni, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium (Martinez-
Martinez et al., 2020).

En el analisis de varianza de la evaluacion de
B. subtilis frente a D. chrysanthemi no se encontra-
ron diferencias significativas. Se observo que B4
obtuvo un halo de 4.4 mm de ancho y B5 4.3 mm,
causado por los metabolitos que produce la bacte-
ria para inhibir D. chrysanthemi, mostrando anta-
gonismo. Ademas, B. subtilis comenzd a coloni-
zar y expandirse mostrando competencia por espa-
cio y nutrientes sobrecreciendo a D. chrysanthemi
(Figura 3). Resultados contrarios a los de Sneha y
Anuradha (2017), evaluaron B. subtilis frente Pec-
tobacterium carotovorum, Yy no encontraron la for-
macion de halos de inhibicion. Sin embargo, los re-
sultados obtenidos en este experimento quedaron
muy por debajo de los resultados reportado por Ge-
rayeli et al. (2018), al evaluar Bacillus spp. frente a
P. carotovorum reportaron halos de 10 mm. En di-
chos resultados Bacillus spp. se comporta diferente,
este podria deberse a lo descrito por Sanchez et al.
(2015) quienes mencionaron que en los miembros
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mycoparasitism, which, in turn, may be due to
the production of lytic enzymes, proteases and
the ability to produce lysis in the hyphae of the
phytopathogenic fungus, penetrating it and feeding
off it, since the lethicins it produces degrade its
cell wall. It also produces chitinase and the -1,
3-glucanase activities (Li et al., 2018), degrading
the fungal cell wall, which limits the growth of the
pathogen (Coban, 2020). The previously mentioned
biocontrol mechanisms helped the antagonist make
better use of the nutrients in the medium and
deprive the pathogen from using these resources
(Garcia-Espejo et al., 2016). Trichoderma sp. can
control a wide range of phytopathogenic fungi such
as R. solani, F. solani, Sclerotinia sclerotiorum,
Fusarium (Martinez-Martinez et al., 2020).

In the analysis of variance of the evaluation of
B. subtilis against D. chrysanthemi no significant
differences were found. B4 was found to have
developed a halo around it with a width of 4.4
mm in width, and BS, a 4.3 mm wide halo, both
caused by the metabolites produced by the bacteria
to inhibit D. chrysanthemi, displaying antagonism.
In addition, B. subtilis began colonizing and
expanding, in a display of competition for space
and nutrients, overgrowing D. chrysanthemi
(Figure 3). These results are opposite to those by
Sneha and Anuradha (2017), who evaluated B.
subtilis against Pectobacterium carotovorum, and
found no inhibition halos. However, the results
obtained in this experiment were quite lower than
those reported by Gerayeli et al. (2018). In their
evaluation of Bacillus spp. against P. carotovorum,
they reported halos of 10 mm in width. In those
results, Bacillus spp. behaves differently, probably
due to a report by Sanchez et al. (2015), who
mentioned that in the members of a same species
there may be a wide phenotypic, biochemical,
serological and genetic diversity. On the other hand,
Sneha and Anuradha (2017) proved that Bacillus
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Figura 3. A) Halo de inhibicion del crecimiento de D. chrysanthemi por efecto del aislamiento B4; B) Aislamiento B4 sob-
recrece a la bacteria D. chrysanthemi mostrando competencia por espacio y nutrientes.

Figure 3. A) Halo of inhibition from the growth of D. chrysanthemi as an effect of isolation B4; B) Isolation B4 overgrows
bacteria D. chrysanthemi, expressing competition for space and nutrients.

de una misma especie puede existir una amplia di-
versidad fenotipica, bioquimica, serologica y gené-
tica. Por otra parte, Sneha y Anuradha (2017) de-
mostraron que Bacillus spp. tienen efecto antago-
nico frente a las bacterias pectoliticas como P. ca-
rotovorum.

En cuanto al andlisis de covarianza de Tricho-
derma spp. frente a D. chrysanthemi se observo
que no hay diferencia significativa entre tratamien-
tos. El TJ mostré un porcentaje del 41.9 % y TP
un 40.2 % y ambos rodearon D. chrysanthemi, los
cuales presentaron competencia por espacio y nut-
rientes. Inicialmente, la bacteria era de apariencia
cremosa, pero con el paso del tiempo se torno con
apariencia seca, su crecimiento se detuvo e incluso
se observo un ligero crecimiento de micelio hasta
el dia de la evaluacion. De acuerdo con la escala de
Corrales et al. (2011), ambos tratamientos cuentan
con una clasificacion de antagonismo media. Di-
chos resultados fueron superiores a los reportados
por Astorga-Quiros et al. (2014), quienes obtuvie-
ron un 32.3 % de antagonismo al evaluar Tricho-
derma spp. frente a Pseudomonas marginalis, bac-
teria pectolitica que causan podredumbres blandas.
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spp. has an antagonistic effect on pectolytic bacteria
such as P. carotovorum.

Regarding the analysis of covariance performed
on Trichoderma spp. against D. chrysanthemi,
no significant differences were observed between
treatments. TJ displayed a percentage of 41.9 and
TP, 40.2% and both surrounded D. chrysanthemi,
which showed signs of competition for space and
nutrients. Initially, the bacterium has a creamy
appearance, yet with time its appearance became
dry, its growth stopped and there was even a slight
growth of mycelia until the day of the evaluation.
According to the scale by Corrales et al. (2011), both
treatments have a middle antagonism classification.
These results were higher than those reported by
Astorga-Quirds et al. (2014), who obtained a
32.3% antagonism when evaluating Trichoderma
spp. against Pseudomonas marginalis, a pectolytic
bacterium that causes soft rot.

The native T. asperellum and T. harzianum
strains resulted antagonistic, with inhibitions of
39.7 to 49.6% against F. oxysporum, and in the
confrontation with D. chrysanthemi, inhibition
rates of 40.2 to 41.9% were found. B. subtilis
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Las cepas nativas de 7. asperellum y T. harzia-
num, resultaron antagonistas con inhibicion de 39.7
a49.6 % contra F oxysporum y en la confrontacién
con D. chrysanthemi se obtuvo porcentajes de in-
hibicion de 40.2 a 41.9 %. Para el caso de B. subti-
lis alcanz6 un nivel medio de antagonismo frente a
F. oxysporum a pesar de ser una bacteria confronta-
da frente a un hongo, y obtuvo un halo de inhibici-
on de 4.4 mm frente a D. chrysanthemi.
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Resumen. Recientemente, se ha observado un
incremento en la presencia de una posible nueva
enfermedad en plantas de maiz que genera prolifi-
cidad de mazorcas que los agricultores denominan
“mano de chango”. Estos sintomas se han observa-
do en areas tropicales, subtropicales y del altiplano
de México. Observaciones iniciales, en los anos
1960s, indicaron, sin pruebas, que esta enfermedad
era causada por hongos, insectos, o deficiencias nu-
tricionales con incidencia de hasta 100% y pérdidas
en produccion de grano. Este es el primer trabajo en
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Abstract. Recently, an increase in the presence
of symptom of a possible new disease on maize has
been observed which farmers have called “mano
de chango” (monkey’s hand) due to the prolificacy
shown by the ears. Initial reports, in the 1960s,
indicated, with no proofs, that this disease was
caused by fungi, insects, or nutritional deficiencies
with incidences up to 100% and losses in grain
yield. This is the first work where evaluation of
incidence of the disease, in 21 commercial hybrids
in the Toluca Valley, State of Mexico, a comercial
hybrid and a native variety in the Mezquital Valley,
Hidalgo State, and six improved open pollinated
in Montecillo, State of Mexico. The highest
incidences and grain yield losses were recorded in
the genotype Aspros HC8 and the native variety
“Hidalgo”, in Mezquital Valley, Hidalgo State,
where disease symptoms showed considerable
yield reduction. It is necessary to continue studies
to determine the etiology and generate information
to select genetic resistance to this possible new
disease.
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que se evalua la incidencia de la enfermedad en 21
hibridos comerciales en el Valle de Toluca, Méxi-
co, un hibrido comercial y una variedad nativa de
polinizacion libre en el Valle del Mezquital, Hidal-
go, y seis variedades mejoradas de polinizacion
libre en Montecillo, Texcoco, México. La mayor
incidencia y pérdidas en rendimiento de grano por
la enfermedad se observo en los genotipos Aspros
HCS y la variedad nativa “Hidalgo”, en el Valle del
Mezquital, Hidalgo, en donde la presencia de sin-
tomas de la enfermedad mostrd una considerable
reduccidn en rendimiento. Es necesario continuar
estudios para investigar su etiologia y generar in-
formacion para seleccion de resistencia genética a
esta posible nueva enfermedad.

Palabras clave: Mano de chango, fitoplasmas, en-
fermedades de maiz.

El maiz es uno de los tres principales cereales
cultivados, debido a sus cualidades alimenticias
para humanos, animales y uso industrial. En Méxi-
co, tiene alta importancia econdémica, social y cul-
tural (SAGARPA, 2017). Sin embargo, este cultivo
es afectado por diversos problemas fitosanitarios
que disminuyen considerablemente su produccion,
entre los que destacan especialmente las enferme-
dades de origen fungoso (CIMMYT, 2005). En los
ultimos afios, un grupo de fitopatdgenos de la clase
Mollicutes, entre los que se incluyen los espiro-
plasmas y fitoplasmas, originalmente considerados
como un grupo secundario, han cobrado importan-
cia en diversos cultivos, incluyendo el maiz (Gal-
vao et al., 2020).

El término de achaparramiento (corn stunt) lo
utilizdé por primera vez Kunkel (Kunkel, 1946)
quien atribuy6 la sintomatologia a un virus como
agente causal. Doi et al. (1967) describid a este gru-
PO como microorganismos parecidos a micoplasmas
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Key words: Monkey’s hand, phytoplasms, maize
diseases.

Maize is one of the three main cereal crops
grown due to its nutritional characteristics for
humans and animals, as well as for industrial
use. In Mexico it has great economic, social and
cultural importance (SAGARPA, 2017). However,
this crop is affected by diverse phytosanitary
problems that considerably reduce its production,
with fungal diseases being amongst the most
important (CIMMYT, 2005). In recent years, a
group of phytopathogens of the Mollicutes Class,
including spiroplasms and phytoplasms, originally
considered as a secondary group, have become
increasingly important in diverse crops, including
maize (Galvao et al., 2020).

The term “corn stunt” was used for the first
time by Kunkel (Kunkel, 1946), who attributed
the symptoms to a virus as a causal agent. Doi et
al. (1967) described this group as microorganisms
similar to mycoplasmas, sensitive to tetracycline,
which were initially named mycoplasma-like
organisms (MLO) (CIPF, 2016). Davis (1973),
in a phase contrast microscope, observed and
reported helicoidal filaments that he associated as
being the causal agent of corn stunt and named it
“corn stunt spiroplasma”. In addition, as a result of
observations carried out in Mexico on maize with
symptoms of corn stunt, Davis (1974) published
the possibility of leathoppers being the causal
agent of corn stunt, as well as another non-mobile
organism that caused another disease in maize. The
presence of an additional organism to spiroplasm in
the vectors was confirmed by Bascopé (1977) and
later by Nault (1980), after observing mycoplasm-
like structures in phloem cells of infected plants
related to corn stunt in the insect Dalbulus (Moya
and Nault, 1998). The new disease reported by
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animales, con sensibilidad a tetraciclina, a los cua-
les se les llamo inicialmente organismos parecidos
a micoplasmas (MLO) (CIPF, 2016). Davis (1973),
en observaciones en microscopio de contraste de
fases, observo y reportd filamentos helicoidales
que asocidé como agente causal de la enfermedad
del achaparramiento y denominé “corn stunt spi-
roplasma”. Ademas, como resultado de observa-
ciones realizadas en México en maiz con sinto-
mas de achaparramiento, Davis (1974) publico la
posibilidad de que las chicharritas fueran vectoras
del agente causal del achaparramiento, asi como
de otro organismo no mévil que causaba otra en-
fermedad en maiz. La presencia de un organismo
adicional al espiroplasma en los vectores, fue con-
firmado por Bascopé (1977) y mas tarde por Nault
(1980), al observar estructuras tipo micoplasmas en
células del floema de plantas infectadas asociadas
al achaparramiento del maiz en el insecto Dalbu-
lus (Moya y Nault, 1998). La nueva enfermedad
reportada por estos autores se denomind enanismo
arbustivo del maiz o “Maize Bushy Stunt Disease”
(MBSD). Estas investigaciones demostraron que el
“Corn Stunt Disease” (CSS) y el MBSD eran en-
fermedades diferentes transmitidas por insectos del
género Dalbulus. Fue hasta la Giltima década de si-
glo XX que, mediante pruebas moleculares basadas
en el analisis del ARN ribosomal 168, se establecid
la filogenética de los fitoplasmas como miembros
de la clase Mollicutes (Lee et al., 1998).

Entre las enfermedades del maiz causadas por
Mollicutes, Costa ef al. (2019) mencionan al acha-
parramiento del maiz causado por Spiroplasma
kunkelii y al enanismo arbustivo del maiz, esta ulti-
ma, segun Pérez-Lopez et al. (2018), detectada, sin
base, por primera vez en México en 1955. Ambas
enfermedades son transmitidas por varias especies
de homopteros, siendo la principal la chicharrita
del maiz (Dalbulus maidis), un insecto presente
en localidades del sur de México, considerado el
centro de origen del género Dalbulus (Nault, 1980;
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these authors was named “Maize Bushy Stunt
Disease” (MBSD). These investigations showed
that the “Corn Stunt Disease” (CSS) and MBSD
were different diseases transmitted by insects of
the genus Dalbulus. It was in the last decade of the
20th Century that, with molecular tests based on the
analysis of ribosomal RNA 168, the phylogenetics
of phytoplasms were established as members of the
Mollicutes Class (Lee et al., 1998).

Among the maize diseases caused by Mollicutes,
Costa et al. (2019) mention corn stunt caused by
Spiroplasma kunkelii and the maize bushy stunt
disease, the latter of which was, according to
Pérez-Lopez et al. (2018), found, without a basis,
for the first time in Mexico in 1955. Both diseases
are transmitted by several species of homoptera,
the main one being the maize leathopper (Dalbulus
maidis), an insect found in soutern Mexico,
considered the birthplace of the Dalbulus genus
(Nault, 1980; Tsai and Miller, 1995; Casuso,
2017). In 1994, the Committee for the Taxonomy
of Mollicutes, of the International Organization
for Mycoplasmology (IOM), established the name
currently used of phytoplasms (Kirkpatrick, 1994).

The symptoms of MBSD on maize include the
formation of long lateral branches, a reduction in
the development of ears and the proliferation of in
the same rachis with the appearance of bracts, often
twisted, with slanted edges showing chlorosis and
reddening (Pecher et al., 2013) even leading to
the production of an ear without killing the plant.
Alcantara-Mendoza et al. (2010) indicated that
the “monkey’s hand” disease is not a symptom
that is related to MBSD, yet they describe that
this disease does cause the death of the plant. The
description of symptoms indicates a confusion and
unawareness of the separation of corn stunt, MBSD
and monkey’s hand (Figure 1). The latter disease
was initially reported as “Manita” (little hand)
by Cruz (1991) and later by Aguilar and Molina
(1996).
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Tsai y Miller, 1995; Casuso, 2017). Fue en 1994
que el Comité de Taxonomia de los Mollicutes, de
la Organizacidon Internacional de la Micoplasmo-
logia (IOM por sus siglas en inglés), estableci6 el
nombre actual de fitoplasmas (Kirkpatrick, 1994).

Los sintomas del MBSD en maiz incluyen la
formacion de largas ramas laterales, disminucion
en el desarrollo de mazorca y proliferacion de ma-
zorcas en el mismo raquis con aparicion de bracteas
a menudo torcidas con bordes rasgados mostrando
clorosis y enrojecimiento (Pecher et al., 2013) (Fi-
gura 1), llegando a producir la mazorca sin matar a
la planta. Alcantara-Mendoza et al. (2010) sehalan
que la enfermedad “mano de chango” del maiz no
es un sintoma asociado al MBSD quienes describe
que esta enfermedad si causa la muerte a la planta.
La descripcion de sintomas indica una confusion
y desconocimiento en la separacion del achaparra-
miento, del MBSD y de la mano de chango. Esta
ultima enfermedad fue inicialmente reportada ini-
cialmente como “Manita” por Cruz (1991) y poste-
riormente por Aguilar y Molina (1996).

La enfermedad de “mano de chango” se ha
vuelto destructiva, causando pérdidas variables en

The “monkey’s hand” disease has become
destructive, causing variable losses in production,
with reports of 35% in the Mezquital area,
in Hidalgo, Mexico (Ortega, 2021. Personal
communication) and up to losses of 35 to 93%,
depending on the population of vector insects
(Gonzalez et al., 2018).

For their
strategies have been studied, including planting
dates, the elimination of crop residues, treatments
to seeds and control of possible vectors, which
have displayed a low efficiency in the control of the
MBSD, therefore the use of genetically resistant
germplasm is accepted as the main alternative to
reduce damages and the incidence caused by the
phytoplasm, although there are few studies related

management, several cultural

to the identification of sources of resistance and of
genetic control (Costa et al., 2019), which is one of
the aims of the present studies.

Locations of evaluation. The incidence and the

effect of “monkey’s hand” were evaluated in
commercial hybrids and free pollination varieties
of maize in three locations. In the Experimental

Figura 1. Sintomas de la enfermedad mano de chango asociados a fitoplasmas en mazorcas de maiz.
Figure 1. Symptoms of monkey’s hand disease related to phytoplasms in maize ears.
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la produccion, reportandose, en la zona del Mez-
quital, Hidalgo, México, con pérdidas de 35% (Or-
tega, 2021. Comunicacidn personal) hasta pérdidas
de 35 al 93% dependiendo de la poblacion de in-
sectos vectores (Gonzalez et al., 2018).

Para su manejo, se han estudiado diversas estra-
tegias culturales, incluyendo las fechas de siembra,
eliminacion de restos de cultivo, tratamientos a se-
milla y control del vector, las cuales han mostrado
baja eficiencia para controlar la enfermedad del
enanismo arbustivo, por lo que actualmente se re-
conoce que el uso de germoplasma resistente es la
principal alternativa para reducir los dafos y la in-
cidencia causada por el fitoplasma, aunque hay po-
cos estudios relacionados con la identificacion de
fuentes de resistencia y de control genético (Costa
et al., 2019), uno de los objetivos del presente es-
tudio.

Localidades de evaluacion. La incidencia y efec-
to de la “mano de chango” se evalud en hibridos
comerciales y variedades de polinizacion libre de
maiz en tres localidades. En el Campo Experi-
mental de la Universidad Auténoma del Estado de
México (UAEM) en Cerrillo, Piedras Blancas, To-
luca, Edo. de México (19° 27" 56” N, 99° 39" 20”
0, 2667 msnm) se evaluaron 21 hibridos comercia-
les en un disefio de bloques al azar con tres repe-
ticiones. Cada parcela se constituy6 de dos surcos
de 3 m de largo, 80 cm entre surcos y 22 cm entre
plantas, para un total de 28 plantas por parcela. En
el Centro de Innovacion Tecnologica Cinta Larga,
en Mixquiahuala, Hidalgo (20° 13" 52” N, 99° 12°
477 0O, 2100 msnm) se establecieron un hibrido co-
mercial (Aspros HCS8) y la variedad nativa de po-
linizacion libre “Hidalgo”, que se sembraron en 20
surcos de 50 m de largo, a 80 cm entre surcos y
25 cm entre plantas, para una densidad de 85 000
plantas ha''. En el Campo Experimental del Colegio
de Postgraduados, Campus Montecillo (19° 28’26
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Field of the Autonomous University of the State
of Mexico (UAEM) in Cerrillo, Piedras Blancas,
Toluca, State of Mexico (19° 27" 56” N, 99° 39’
20” O, 2667 masl), 21 commercial hybrids were
evaluated in a randomized block design with
three replications. Each plot consisted of 2 rows,
3 m long, with 80 cm between rows and 22 cm
between plants, for a total of 28 plants per plot. In
the Cinta Larga Technology Innovation Center, in
Mixquiahuala, Hidalgo (20° 13" 52” N, 99° 12" 47”
W, 2100 masl), acommercial hybrid was established
(Aspros HCS) along with the native open pollinated
variety “Hidalgo”, which were planted each in 20
rows, 50 m long, with 80 cm between rows and 25
cm between plants, for a density of 85,000 plants
ha'. In the Experimental Field of the Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo (19° 28’ 26” N
and 98° 53’ 18” W, 2250 masl) in Texcoco, State of
Mexico, the incidence of the disease was evaluated
in six improved open pollinated synthetic varieties,
each planted in 12 rows, 100 m long, with 80 cm
between the rows and 22 cm between plants. In the
Experimental Field of the Autonomous University
of the State of Mexico, the incidence was evaluated
at harvest time. In all three locations, a conventional
agronomic production scheme was followed for the
crops and insects and weeds were not controlled.

Evaluation of incidence and damages. For the
variable of incidence in the germplasm in the
location of the UAEM, approximately one month
before harvest, ears with symptoms of the disease
were collected. In the experimental plot located in
Mixquiahuala, Hidalgo, 600 plants were counted
in 15 rows of the Aspros HC8 commercial hybrid,
and likewise for the native open pollinated variety
“Hidalgo”, for which 600 plants were counted,
including those with symptoms of the disease.
In the Campus Montecillo of the Colegio de
Postgraduados, in the five improved open pollinated
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Ny 98°53°18” O, 2250 msnm) en Texcoco, Edo.
de México, se valoro la incidencia de la enferme-
dad en seis variedades mejoradas de polinizacion
libre, sembradas cada una en 12 surcos de 100 m de
largo, 80 cm entre surcos y 22 cm entre plantas. En
el Campo Experimental de la Universidad Autono-
ma del Estado de México, la incidencia se evalud
en la cosecha. En las tres localidades, los cultivos
se llevaron siguiendo un esquema convencional de
produccioén agricola y no se realizé control de in-
sectos ni de malezas.

Evaluacion de incidencia y daiio. Para la varia-
ble incidencia en el germoplasma en la localidad
de la UAEM, aproximadamente un mes antes de
cosecha, se colectaron las mazorcas con sintomas
de la enfermedad. En el lote experimental locali-
zado en Mixquiahuala, Hidalgo, se contabilizaron
600 plantas en quince surcos del hibrido comercial
Aspros HC8 y de la misma manera con la variedad
nativa de polinizacion libre “Hidalgo™, en los que
se contabilizaron 600 plantas incluyendo aquellas
con presencia de sintomas de la enfermedad. En el
Campus Montecillo, del Colegio de Postgraduados,
en las cinco variedades mejoradas de polinizacion
libre sembradas, se contabilizaron 400 plantas por
variedad en estado cercano a madurez, revisando-
las individualmente buscando sintomas caracteris-
ticos de proliferacion de mazorcas para determinar
la incidencia de la enfermedad. Entre estas plantas,
las que presentaban sintomas de la enfermedad se
aparearon con plantas sin sintomas inmediatamen-
te anexas para posteriormente determinar el efecto
en rendimiento de grano. Las plantas asi apareadas
se colectaron en pares para pesarlas, desgranarlas y
registrar el porcentaje de humedad en grano fresco
con un medidor de humedad Dicky John miniGAC
plus® y ajustando su humedad a 14%. El peso del
grano de mazorcas producidas por las plantas con
sintomas de la enfermedad y el de las plantas
vecinas sanas fueron analizados usando un disefio
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synthetic varieties planted, 400 plants were counted
per variety in plants close to maturity, observing
them closely looking for typical symptoms of ear
proliferation to determine the disease incidence.
Among those plants, the ones which presented
symptoms of the disease were paired with
immediately adjacent plants without symptoms
to then determine the effect on grain yield. The
paired plants were collected in pairs to weigh them,
remove their kernels and record the percentage
of humidity in the fresh grains using a Dicky
John miniGAC plus® moisture meter to measure
humidity and adjusting this to 14%. The weight of
the grain produced by the plants with symptoms of
the disease and that of adjacent healthy plants were
analyzed using a paired t test design, and the means
of disease incidence were compared with those of
the grains in pairs of transformed ears, using the
Shapiro-Wilk test of normality of the data with
0=0.05 for the transformation of the arcsine of the
incidence (0.077), so the residues have a normal
distribution, and justifying their analysis. The
means obtained were separated using Tukey’s test
at 5% significance with the SAS analysis package,
version 9.0.

The 21 hybrids evaluated in the UAEM showed
a very low incidence of the disease with poor
development of the ears and grains, therefore the
trial in this location was eliminated.

In the location of Mixquiahuala, the commercial
hybrid and the native variety “Hidalgo”, as well
as the six free pollination varieties evaluated in
Montecillo, Texcoco (Table 1) analyzed jointly,
showed that the germplasm evaluated in Montecillo
showed lower incidences than in the material
evaluated in Mixquiahuala. The differences
in incidence between the materials grown in
Mixquiahuala and Montecillo were significant,
particularly between the varieties of origin MO19
(Montecillo 2019) with 5.5, 5.2, 3.5, 1.0, 0.75 and
0.75% against the hybrid Aspros HC8 and the
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de parcelas apareadas, comparando estadistica-
mente las medias de incidencia de la enfermedad
y el de grano en pares de mazorcas transformadas
realizando la prueba de normalidad Shapiro-Wilk
de los datos con a=0.05 para la transformacion arco
seno de la incidencia (0.077) por lo que los residuos
tienen una distribucién normal con lo que se justi-
fica su analisis. Las medias obtenidas se separaron
mediante la prueba de Tukey al 5% de significancia
con el paquete de analisis SAS version 9.0.

Los 21 hibridos evaluados en la UAEM mostra-
ron muy baja incidencia de la enfermedad con mal
desarrollo de las mazorcas y grano, por lo que se
elimino el ensayo de esta localidad.

En la localidad de Mixquiahuala, el hibrido co-
mercial y la variedad nativa “Hidalgo”, asi como,
las seis variedades de polinizacion libre evaluadas
en Montecillo, Texcoco (Cuadro 1) analizadas en

native “Hidalgo”, with 17 and 13%, respectively.
In the trial established and evaluated in the Campus
Montecillo of the Colegio de Postgraduados, the
grainyield analysis applying the paired t test analysis
showed a significant loss in grain production per
ear in all the varieties, which reduced their yield by
86% in MO19:15# Bco (Colpos) to 20% in MO19:
CP Hilda 2 Amar (Colpos).

Preliminary information is presented on the
presence of monkey’s hand and its effect on
the yield of maize plants with symptoms of the
disease in subtropical conditions (Mezquital,
Hidalgo) and the Mexican highlands (Montecillo,
State of Mexico), although its effect on grain
yield must be determined in a greater number of
locations, including the conditions of the humid
tropics, where maize producers indicate they have
found symptoms similar to those described. This

Cuadro 1. Incidencia de la enfermedad “mano de chango” y su efecto en el rendimiento de grano de hibridos y variedades
de maiz evaluados en Mixquiahuala, Hidalgo y Montecillo, México, 2020.
Table 1. Incidence of the “monkey’s hand” disease and its effect on the grain yield of hybrids and maize varieties evaluated
in Mixquiahuala, Hidalgo, and in Montecillo, Mexico, 2020.

. . . . . Grano de Disminucion
Germoplasma Media Incidencia Incidencia Grano de mazorcas o
mazorcas enfermas rendimiento de grano
evaluado (%) (Arco seno) sanas (g) N
() (%)
Aspros HCS8 (Hidalgo) 17.5 0.427 a* 128.24 62.75 ** 44.65 a*
Criollo Hidalgo 13.5 0.375 ab 169.61 73.25 ** 42.13 a
MO19: CP Elvia 3 -
TSR# Beo (Colpos) 5.5 0.225 be 148.33 76.80 46.86 a
MOI9: CP-Verol Beo 52 0.217 be 156.45 111.04 * 73342
(Colpos)
MOT9: 15% Beo 3.5 0.185 ¢ 133.84 114.88 NS 86.76 a
(Colpos)
MOT19: CP Hilda 2 1.0 0.068 ¢ 111.00 12.25 ** 20774
Amar. (Colpos)
MOT9: 1% Amar. 0.7 0.065 ¢ 110.66 99.00 NS 69.75 a
(Colpos)
MOT9:19+2# Beo 0.7 0.065 ¢ 104.00 51.00 48254
(Colpos)
DMS: 0.176 DMS: 77.45

CV (%): 73.5

CV(%): 60.4

“Medias con la misma letra dentro de cada columna son iguales estadisticamente (Tukey, P<0.05)./ “Means with the same letter in

each column are not statistically different (Tukey, P<0.05).

*: Significativo P=0.05. **: Altamente significativo P=0.01. NS: no significativo. / *: Significant P=0.05. **: Highly significant

P=0.01. NS: not significant.
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conjunto, mostraron que el germoplasma evaluado
en Montecillo mostré6 menores incidencias que en
los materiales evaluados en Mixquiahuala. Las di-
ferencias en incidencia entre materiales sembrados
en Mixquiahuala y Montecillo fueron significati-
vas, especialmente entre las variedades de origen
MO19 (Montecillo 2019) con 5.5, 5.2, 3.5, 1.0,
0.75 y 0.75% contra el hibrido Aspros HCS y el
criollo “Hidalgo”, con 17 y 13%, respectivamente.
En el ensayo establecido y evaluado en el Campus
Montecillo del Colegio de Postgraduados, el anali-
sis de rendimiento de grano aplicando el analisis de
parcelas apareadas, mostr6 una pérdida significati-
va en produccion de grano por mazorca en todas las
variedades, las cuales disminuyeron su rendimien-
to desde el 86% en MO19:15# Bco (Colpos) hasta
el 20% en MO19: CP Hilda 2 Amar (Colpos).

Se presenta informacion preliminar de la pre-
sencia y efecto en rendimiento de plantas con
sintomas de la enfermedad mano de chango en
condiciones subtropicales (Mezquital, Hidalgo),
y del Altiplano de M¢éxico (Montecillos, Estado
de M¢éxico), pero debe determinarse su efecto en
el rendimiento de grano en un mayor numero de
localidades, incluyendo condiciones de trépico hi-
medo, en donde, productores de maiz indican que
han observado sintomas parecidos a los descritos.
Esta informacion, la confirman los reportes de Al-
cantara-Mendoza et al. (2010) y Costa et al. (2019)
en investigaciones realizadas en regiones tropicales
de México y Brasil, respectivamente.

Se encontraron sintomas de “mano de chango”
y pérdida de rendimiento de grano en el germo-
plasma de maiz evaluado, con mayor incidencia
y pérdida de grano en el hibrido Aspros HCS y el
criollo “Hidalgo” en la localidad de Mixquiahuala,
Hidalgo. Las plantas afectadas por la enfermedad
disminuyen su produccion de grano en forma signi-
ficativa. Se deben continuar trabajos de investiga-
cion para determinar la etiologia de la enfermedad
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information is confirmed in reports by Alcantara-
Mendoza et al. (2010) and Costa et al. (2019)
in investigations carried out in tropical areas of
Mexico and Brazil, respectively.

Symptoms of “monkey’s hand” and grain yield
loss were found in the germplasm of the maize
evaluated, with a higher incidence and grain loss
in the hybrid Aspros HC8 and the native variety
“Hidalgo” in the location of Mixquiahuala, Hidalgo.
The plants affected by the disease significantly
reduce their grain yield. Research must continue to
determine the etiology of the disease and evaluate
a larger number of variants in maize germplasm to
identify and select possible sources of resistance to
the disease.

End of the English version ~~—~—~—~

y evaluar mayor cantidad de variantes en germo-
plasma de maiz, para identificar y seleccionar posi-
bles fuentes de resistencia a la enfermedad.
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