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Abstract. Fungal
bacterial populations of interest for biological

sclerotia house native
control of plant pathogenic fungi. The objectives
of this research were: i) to explore the bacterial
populations associated with Claviceps gigantea
sclerotia in maize from six locations in the State
of Mexico, ii) to evaluate the in vitro antagonism
of these bacterial populations against three species

of Fusarium phytopathogens of maize, iii) to
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Resumen. Los esclerocios de algunos hongos
albergan bacterias nativas para el control biologi-
co de hongos fitopatogenos. Los objetivos de esta
investigacion fueron: i) explorar poblaciones bac-
terianas asociadas a esclerocios de Claviceps gi-
gantea en maices de seis localidades del Estado de
Meéxico, ii) evaluar el antagonismo in vitro de estas
poblaciones bacterianas contra tres especies de Fu-
sarium fitopatdgenos de maiz, iii) identificar mole-
cularmente los antagonistas mas eficientes y carac-
terizar la produccion de metabolitos in vitro. Pobla-
ciones bacterianas en los esclerocios se calcularon
por conteo directo en placa; el antagonismo in vitro
contra Fusarium graminearum, F. sublgutinans y
FE verticillioides se evalud por confrontacion en
medio Waksman agar. Las bacterias antagonistas se
identificaron por secuenciacion parcial del gen 16S
rRNA y se evaluaron in vitro para la produccion
de acido indol-3-acético, siderdforos, actividad
lipolitica, proteolitica y solubilizacion de fosfa-
to mineral. La densidad bacteriana estuvo entre

143



MExiICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY
RevisTA MExicaNa DE FITOPATOLOGIA

FuLLy BILINGUAL

molecularly identify the more efficient antagonists
and characterize the in vitro production of
metabolites. Bacterial populations in the sclerotia
were calculated by direct plate count; in vitro
antagonism against Fusarium graminearum, F.
sublgutinans, and F. verticillioides was evaluated
by confrontation in Waksman agar medium.
Antagonistic bacteria were identified by partial
sequencing of 16S rRNA gene and evaluated in
vitro for the production of indole-3 acetic acid,
siderophores, lipolytic and proteolytic activity, and
mineral phosphate solubilization. The bacterial
density ranged from 2.023 to 2.397 Log JUFC g
of sclerotia. Twenty-two strains showed in vitro
antagonism against at least one Fusarium species
and were identified as members of the genera
Bacillus, Delftia, Micromonospora, Pseudomonas,
Sphingobacterium, Staphylococcus, and
Stenotrophomonas. The 22 antagonists showed in
vitro lipolytic, proteolytic, siderophore-producing
and phosphate-solubilizing activity; only 12 (55%)
produced indole-3-acetic acid. Bacillus subtilis
(BA1), Pseudomonas syringae (BA2), and Bacillus
amyloliquefaciens (BA18) strains were antagonists
against the three Fusarium species and produced
all the metabolites evaluated.

Key words: Ear rot, Bacillus, Pseudomonas,
inhibition, metabolites.

Zea mays, commonly known as corn, is the
most widely produced cereal crop worldwide,
with wheat and rice following as close contenders
(CIMMYT, 2019). It is worth noting that Mexico is
considered the center of origin for corn (Matsuoka
et al., 2002) and has the largest annual planted area
and per capita consumption of this crop (Garcia-
Lopez and Giraldo, 2021; Padrén et al, 2013).
However, Mexico’s corn production and grain
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2.023 a 2.397 Log, UFC g de esclerocio. Veinti-
dos cepas mostraron antagonismo in vitro contra al
menos una especie de Fusarium. Se identificaron
como miembros de los géneros Bacillus, Delftia,
Micromonospora, Pseudomonas, Sphingobacte-
rium, Staphylococcus 'y Stenotrophomonas. Los 22
antagonistas mostraron in vitro actividad lipolitica,
proteolitica, produjeron sideroforos y solubilizaron
fosfato; unicamente 12 (55%) produjeron acido
indol-3-acético. Las cepas Bacillus subtilis (BA1),
Pseudomonas syringae (BA2) y Bacillus amyloli-
quefaciens (BA18) fueron antagonistas contra las
tres especies de Fusarium y produjeron todos los
metabolitos evaluados.

Palabras clave: Pudricion de mazorca, Bacillus,
Pseudomonas, inhibicion, metabolitos.

El maiz (Zea mays) es el cereal mas producido
en el mundo, seguido de trigo y arroz (CIMMYT,
2019). México es el centro de origen del maiz
(Matsuoka et al., 2002), ademas de ser el cultivo
con la mayor superficie anual sembrada y consumo
per capita (Garcia-Lopez y Giraldo, 2021; Padrén
et al., 2013). En México se estima que la produc-
cion y calidad de grano de este cultivo es afectado
por diversas enfermedades fungicas, destacando
las enfermedades de pudricion de la mazorca (Mo-
reno-Limoén et al., 2011).

El hongo Fusarium causa pudriciones de ma-
zorca que representa una limitante en la produccion
e inocuidad del maiz a nivel mundial. Se consig-
na que la mayoria de los hibridos de maiz culti-
vados en el mundo son susceptibles a mas de 10
especies de Fusarium que causan pudricion de la
mazorca (Mesterhazy et al., 2012). La mayoria de
estas especies de Fusarium producen micotoxinas
que afectan la salud no solo de animales sino tam-
bién de los seres humanos (Holf, 2020; Mielniczuk
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quality are often compromised by several fungal
diseases, among which corn ear rot diseases are
particularly prevalent (Moreno-Limon ez al., 2011).

Fusarium fungi cause corn ear rot, which poses
a significant limitation on the production and
safety of corn worldwide. It is reported that most
corn hybrids cultivated globally are susceptible
to more than 10 Fusarium species causing ear
rot (Mesterhazy et al., 2012). These species
typically produce mycotoxins that affect not
only animal health but also human health (Holf,
2020; Mielniczuk and Skwaryto-Bednarz, 2020).
In Mexico, F. verticillioides is the most widely
distributed and important species causing ear rot
in the states of Guanajuato, Guerrero, Hidalgo,
Jalisco, Puebla, and Nuevo Leon. Additionally, F
graminearum and F. subglutinans have also been
reported to cause ear rot in the states of Mexico,
Michoacan, and Yucatan (Zenteno-Zevada, 1963).

Biocontrol of plant diseases with antagonistic
microorganisms is a useful strategy to reduce the
use of pesticides in agriculture and lower production
costs and environmental impact (Dimki¢ et al.,
2022; Guzman-Guzman and Santoyo 2022; Luo
et al., 2022; Singh et al., 2022). Previous studies
have shown that exudates from the sclerotia
of phytopathogenic fungi such as Sclerotium
rolfsii and Sclerotinia sclerotiorum stimulate
the growth of specific bacterial populations in
the same agroecosystem with greater antifungal
activity against these same fungi, compared to
bacterial strains isolated from other ecological
niches (Abdullah et al., 2008; Coley-Smith and
Dickenson, 1971; Gilbert and Linderman, 1971;
Hou et al., 2006). Bacterial populations that coexist
in specific habitats with limited nutrients, such as
sclerotia, promote the production of metabolites
that increase their ability to compete against other
microorganisms. Therefore, sclerotia of fungi
are considered potential natural reservoirs of
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y Skwaryto-Bednarz, 2020). En México, se reporta
a F verticillioides como la especie de mayor distri-
bucién y mas importante por causar pudriciones en
mazorca en los estados de Guanajuato, Guerrero,
Hidalgo, Jalisco, Puebla y Nuevo Le6n. También se
han reportado a F. graminearum y F. subglutinans
causando pudriciones en mazorca en los estados de
México, Michoacan y Yucatan (Zenteno-Zevada,
1963).

El biocontrol de enfermedades en plantas con
microorganismos antagonistas es una estrategia util
para aminorar el uso de plaguicidas en la agricul-
tura y disminuir costos de produccion e impacto
ambiental (Dimki¢ et al., 2022; Guzman-Guzman
y Santoyo 2022; Luo et al., 2022; Singh et al.,
2022). Investigaciones previas han demostrado que
los exudados en los esclerocios de hongos fitopa-
togenos como Sclerotium rolfsii 'y Sclerotinia scle-
rotiorum estimulan el crecimiento de poblaciones
bacterianas especificas en el mismo agroecosiste-
ma con mayor actividad antiflingica hacia estos
mismos hongos, que cepas bacterianas aisladas
de otros nichos ecoldgicos (Abdullah ez al., 2008;
Coley-Smith y Dickenson, 1971; Gilbert y Linder-
man, 1971; Hou et al., 2006). Las poblaciones bac-
terianas que coexisten en habitats especificos con
escasos nutrientes, como es el caso de los esclero-
cios, promueven la produccion de metabolitos que
incrementan su capacidad de competencia contra
otros microorganismos; por lo tanto, se considera
que los esclerocios de hongos son potenciales re-
servorios naturales de antagonistas eficientes para
el control biolégico de fitopatdogenos (Hou et al.,
2006; Zachow et al., 2011).

El ascomiceto Claviceps gigantea causa la en-
fermedad “diente de caballo” asi llamada por la
forma de los esclerocios. Este hongo produce al-
caloides principalmente ergolina, festuclavina, di-
hydroelymoclavina, chanoclavina y elimoclavina
(Agurell et al., 1963; Solano-Baez et al., 2018) que
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efficient antagonists for the biological control of
phytopathogens (Hou et al., 2006; Zachow et al.,
2011).

Claviceps gigantea, an ascomycete, causes the
disease commonly known as “horse’s tooth” due
to the shape of its sclerotia. This fungus produces
several alkaloids, mainly ergoline, festuclavine,
dihydroelymoclavine, chanoclavine, and
elimoclavine, which are also toxic to both animals
and humans (Agurell et al., 1963; Solano-Baez
et al., 2018; Mielniczuk and Skwaryto-Bednarz,
2020; Bragg et al., 2017; Hof, 2020). C. gigantea
is an endemic fungus limited geographically to
locations in Mexico with altitudes above 1800
masl and relative humidity > 60% (Fucikovsky
and Moreno, 1976; Fuentes et al., 1964; Ullstrup,
1973). In the high valleys of Mexico (>2000
masl), maize is grown in environments with
temperate climates, where ear rots caused by
Fusarium spp. are common, often occurring
simultaneously with C. gigantea, causing losses
of up to 100% (CIMMYT, 2004). In this study,
we hypothesize that C. gigantea sclerotia harbor
bacterial populations with efficient antagonism
against Fusarium species causing maize ear rot
in Mexico. Our objectives were to: i) explore the
bacterial populations associated with C. gigantea
sclerotia in the State of Mexico, ii) evaluate the
in vitro antagonism of these bacterial populations
against Fusarium graminearum, F. subglutinans,
and F. verticillioides, iii) molecularly identify the
most efficient antagonists and characterize the in
vitro production of their metabolites.

MATERIALS AND METHODS

Collecting Claviceps gigantea sclerotia

Sclerotia of C. gigantea were collected from
six localities in the State of Mexico, which showed
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también son toxicos para animales y seres huma-
nos (Mielniczuk y Skwarylo-Bednarz, 2020; Bragg
et al, 2017; Hof, 2020). C. gigantea es un hongo
endémico, geograficamente limitado a localidades
en México con altitudes mayores a los 1800 msnm
y humedad relativa > 60% (Fucikovsky y Moreno,
1976; Fuentes et al., 1964; Ullstrup, 1973). En los
valles altos de México (>2 000 msnm), el maiz
se cultiva en ambientes con climas templados en
donde las pudriciones de mazorca causadas por
Fusarium spp. son comunes en infecciones simul-
taneas con C. gigantea causando pérdidas de hasta
el 100% (CIMMYT, 2004). En el presente estu-
dio, se infiere que los esclerocios de C. gigantea
albergan poblaciones bacterianas con antagonismo
eficiente contra especies de Fusarium que causan la
pudriciéon de mazorca de maiz en México. Los ob-
jetivos de esta investigacion fueron: i) explorar las
poblaciones bacterianas asociadas a esclerocios de
C. gigantea en el Estado de México, ii) evaluar el
antagonismo in vitro de estas poblaciones bacteria-
nas contra Fusarium graminearum, F. subglutinans
y F verticillioides, iii) identificar molecularmente
los antagonistas mas eficientes y caracterizar la
produccioén in vitro de metabolitos de los antago-
nistas.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de esclerocios de Claviceps gigantea

Los esclerocios de C. gigantea se colectaron en
seis localidades del Estado de México con historial
severo en condiciones naturales de las enferme-
dades diente de caballo y pudriciones de mazorca
causados por Fusarium spp. (Cuadro 1; Figura 1).
Los esclerocios de cada localidad se colectaron de
mazorcas infectadas con C. gigantea sin sintomas
de pudricion por Fusarium spp.
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severe history under natural conditions of “horse
tooth” disease and ear rot caused by Fusarium
spp. (see Table 1 and Figure 1). For each locality,
sclerotia were collected from C. gigantea-infected
ears without symptoms of rot caused by Fusarium

Spp.

Aislamiento de bacterias de esclerocios de Cla-
viceps gigantea

Se colectaron 10 esclerocios de C. gigantea en
cada localidad. El tamano de muestra del niimero
de esclerocios se calculd con el modelo descrito

Table 1. Collection of C. gigantea sclerotia in localities of the State of Mexico.
Cuadro 1. Colecta de esclerocios de C. gigantea en localidades del Estado de México.

“Localidad Latitud (N) Longitud (O) Altitud (msnm)
Almoloya de Juarez 19° 14" 10”7 90° 42" 077 2600
Atlacomulco 19°43° 377 99°42" 127 2700
Calimaya 19° 10" 25” 99°32" 12~ 2680
Mina México 19° 40" 35” 99° 40" 107 2580
Toluca 18° 59" 00~ 99° 40" 58” 2600
Villa Victoria 19°26° 00” 100° 00" 00” 2570

“Sample size of 10 sclerotia per locality estimated with Cochran’s model (1982). / “Tamaio
de muestra de 10 esclerocios por localidad estimado con el modelo de Cochran (1982).

Figure 1. A) Corn ears with simultaneous infection of Claviceps gigantea and Fusarium spp. B) Claviceps gigantea sclerotia

on corn ears.

Figura 1. A) Mazorcas de maiz con infeccion simultanea de Claviceps gigantea 'y Fusarium spp. B) Esclerocios de C. gigantea

en mazorcas de maiz.
Isolation of bacteria from Claviceps gigantea
sclerotia

Ten sclerotia of Claviceps gigantea were
collected from each of the six locations. The sample

ONLINE PUBLICATION, MAY 2023

por Cochran (1982). Los esclerocios (n=10) de
cada localidad se molieron por separado en un mor-
tero estéril; de aqui, se utiliz6 1 g de esclerocios
molidos diluido en 100 mL de agua destilada estéril
para realizar diluciones seriadas hasta 10*; de cada
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size for the number of sclerotia was determined
using the model described by Cochran (1982). The
sclerotia (n=10) from each location were ground
separately in a sterile mortar. One gram of ground
sclerotia was diluted in 100 mL of sterile distilled
water to perform serial dilutions up to 10*. From
each dilution, 100 puL was plated on Petri dishes
with R2A culture medium (Difco) in triplicate and
incubated at 28 °C for 24 h. Bacterial growth was
quantified using the direct plate count method,
and microbial density was expressed in Log,,
CFU g of sclerotium (Peng et al., 2009). A total
of 129 bacterial isolates associated with sclerotia,
exhibiting different colony morphology observed
under a stereoscopic microscope (American Optical
AO), were selected from the six sampled locations
for further study of in vitro antagonism.

In vitro antagonism against Fusarium spp.

The in vitro antagonism of 129 bacterial
strains was evaluated against three Fusarium
species (F. graminearum, F. subglutinans, and
F. verticillioides) responsible for ear rot in the
sampled locations. The pathogenicity of these
strains was experimentally verified in seedlings
of three native populations of corn in the State of
Mexico by inoculating the fungus in the substrate.
The internal regions ITS of the rRNA 18S-5.8S
and 5.8S-28S genes were molecularly identified
through amplification, provided by Dr. Dolores
Briones Reyes from the Graduate Program
of Genetic Resources and Productivity of the
Colegio de Postgraduados. /n vitro antagonism
was evaluated by dual confrontation on square
Petri dishes (120 x 120 mm) with Waksman
agar culture medium, which was selected from
King’s B media, R2A, nutrient agar, and potato-
dextrose agar, as it allowed optimal growth of both
Fusarium species and bacterial isolates. The initial
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diluciéon se sembraron 100 uL en placas Petri con
medio de cultivo R2A (Difco) con tres repeticiones
y se incubaron a 28 °C por 24 h. Del crecimiento
bacteriano se cuantificd el numero de colonias por
el método de conteo directo en placa. La densidad
microbiana se expres6 en Log /UFC g' de escle-
rocio (Peng et al., 2009). Entre las seis localidades
muestreadas, se seleccionaron 129 aislados bac-
terianos asociados a los esclerocios con diferente
morfologia de la colonia observada en un micros-
copio estereoscopico (American Optical AO) para
el estudio posterior de antagonismo in vitro.

Antagonismo in vitro contra Fusarium spp.

Se evaluo el antagonismo in vitro de 129 ce-
pas bacterianas contra Fusarium graminearum, F.
subglutinans y F. verticillioides que causan pudri-
cidén de mazorca en las localidades muestreadas; la
patogenicidad de estas cepas se evidencid experi-
mentalmente en plantulas de tres poblaciones na-
tivas de maiz en el Estado de México por inocula-
cion del hongo en sustrato y se idenficaron molecu-
larmente por amplificacion de las regiones internas
ITS de los genes rRNA 18S-5.8S y 5.8S-28S las
cuales fueron donadas por la Dra. Dolores Brio-
nes Reyes del Postgrado de Recursos Genéticos y
Productividad, del Colegio de Postgraduados. El
antagonismo in vitro se evaluoé por confrontacion
dual en placas Petri cuadradas (120 x 120 mm) con
medio de cultivo Waksman agar seleccionado entre
los medios B de King, R2A, agar nutritivo y pa-
pa-dextrosa agar por ser el que permitié el 6ptimo
crecimiento tanto de Fusarium spp. como de los
aislados bacterianos. Inicialmente, las cepas de Fu-
sarium spp. se inocularon por extension con un asa
L-digralsky sobre la superficie del medio de culti-
vo con 300 pL de una suspension acuosa con 1.8
x 10* conidios mL™! cuantificados en una Camara
Neubauer de cada especie con cinco dias a 28 °C en
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inoculation of Fusarium species strains was carried
out by extension with an L-digralsky loop on the
culture medium surface, and the inoculated Petri
dishes were kept at room temperature for 60 min.
Bacteria (n=129) were subsequently inoculated
with a multi-point inoculator (Boekel®, 96-point
microplate replicator) and incubated at 28 °C for
7 days. Bacterial strains that showed antagonism
(inhibition halo of fungal growth) against one
or more Fusarium species were selected. In
another assay, antagonistic bacterial strains were
individually inoculated by puncturing the bacterial
mass with a sterile stick under the same experimental
conditions as the previous assay. Only bacterial
strains that showed antagonism by forming an
inhibition halo > Smm of mycelial growth against
one, two, or all three evaluated Fusarium species
were selected. Daily observations were made,
and the assay was repeated three times. Controls
consisted of Petri dishes with growth of Fusarium
species in the absence of antagonistic bacteria.

Qualitative detection of metabolite production
The antagonistic bacteria were qualitatively

characterized for their produce
metabolites in vitro, such as indole-3-acetic acid,

ability to

using soy tryptone broth (TSB) as the culture
medium. Bacterial strains that produced a reddish
coloration in the medium were considered positive
(Frey-Klett et al., 2005), while siderophores were
assessed using the universal medium chrome azurol
S (CAS), with bacterial strains that evidenced a
yellow halo around the colony being considered
positive (Schwyn and Neilands, 1987). Lipolytic
and proteolytic activities were evaluated using
nutrient agar supplemented with Tween 80 and
TSB medium supplemented with skimmed milk,
respectively. Bacterial strains that evidenced an
opaque and clear halo around the colony were
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medio Waksman agar (1 L) (agar 20 g, glucosa 10
g, KH,PO, 1.0 g, MgSO, 0.5 g, peptona 5.0 g, pH
6.8). Las placas de Petri inoculadas se mantuvieron
a temperatura ambiente por 60 min; en seguida, las
bacterias (n=129) se inocularon con un inoculador
multipunto (Boekel®, microplate replicator 96 pun-
tos) y se incubaron a 28 °C por 7 dias; de aqui, se
seleccionaron las cepas bacterianas que evidencia-
ron antagonismo (halo de inhibicién del crecimien-
to fungico) contra una o mas especies de Fusarium.
Posteriormente, en otro ensayo las cepas bacteria-
nas antagonistas se sembraron individualmente por
punciéon de masa bacteriana con un palillo estéril
bajo las mismas condiciones experiementales del
ensayo anterior. Se realizaron observaciones dia-
rias y se seleccionaron Unicamente las cepas bacte-
rianas que mostraron antagonismo evidenciado por
la formacion de un halo de inhibicion > Smm del
crecimiento del micelio contra una, dos o las tres
especies de Fusarium evaluadas. El ensayo se repi-
tid tres veces. Los testigos consistieron en placas de
Petri con crecimiento de las especies de Fusarium
en ausencia de las bacterias antagonistas.

Deteccion cualitativa de la produccion de meta-
bolitos

Las bacterias antagonsitas se caracterizaron
cualitativamente en cuanto a su capacidad para
producir metabolitos in vitro como el acido indol-
3-acético en el medio de cultivo caldo soja triptona
(TSB); se consideraron positivas las cepas bacte-
rianas que produjeron una coloracion rojiza en el
medio (Frey-Klett et al., 2005) y sideroforos en el
medio universal cromo azurol S (CAS) consideran-
do positivas las cepas bacterianas que evidenciaron
un halo amarillo alrededor de la colonia (Schwyn
y Neilands, 1987); actividad lipolitica en el medio
agar nutritivo suplementado con Tween 80 y pro-
teolitica en el medio TSB suplementado con leche
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considered positive for lipolytic and proteolytic
activities (Hantsis-Zacharov and Halpern, 2007).
Mineral phosphate solubilization was assessed
using TCP medium, with bacterial strains that
evidenced an opaque halo around the colony being
considered positive (El-Yazeid et al., 2007). All
evaluations were performed in triplicate.

Molecular identification of antagonistic bacteria

The DNA of the potential antagonists was
obtained from individual colonies with 72 h of
growth at 28 °C on Waksman agar medium using
the PureLink Genomic DNA kit (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) following the
manufacturer’s protocol. Partial amplification of the
16S rRNA gene was carried out using the primers
8F (5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’) and
1492R (3° GGTTACCTTGTTACGACTT 5°) and
PCR conditions described by Baker et al. (2003).
The amplified products were sequenced (Sanger
sequencing) at Macrogen Inc. (Seoul, Korea)
(https://www.macrogen.com); the sequences were
compared in the gene bank (GenBank) of the
International Center for Biotechnology Information
(NCBI]) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) using
the Blastn (Basic Local Alignment Search Tool)
2.2.29+ algorithm (Altschul et al., 1990).

RESULTS

Bacterial population density

gigantea sclerotia

in Claviceps

The study revealed bacterial growth in R2A
culture medium obtained from sclerotia at
all sampling locations. Colony counting was
performed to determine bacterial density in C.

gigantea sclerotia, which varied from 2.023 to
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descremada, considerando positivas las cepas bac-
terianas que evidenciaron un halo opaco y claro
alrededor de la colonia respectivamenmte (Hant-
sis-Zacharov y Halpern, 2007), y solubilizacion
de fosfato mineral en el medio TCP, considerando
positivas las cepas bacterianas que evidenciaron un
halo opaco alrededor de la colonia (El-Yazeid et
al., 2007). Todas las evaluaciones se hicieron por
triplicado.

Identificacion molecular de las bacterias anta-
gonistas

El ADN de los antagonistas potenciales se
obtuvo de colonias individuales con 72 h de cre-
cimiento a 28 °C en medio Waksman agar con el
kit PureLink Genomic DNA (Invitrogen Life Tech-
nologies, Carlsbad, CA, U.S.A.) siguiendo el pro-
tocolo del fabricante. La amplificacion parcial del
gen 16S rRNA se realiz6 con los iniciadores 8F (5°
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’) y 1492R (3’
GGTTACCTTGTTACGACTT 5°) y las condicio-
nes de PCR descritas por Baker et al. (2003). Los
productos amplificados se secuenciaron (secuen-
ciacion Sanger) en Macrogen Inc. (Seul, Korea)
(https://www.macrogen.com); las secuencias se
compararon en el banco de genes (GenBank) del
Centro Internacional para la Informacion en Bio-
tecnologia (NCBI por sus siglas en inglés) (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) empleando el algo-
ritmo Blast (Basic Local Aligment Search Tool)
2.2.29+ (Altschul et al., 1990).

RESULTADOS

Densidad de poblaciones bacterianas en esclero-
cios de Claviceps gigantea

Se observd crecimiento bacteriano en medio
de cultivo R2A de los esclercios provenientes de
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2.397 Log,,CFU g' of sclerotium across the six
sampling sites (Table 2). Notably, the highest
bacterial density was found in Atlacomulco lots
(2.397) and the lowest in Villa Victoria (2.023)
Log,,CFU g of sclerotium. These findings imply
the presence of bacterial populations associated
with C. gigantea sclerotia exudates. Nevertheless,
further research is required to investigate factors
that influence bacterial density and structure in this
ecological niche.

todas las localidaes muestreadas. Del crecimiento
bacteriano se cuantificd el numero de colonias por
el método de conteo directo en placa y la densi-
dad bacteriana en esclerocios de C. gigantea fue
diferente entre las seis localidades muestreadas en
rangos desde 2.023 hasta 2.397 Log, UFC g' de
esclerocio (Cuadro 2). La mayor densidad bacteria-
na se registré en los lotes de Atlacomulco (2.397)
y la menor en Villa Victoria (2.023) Log JUFC g
de esclerocio respectivamente. Lo anterior sugiere

Table 2. Bacterial density (Log, /JUFC g") in C. gigantea sclerotia by sampling

location.

Cuadro 2. Densidad bacteriana (Log, ,UFC g™) en esclerocios de C. gigantea

por localidad de muestreo.

Numero de colonias

Log, UFC g de esclerocio

Localidad
Almoloya de Juarez 204.1
Atlacomulco 2499
Calimaya 188.8
Mina México 200.4
Toluca 133.6
Villa Victoria 105.6

2.309
2.397
2.276
2.301
2.125
2.023

Z Average number of colonies isolated from 10 C. gigantea sclerotia per location
sampled by direct plate count on R2A medium with three replicates. / “Promedio
del numero de colonias aisladas de 10 esclerocios de C. gigantea por localidad
muesetreada mediante conteo directo en placa en medio R2A con tres repeticiones.

In vitro Fusarium

Spp.

antagonism  against

Out of 129 morphologically different bacterial
strains isolated from sclerotia, 22 (17%) were
identified by their in vitro antagonism (inhibition
halo of fungal growth > 5 mm) against one or
more species of Fusarium (Table 3). Among these,
13 bacterial strains (59%) were isolated from the
Atlacomulco location, and three strains (13%) from
each of the Calimaya, Mina, and Toluca locations.
Among the antagonists (n=22), 10 (45%) strains
were antagonistic to F. verticillioides, 14 (63%) to
F. subglutinans, and 17 (81%) to F. graminearum.
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que existen poblaciones bacterianas asocidas a los
exudados de los esclerocios de C. gigantea; sin em-
bargo, es necesario profundizar mas en investiga-
ciones que evidencien los factores que influencian
la densidad y estructura bacteriana en este nicho
ecologico.

Antagonismo in vitro contra Fusarium spp.

De 129 cepas bacterianas morfologicamen-
te diferentes aisladas de esclerocios, 22 (17%) se
identificaron por su antagonismo in vitro (halo de
inhibicion del crecimiento fungico > 5 mm) contra
una o mas especies de Fusarium (Cuadro 3). Entre
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Table 3. Molecular identification, origin, antagonism against Fusarium spp. and metabolite production of 22 antagonistic strains isolated from
sclerotia of Claviceps gigantea.
Cuadro 3. Identificacion molecular, origen, antagonismo contra Fusarium spp. y produccion de metabolitos de 22 cepas antagonistas aisladas de
esclerocios de Claviceps gigantea.

Antagonismo Produccion de
in vitro metabolitos in vitro
. Identificacion por secuenciacién No. acceso de secuencias tipo % de
IDcepa  Localidad parcial del I;en 16S rRNA de la especie (NCBI) b identidad ‘Fg Fs Fv AIA LIP PRO SID SFM
BA1 Atlacomulco Bacillus subtilis KF021537.1 9939 + + + + o+ + + +
BA2 Atlacomulco Pseudomonas syringae NR _043716.1 99.28 + + + + o+ + + +
BA3 Atlacomulco Delftia lacustris KF054933.1 9946 + - + -+ + + +
BA4 Mina Stenotrophomonas sp. AM913974.1 9940 + - + -+ + + +
BAS Calimaya Delftia acidovorans EF564190.1 9938 + - + -+ + + +
BA6 Calimaya Sphingobacterium sp. KF777439.1 9941 + - - -+ + + +
BA7 Atlacomulco Pseudomonas geniculata J1X042457.1 99.44 + - - -+ + + +
BAS Mina Micromonospora sp. KYO015111.1 99.44 - + - -+ + + +
BA9 Mina Stenotrophomonas maltophilia FJ859699.1 99.37 - + - -+ + + +
BA10 Calimaya Staphylococcus aureus LN929738.1 9949 + + - -+ + + +
BAIl Atlacomulco Pseudomonas putida KC582298.1 99.05 + + - +  + + + +
BA12 Toluca Bacillus sp. HMO032893.1 9948 + + - + 4+ + + +
BAI13 Atlacomulco Pseudomonas fluorescens GU198115.1 9947 + + - + o+ + + +
BA14 Atlacomulco Bacillus subtilis KF527828.1 9935 + + - -+ + + +
BA15 Atlacomulco Bacillus amyloliquefaciens KC494392.1 99.02 + + - + o+ + + +
BAl6 Atlacomulco Pseudomonas putida K(C582298.1 99.16 + + - + o+ + + +
BA17 Atlacomulco Pseudomonas fluorescens GU198113.1 99.40 - + - + o+ + + +
BA18 Atlacomulco Bacillus amyloliquefaciens MH781489.1 99.02 + + + + o+ + + +
BA19 Atlacomulco Pseudomonas sp. DQ991143.2 99.05 - + + -+ + + +
BA20 Toluca Bacillus amyloliquefaciens MF765339.1 9948 + - + + o+ + + +
BA21 Atlacomulco Pseudomonas putida JX120503.1 99.15  + - + + o+ + + +
BA22 Toluca Bacillus sp. MF510169.1 99.48 - - + + o+ + + +

“Fg= Fusarium graminearum; Fs=Fusarium subglutinans; Fv=Fusarium verticillioides; IAA=indole-3-acetic acid production; LIP= lipolytic activity; PRO=
proteolytic activity; SID= siderophore production; SFM= mineral phosphate solubilization. / “Fg= Fusarium graminearum; Fs=Fusarium subglutinans;
Fv=Fusarium verticillioides; AIA = produccion de acido indol-3-acético; LIP= actividad lipolitica; PRO= actividad proteolitica; SID= produccion de

sider6foros; SFM= solubilizacion de fosfato mineral.
+= in vitro antagonism (inhibition halo > 5 mm). / += antagonismo in vitro (halo de inhibiciéon > 5 mm).

Among the antagonistic bacteria, the strains
Bacillus subtilis (BA1), Pseudomonas syringae
(BA2), and Bacillus amyloliquefaciens (BA18)
stood out, which were antagonistic against the
three evaluated species of Fusarium. These three
strains originated from the Atlacomulco location
(Table 3).
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estas, 13 cepas bacterianas (59%) fueron aisladas
de la localidad de Atlacomulco, y tres cepas (13%)
en cada una de las localidaes Calimaya, Mina y To-
luca. Entre los antagonistas (n=22), 10 (45%) cepas
fueron antagonistas a F. verticilliodes, 14 (63%) a
F. subglutinans y 17 (81%) a F. graminearum. En-
tre las bacterias antagonistas destacaron las cepas
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Molecular identification of antagonists

The identification of the 22 antagonist strains
was made possible through partial amplification
of the 16S rRNA gene, which showed a similarity
range of 99.02% to 99.49% when aligned against
the NCBI gene bank (refer to Table 3). These strains
belonged to various genera, including Pseudomonas

(36.3%), Bacillus (31.8%), Delftia (9.09%),
Stenotrophomonas  (9.09%), Micromonospora
(4.5%), Sphingobacterium (4.5%), and

Staphylococcus (4.5%). Notably, P. putida (37.5%),
P. fluorescens (25%), P. geniculata, and P. syringae
(12.5%) were identified among the Pseudomonas
species, while B. amyloliquefaciens (57.1%) and
B. subtilis (28.5%) were the most common among
the Bacillus species. It is worth mentioning that the
majority of the antagonists (n=13) were isolated
from Atlacomulco (59%), while the remaining
strains (n=3) (14.3%) were obtained in equal
proportions from Calimaya, Mina, and Toluca,
respectively (refer to Table 2). Taxonomically, these
22 strains were distributed across four phyla and
six orders, with the Firmicutes (Gram-positive) and
Proteobacteria (Gram-negative) phyla, as well as
the Bacillales and Pseudomonadales orders, having
a higher abundance of Bacillus and Pseudomonas
genera.  Conversely, the  Micromonospora,
Sphingobacterium, and Staphylococcus genera
were less abundant, with the Firmicutes (Gram-
positive) and Bacteroidetes (Gram-negative) phyla,
as well as the Actinomycetales, Sphingobacteriales,
and Bacillales orders, having the least number of
strains (refer to Table 4).

Qualitative in vitro production of metabolites
The 22 antagonists showed in vitro lipolytic

and proteolytic activity, produced siderophores,
and solubilized mineral phosphate; however, only
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Bacillus subtilis (BA1), Pseudomonas syringae
(BA2) y Bacillus amyloliquefaciens (BA18) las
cuales fueron antagonistas contra las tres especies
de Fusarium evaluados. Estas tres cepas tuvieron
origen en la Localidad de Atlacomulco (Cuadro 3).

Identificacion molecular de antagonistas

La amplificacion parcial del gen 16S rRNA per-
mitio la identificacion de las 22 cepas antagonistas
entre 99.02 y 99.49% de similitud de acuerdo al
alineamiento en el banco de genes del NCBI (Cua-
dro 3). Las cepas antagonistas pertenecieron a los
géneros Pseudomonas (36.3%), Bacillus (31.8%),
Delftia (9.09%), Stenotrophomonas (9.09%), Mi-
cromonospora (4.5%), Sphingobacterium (4.5%)
y Staphylococcus (4.5%). Entre las especies de
Pseudomonas, se identificaron a P. putida (37.5%),
P. fluorescens (25%), P. geniculata y P. syringae
(12.5%); entre las especies de Bacillus a B. amylo-
liquefaciens (57.1%) y B. subtilis (28.5%). El ma-
yor numero de antagonistas (n=13) se aislo de la
localidad de Atlacomulco (59%) y el resto en igual
proporcion (n= 3) (14.3%) de las localidades de
Calimaya, Mina y Toluca respectivamente (Cua-
dro 2). Las 22 cepas antagonistas se distribuyeron
taxondmicamente en cuatro Phyla y seis ordenes.
Se registré mayor abundancia de los géneros Baci-
llus y Pseudomonas en los Phyla Firmicutes (Gram
positivas) y Proteobacteria (Gram negativas) y en
los ordenes Bacillales y Pseudomonadales respec-
tivamente. La menor abundancia en los géneros
Micromonospora, Sphingobacterium y Staphylo-
coccus, en los Phyla Firmicutes (Gram positivas)
Bacteroidetes (Gram negativas), en los érdenes
Actinomycetales, Sphingobacteriales y Bacillales
respectivamente (Cuadro 4).

Produccion cualitatitava in vitro de metabolitos

Los 22 antagonistas mostraron in vitro activi-
dad lipolitica, proteolitica, produjeron sideréforos
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Table 4. Taxonomic distribution of 22 bacterial strains antagonistic in vitro against Fusarium spp. isolated from sclerotia of

C. gigantea.

Cuadro 4. Distribucion taxonomica de 22 cepas bacterianas antagonistas in vitro contra Fusarium spp. aisladas de esclerocios

de C. gigantea.

Phylum Clase Orden Familia Género Frecuencia %
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae = Pseudomonas 36.3
Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 31.8
Proteobacteria Beta Proteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Delftia 9.1
Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales ~ Xanthomonadaceae  Stenotrophomonas 9.1
Bacteroidetes Sphingobacteria Sphingobacteriales Sphingobacteriaceae  Sphingobacterium 4.5
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales ~ Micromonosporaceae Micromonospora 4.5
Firmicutes Bacilli Bacillales Staphylococcaceae  Staphylococcus 4.5

12 (55%) produced indole-3-acetic acid. Only
the strains Bacillus subtilis (BA1), Pseudomonas
syringae (BA2), and Bacillus amyloliquefaciens
(BA18) were antagonistic against the three species
of Fusarium and produced all the evaluated
metabolites (Figure 2, Table 3).

DISCUSSION

In this study, we estimated bacterial density in
C. gigantea sclerotia and evaluated their in vitro
antagonism against three Fusarium species causing
ear rot in maize. Our results showed varying
bacterial densities associated with C. gigantea
sclerotia across the different sampled locations.
The highest bacterial density was recorded in the
lots of Atlacomulco (2.397), while the lowest was
observed in Villa Victoria (2.023) Log, CFU g
of sclerotium. This variation may be attributed to
the use of agrochemical products and/or residues
as part of the agronomic management of the
crop, which may have affected the diversity and
density of microorganisms associated with maize
cultivation (FAO, 2010). Thus, there is a need
for further research to examine the impact of
agrochemical residues used in the sampled sites on
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y solubilizaron fosfato mineral; sin embargo, so-
lamente 12 (55%) produjeron acido indol-3-acéti-
co. Unicamente las cepas Bacillus subtilis (BA1),
Pseudomonas syringae (BA2) y Bacillus amyloli-
quefaciens (BA18) fueron antagonistas contra las
tres especies de Fusarium y produjeron todos los
metabolitos evaluados (Figura 2, Cuadro 3).

DISCUSION

En esta investigacion se estimo la densidad bac-
teriana en esclerocios de C. gigantea y se evalud su
antagonismo in vitro contra tres especies de Fusa-
rium causantes de pudricion de mazorca en maiz.
Los resultados mostraron diferente densidad bacte-
riana asociada a esclerocios de C. gigantea en las
diferentes localidades muestreadas; la mayor den-
sidad bacteriana se registrd en los lotes de Atlaco-
mulco (2.397) y la menor en Villa Victoria (2.023)
Log,UFC g' de esclerocio respectivamente. Lo
anterior puede deberse a la utilizacion de productos
y/o residuos agroquimicos utilizados como parte
del manejo agronomico del cultivo que pudieron
afectar la diversidad y densidad de microorganis-
mos asociados al cultivo del maiz (FAO, 2010), lo
cual sugiere la necesidad de conducir estudios sobre
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Figure 2.

Figura 2.

In vitro antagonism. A) Sclerotia of C. gigantea, B) bacterial growth from 1 g of sclerotia on R2A medium,
C) in vitro antagonism of bacteria in Waksman agar culture medium inoculated with a multipoint inoculator
(Boekel®, 96-point microplate replicator 96 points) against Fusarium spp. D) selection of antagonistic bacterial
strains showing inhibition zones >5 mm of fungal growth of Fusarium spp. In vitro production of metabolites by
antagonistic strains. E) production of indole-3-acetic acid, F) production of siderophores, G) proteolytic activity,
H) mineral phosphate solubilization, I) lipolytic activity. Strains that showed reddish coloration of the medium,
yellow, clear and opaque halo around the colony, respectively, were considered positive.

Antagonismo in vitro. A) esclerocio de C. gigantea, B) crecimiento bacteriano a partir de 1 g de esclerocio en
medio R2A, C) antagonismo in vitro de bacterias en medio de cultivo Waksman agar inoculadas con un inoculador
multipunto (Boekel®, microplate replicator 96 puntos) contra Fusarium spp. D) seleccion de cepas bacterianas
antagonistas evidenciando halos de inhibiciéon >5 mm del crecimiento fingico de Fusarium spp. Produccion in vitro
de metabolitos por antagonistas. E) produccion de acido indol-3-acético, F) produccion de sideréforos, G) actividad
proteolitica, H) solubilizacion de fésfato mineral, I) actividad lipolitica. Se consideraron positivas las cepas que
evidenciaron coloracién rojiza del medio, halo amarillo, claro y opaco alrededor de la colonia respectivamente.
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the structure and diversity of bacterial communities
in sclerotia. Additionally, it has also been shown
that bacterial density is closely related to the
sources of carbon contained in sclerotia exudates
(Coley-Smith and Dickenson, 1971). Hence,
future research should focus on identifying the
sources of carbon present in C. gigantea sclerotia
exudates and their quantity. Previous studies have
shown that bacterial populations are associated
with sclerotia. Coley-Smith and Dickenson (1971)
found that the Sclerotium cepivorum fungus
sclerotia favor the growth of specific bacteria due
to the exudates containing carbon sources such
as ethanol, trehalose, glucose, and mannitol, and
that this microenvironment constitutes a specific
ecological niche. Similarly, Gilbert and Linderman
(1971) reported qualitative changes and increased
microbial activity in soil near Sclerotium rolfsii
sclerotia attributed to the exudates in the sclerotia
of this pathogen. These authors coined the term
“mycosphere” to describe the portion of soil
influenced by sclerotia, which harbors bacterial
populations with a greater representation of
antagonistic species against S. rolfsii than those
obtained from other ecological niches.

In this study, 129 bacterial strains were isolated
from sclerotia in various sampled locations. Of
these, 22 (17%) showed in vitro antagonism against
one or more Fusarium species that cause maize
ear rot, indicated by a fungal growth inhibition
halo of > 5 mm. Through partial sequencing of
the 16S rRNA gene, it was possible to identify
the 22 antagonistic bacterial strains as belonging
to the genera Bacillus, Delftia, Micromonospora,
Pseudomonas, Sphingobacterium, Staphylococcus,
and Stenotrophomonas.

The most abundant antagonists in C. gigantea
sclerotia belonged to the genera Pseudomonas
(Pseudomonadaceae) (36.3%) and Bacillus
(Bacillaceae) (31.8%). In both genera, their

mechanisms  for  phytopathogen  biocontrol
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los residuos de agroquimicos utilizados en los sitios
muestreados y su efecto en la estructura y diversi-
dad de las comunidades bacterianas en los esclero-
cios. Asi mismo, se ha demostrado que la densidad
bacteriana esta estrechamente relacionada con las
fuentes de carbono contenidas en los exudados de
esclerocios (Coley-Smith y Dickenson, 1971) por
lo que investigaciones futuras deberan enfocarse
en determinar las fuentes de carbono presentes en
los exudados de los esclerocios de C. gigantea y en
que cantidad se encuentran. La presencia de bacte-
rias asociadas a esclerocios se ha evidenciado en
otras investigaciones. Coley-Smith y Dickenson
(1971) evidenciaron que los esclerocios del hongo
Sclerotium cepivorum, favorecen el crecimiento
de bacterias especificas debido a los exudados que
contienen fuentes de carbono como etanol, trea-
losa, glucosa y manitol y que este microambiente
constituye un nicho ecolédgico especifico. Gilbert y
Linderman (1971) reportaron cambios cualitativos
e incremento de la actividad microbiana en el suelo
cercano a los esclerocios de Sclerotium rolfsii atri-
buido a los exudados en los esclerocios de este pa-
togeno. Estos autores denominaron “micosfera” a
la porcion de suelo influenciado por los esclerocios
y demostraron que albergan poblaciones bacteria-
nas con mayor representatividad de especies anta-
gobnicas contra S. rolfsii que las obtenidas de otros
nichos ecologicos.

En esta investigacion, de 129 cepas bacterianas
aisladas de esclerocios de las diferentes localida-
des muestreadas, 22 (17%) de ellas se identificaron
por su antagonismo in vitro (halo de inhibicion del
crecimiento fungico > 5 mm) contra una o mas es-
pecies de Fusarium que causan pudricién de ma-
zorca de maiz. Mediante la secuenciacion parcial
del gen 16S rRNA, fue posible identificar a las 22
cepas bacterianas antagonistas pertenecientes a los
géneros Bacillus, Delftia, Micromonospora, Pseu-
domonas, Sphingobacterium, Staphylococcus 'y
Stenotrophomonas
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mediated by antibiosis, competition for nutrients
and space, promotion of growth, and induction
of resistance in plants have been elucidated (Cui
et al., 2019; Dimki¢ et al., 2022; Fira et al., 2018;
Guzman-Guzman and Santoyo, 2022; Luo et al.,
2022; Singh et al., 2022).

The findings of this investigation align
with those of previous studies, which have
highlighted the prevalence of both Pseudomonas
(Pseudomonadaceae) (36.3%)
(Bacillaceae)  (31.8%)  genera
Rhizoctonia solani sclerotia (Zachow et al., 2011)

and  Bacillus
colonizing

and Sclerotium cepivorum (Backhouse and Stewart,
1989; Utkhede and Rahe, 1980), demonstrating
their strong antagonism against these pathogens.
Stenetrophomonas genus was also identified in this
research. Wong and Hughes (1986) have shown
that Bacillus species constitute 80% of antagonists
isolated from soil and S. cepivorum sclerotia
samples. This genus includes a group of Gram-
positive bacteria with high phenotypic and genetic
heterogeneity, considered among the most common
colonizers in various ecological niches (Abriouel et
al.,2011). Although most of the identified strains in
this study were in vitro antagonistic against one or
two Fusarium species, Bacillus amyloliquefaciens
(BA18), B. subtilis (BAl), and Pseudomonas
syringae (BA2) strains were antagonistic against all
three evaluated Fusarium species (F. graminearum,
F. subglutinas, and F. verticillioides) causing maize
ear rot.

In other studies, B. amyloliquefaciens has been
reported as an antagonist with high potential for
the biocontrol of other Fusarium species in spinach
(Spinacia oleracea) (Zhao et al., 2014), banana
(Musa sp.) (Tian et al., 2021), tomato (Solanum
lycopersicum) (Elanchezhiyan et al., 2018; Proca
et al., 2020), and wheat (7riticum sp.) (Ursan et
al., 2019). Some strains of B. amyloliquefaciens
have been reported as antagonists and efficient
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Los antagonistas mas abundantes en esclero-
cios de C. gigantea pertenecieron a los géneros
Pseudomonas (Pseudomonadaceae) (36.3%) y Ba-
cillus (Bacillaceae) (31.8%). En ambos géneros se
han dilucidado sus mecanismos para el biocontrol
de fitopatdogenos mediado por antibiosis, compe-
tencia por nutrientes y espacios, promocion del
crecimiento e induccidén de resistencia en plantas
(Cui et al, 2019; Dimki¢ et al., 2022; Fira et al.,
2018; Guzman-Guzman y Santoyo, 2022; Luo et
al., 2022; Singh et al., 2022).

Los resultados de esta investigacion coinciden
con los obtenidos en otras investigaciones en don-
de destacan la mayor abundancia de ambos géneros
colonizando esclerocios de Rhizoctonia solani (Za-
chow et al., 2011) y Sclerotium cepivorum (Bac-
khouse y Stewart, 1989; Utkhede y Rahe, 1980)
evidenciando fuerte antagonismo contra estos pa-
togenos, ademas del género Stenetrophomonas el
cual también se identificod en esta investigacion.
Wong y Hughes (1986) demostraron que el 80%
de los antagonistas aislados de muestras de suelo
y esclerocios de S. cepivorum fueron especies del
género Bacillus. Este género incluye un grupo de
bacterias Gram positivas con alta heterogeneidad
fenotipica y genética considerados entre los colo-
nizadores mas comunes en diversos nichos eco-
logicos (Abriouel et al., 2011). En este estudio, la
mayoria de las cepas identificadas fueron antago-
nistas in vitro contra una o dos especies de Fusa-
rium; sin embrago, las cepas Bacillus amylolique-
faciens (BA18), B. subtilis (BA1) y Pseudomonas
syringae (BA2) fueron antagonistas contra las tres
especies de Fusarium evaluados (F. graminearum,
F. subglutinas y F. verticillioides) causantes de pu-
dricién de mazorca de maiz.

En otras investigaciones, B. amyloliquefaciens
se ha reportado como antagonista con alto poten-
cial para el biocontrol de otras especies de Fusa-
rium en espinaca (Spinacia oleracea) (Zhao et al.,
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biocontrol agents against F graminearum (de
Angel et al., 2021; Gu et al., 2017; Liu et al., 2019)
and F. verticillioides (Xu et al., 2021).

The prevalence and antagonism of B. subtilis
isolated from sclerotia of C. gigantea coincides
with other studies. Utkhede and Rahe (1980)
showed that there is a greater prevalence of B.
subtilis in S. cepivorum sclerotia collected from
various parts of the world and that most of these
strains significantly protected onion (A/lium cepa)
from white rot caused by this pathogen when
inoculated into seed at the time of planting. These
authors attributed the prevalence of B. subtilis to
specific carbohydrates contained in the exudates of
S. cepivorum sclerotia. Also, strains of B. subtilis
have shown antagonism and efficient biocontrol
against F. graminearum and F. verticillioides in
wheat and maize, respectively (Cavaglieri et al.,
2005; Guimaraes et al., 2021; Wang et al., 2020;
Yu et al., 2021).

The genus
negative species which have been widely studied
as an alternative in the biological control of
phytopathogens and promotion of plant growth
(Dimki¢ et al.,, 2022; Guzman-Guzman and
Santoyo, 2022; Singh et al., 2022). Pseudomonas
syringae, identified in this study as an antagonist

Pseudomonas includes Gram-

against the three species of Fusarium, belongs
to the P fluorescens species complex and has
been described as an important biocontrol agent
along with P aeruginosa, P. aureofaciens,
P chlororaphis, P. fluorescens, and P. putida
(Panpatte et al., 2016). Pseudomonas syringae is
a species complex that includes phytopathogenic
strains on a wide range of host plants (Baltrus et
al., 2017). However, non-phytopathogenic strains
of P. syringae have been identified whose genome
harbors an extensive group of genes related to
the biocontrol of phytopathogens, promotion
of growth, and induction of resistance in plants
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2014), banano (Musa sp.) (Tian et al., 2021), to-
mate (Solanum lycopersicum) (Elanchezhiyan et
al., 2018; Proca et al., 2020) y trigo (Triticum sp.)
(Ursan et al., 2019). Algunas cepas de B. amyloli-
quefaciens se han reportado como antagonistas y
eficientes agentes de biocontrol de F. graminearum
(de Angel et al,, 2021; Gu et al., 2017; Liu et al.,
2019) y F. verticillioides (Xu et al., 2021).

La prevalencia y antagonismo de B. subtilis ais-
lado de esclerocios de C. gigantea, coincide con
otros estudios. Utkhede y Rahe (1980) demostra-
ron que existe mayor prevalencia de B. subtilis en
esclerocios de S. cepivorum colectados de varias
partes del mundo y que la mayoria de estas cepas
protegieron significativamente a la cebolla (Allium
cepa) de la pudricion blanca causado por este pato-
geno cuando se inocularon en semilla al momento
de la siembra. Estos autores atribuyeron la preva-
lencia de B. subtilis a los carbohidratos especificos
contenidos en los exudados de los esclerocios de
S. cepivorum. También, cepas de B. subtilis han
mostrado antagonismo y eficiente biocontrol con-
tra F. graminearum y F. verticillioides en trigo y
maiz respectivamente (Cavaglieri et al., 2005; Gui-
maraes et al., 2021; Wang et al., 2020; Yu et al.,
2021).

El género Pseudomonas incluye especies Gram
negativas las cuales han sido ampliamente estudia-
das como una opcién en el control bioldgico de fito-
patogenos y promocion del crecimiento de plantas
(Dimki¢ et al., 2022; Guzméan-Guzmén y Santoyo
2022; Singh et al., 2022). Pseudomonas syringae
identificada en este estudio como antagonista con-
tra las tres especies de Fusarium pertenece al com-
plejo de especies de P. fluorescens y se ha descrito
como una especie importante como agente de bio-
control junto con P. aeruginosa, P. aureofaciens, P.
chlororaphis P. fluorescens y P. putida y (Panpatte
et al., 2016). Pseudomonas syringae es un comple-
jo de especies que incluye cepas fitopatdogenas en
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(Passera et al., 2019). Yu et al. (2017) showed
that the Pseudomonas syringae BAF.1 strain
completely inhibited the germination of conidia and
affected the structure of the mycelium of Fusarium
oxysporum, proposing it as a promising biocontrol
agent against this pathogen.

In this research, Bacillus subtilis (BA1),
Pseudomonas  syringae (BA2), and Bacillus
(BA18)

antagonistic against all three Fusarium species and

amyloliquefaciens strains were
produced in vitro all evaluated metabolites (indole-
3-acetic acid production, lipolytic and proteolytic
enzymes, siderophores, and mineral phosphate
solubilization) (Table 3). The production of these
metabolites has been shown to play an important
role in the biocontrol of phytopathogenic fungi and
promotion of plant growth (Sagar et al., 2022).
Proteolytic and lipolytic enzymes produced by
Bacillus and Pseudomonas species cause cellular
lysis of fungi; siderophores are antimicrobial
compounds that facilitate iron mobilization and
solubilization of nutrients not available to plants
(Admassie et al., 2022). The production of plant
growth regulators such as indole-3-acetic acid
stimulates the development of the plant root system
and induces resistance to pathogens; while mineral
solubilization such as phosphorus promotes plant
development, induces resistance to pathogens, and
improves water and nutrient uptake (Mahapatra et
al., 2022; Sagar et al., 2022).

The ability of Bacillus and Pseudomonas
species to produce a wide range of secondary
metabolites encoded by various gene clusters has
been suggested to result in disease suppression,
growth promotion, and induction of resistance in
plants (Andri¢ et al., 2020; Dimki¢ et al., 2022; Luo
et al., 2022). However, it is important to note that
the proportion of genes involved in the synthesis
of antimicrobial compounds and other bioactive
secondary metabolites varies depending on the
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un amplio rango de plantas hospedantes (Baltrus
et al., 2017); sin embargo, se han identificado ce-
pas de P. syringae no fitopatdgenas cuyo genoma
alberga un extenso grupo de genes relacionados
con el biocontrol de fitopatdogenos, promocion de
crecimiento e induccion de resistencia en plantas
(Passera et al., 2019). Yu et al. (2017), demostraron
que la cepa Pseudomonas syringae BAF.1 inhibio
completamente la germinacion de conidios y afectd
la estructura del micelio de Fusarium oxysporum
proponiéndolo como un promisorio agente de bio-
control contra este patdégeno.

En esta investigacion, las cepas Bacillus subti-
lis (BA1), Pseudomonas syringae (BA2) y Baci-
llus amyloliquefaciens (BA18) fueron antagonistas
contra las tres especies de Fusarium y produjeron
in vitro todos los metabolitos evaluados (produc-
cion de acido indol-3-acético; enzimas lipoliticas y
proteoliticas, sider6foros y solubilizacion de fosfa-
to mineral) (Cuadro 3). Se ha evidenciado que la
produccion de estos metabolitos juega un papel im-
portante en el biocontrol de hongos fitopatogenos y
promocion del crecimiento de plantas (Sagar ef al.,
2022). Las enzimas proteoliticas y lipoliticas pro-
ducidas por especies de Bacillus y Pseudomonas
causan lisis celular de hongos; los sider6foros son
compuestos antimicrobianos que facilitan la movi-
lizacion de hierro y solubilizacion de nutrientes no
disponibles por las plantas (Admassie et al., 2022).
La produccion de reguladores del crecimiento ve-
getal como el acido indol-3-acético estimula el de-
sarrollo del sistema radical de las plantas e inducen
resistencia a patdgenos; en tanto que la solubili-
zacion de minerales como el fosforo promueve el
desarrollo de las plantas, inducen resistencia a pa-
togenos y mejoran la absorcion de agua y otros nu-
trientes (Mahapatra et al., 2022; Sagar et al., 2022).

Se ha sugerido que en especies de Bacillus y
Pseudomonas, la supresion de enfermedades, pro-
mocion de crecimiento e induccion de resistencia

159



MExiICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY
RevisTA MExicaNa DE FITOPATOLOGIA

FuLLy BILINGUAL

species and strain (Devi et al., 2019). Therefore,
prior to registering their 16S rRNA sequences in
the NCBI GenBank, it is recommended to further
investigate the genome characteristics of the three
antagonistic strains identified in this research.
Previous studies have shown that inoculation of
Bacillus and Pseudomonas spp. strains promotes
growth and induces resistance in maize plants
(Egamberdiyeva et al., 2007).

Species of the genus Bacillus are promising
biological control agents due to their genetic
characteristics, high heat and desiccation resistance
through the formation of endospores (Luo et al.,
2022). These strains are considered to be safe
for human health, hence there are no restrictions
on their use as biocontrol agents according to the
United States Environmental Protection Agency
(Dimkic¢ et al.,2022; Hou et al.,2006). Additionally,
commercial formulations of P syringae are
approved for the management of Fusarium spp. in
post-harvest in the USA and Canada (Al-Mughrabi
et al., 2013). Therefore, the Bacillus subtilis
(BA1), Pseudomonas syringae (BA2), and B.
amyloliquefaciens (BA18) strains identified in this
research, isolated from sclerotia of C. gigantea that
were antagonistic in vitro against three Fusarium
species causing corn ear rot, and multifunctional in
the production of secondary metabolites, represent
an important biotechnological resource for future
investigations as biocontrol agents against this
pathogen in corn cultivation in Mexico.

CONCLUSIONS

The findings of this study suggest that the
sclerotia of C. gigantea contain varying densities
of bacterial populations, with those from the
Atlacomulco locality exhibiting the highest density.
Among these bacterial populations are strains that
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en plantas son resultado de su capacidad para pro-
ducir una amplia gama de metabolitos secundarios
codificados por diversos grupos de genes (Andri¢
et al., 2020; Dimki¢ et al., 2022; Luo et al., 2022);
sin embargo, se consigna que la proporciéon de es-
tos genes en el genoma involucrada en la sintesis
de compuestos antimicrobianos y otros metaboli-
tos secundarios bioactivos dependen de la especie
y la cepa (Devi et al., 2019), por lo que se sugiere
profundizar en el conocimiento sobre las caracte-
risticas del genoma de estas tres cepas antagonistas
identificadas en esta investigacion, previo al regis-
tro de las secuencias 16S rRNA en el GenBank del
NCBI. Se ha demostrado que la inoculacién de ce-
pas de Bacillus y Pseudomonas spp. promueven el
crecimiento e inducen la resistencia en plantas de
maiz (Egamberdiyeva ef al., 2007).

Especies del género Bacillus son promisorios
agentes de control biolodgico debido a sus caracte-
risticas genéticas, alta resistencia al calor y dese-
cacion por la formacion de endosporas (Luo ef al.,
2022); se consideran cepas que no representan un
riesgo a la salud humana por lo cual no hay restric-
ciones para su uso como agentes de biocontrol de
acuerdo con la Agencia de Proteccion Ambiental
de EUA (Dimki¢ et al., 2022; Hou et al., 2006). Asi
mismo, formulaciones comerciales de P. syringae
estan aprobadas para el manejo de Fusarium spp.
en postcosecha en EUA y Canada (Al-Mughrabi et
al., 2013). Por lo anterior, las cepas Bacillus sub-
tilis (BAl), Pseudomonas syringae (BA2) y B.
amyloliquefaciens (BA18) identificadas en esta in-
vestigacion, aisladas de esclerocios de C. gigantea
antagonistas in vitro contra tres especies de Fusa-
rium causantes de pudricion en mazorca de maiz,
multifuncionales en la produccion de metabolitos
secundarios, son un recurso biotecnologico impor-
tante para futuras investigaciones como agentes
de biocontrol contra este patogeno en el cultivo de
maiz en México.
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exhibit antagonism against at least one species of
Fusarium, known to cause corn ear rot and produce
metabolites that may promote plant growth.
Through sequencing of the 16S rRNA gene, Bacillus
and Pseudomonas genera were identified as the
most abundant antagonistic bacteria in C. gigantea
sclerotia. In vitro experiments demonstrated that
Bacillus subtilis (BA1l), Pseudomonas syringae
(BA2), and Bacillus amyloliquefaciens (BA18)
strains were effective antagonists against all three
species of Fusarium evaluated, with Fusarium
graminaerum being the most susceptible. These
results suggest that these strains may represent a
viable option for biocontrol of Fusarium species in
maize cultivation in Mexico.
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Abstract. 2020,
(Chamaedorea quezalteca) plantations in the

Since camedor palm
Frailesca region, Chiapas, Mexico, have been
affected by foliar diseases that induce leaf spot
and anthracnose symptoms that reduce production,
leaf quality and thus the loss of their commercial
value. The objectives of this work were to identify
the causal agents and to quantify the incidence and

ONLINE PUBLICATION, MAY 2023

Resumen. Las plantaciones de palma camedor
(Chamaedorea quezalteca) de la region Frailesca,
Chiapas, México, desde el 2020 son afectadas por
enfermedades foliares que inducen sintomas de
mancha foliar y antracnosis que reducen la produc-
cion, calidad de las hojas y con ello la pérdida de
su valor comercial. Los objetivos de este trabajo
fueron identificar los agentes causales y cuantifi-
car la incidencia y severidad de las enfermedades
foliares en plantaciones de palma camedor. De
manera recurrente se aislaron dos hongos, uno
de hojas con sintomas de mancha foliar y otro de
antracnosis, ambos fueron identificados morfold-
gicamente y molecularmente mediante la secuen-
ciacion del espaciador de transcrito interno (ITS5/
ITS4), las pruebas de patogenicidad se realizaron
en plantas sanas donde se inocularon conidios de
los hongos, y en campo se cuantifico la incidencia
y severidad de la enfermedad con apoyo de una es-
cala pictografica. Los hongos identificados fueron

165



MExiICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY
RevisTA MExicaNa DE FITOPATOLOGIA

FuLLy BILINGUAL

severity of foliar diseases in plantations of camedor
palm. Two fungi were recurrently isolated, one
from leaves with leaf spot symptoms and the
other with anthracnose, both were identified
morphologically and molecularly by sequencing
the internal spacer (ITS5/ITS4),
pathogenicity tests were performed on healthy
plants where fungal conidia were inoculated, and
in the field the incidence and severity of the disease
were quantified with the support of a pictographic
scale. The fungi identified were Neopestalotiopsis
sp. in leaf spot symptoms and Colletotricum karstii
in anthracnose, both pathogens reproduced the
same symptoms observed in the field, by means
of pathogenicity tests. Disease incidence and
severity percentages were transformed to area
under the disease progress curve (AUDPC), these
diseases presented an annual average incidence
and severity of 35.33% (AUDPC= 14180) and
39.16% (AUDPC=12885) for leaf spot, 19.5%
(AUDPC= 7123) and 55.83% (AUDPC= 20380)
for anthracnose, respectively.

transcribed

Key words: Palmae, Areacaceae, leaf spot,
anthracnose.

The Palmae family (Arecaceae) is classified
into six subfamilies with 4,000 species and
200 genera worldwide (Ahmad er al., 2020).
Palms present a morphological and ecological
diversity, and they are usually found in regions
with tropical, subtropical and Mediterranean
climates. For the most part, palms are used for
esthetic and ornamental purposes, but some
species are also used for food (Howard, 2001).
In the horticultural industry, ornamental palms
represent 404 million dollars, that is, 10% of the
total production (Hodges et al., 2011). In addition,
from the ecological standpoint, these plants reduce
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Neopestalotiopsis sp. en sintomas de mancha foliar
y Colletotricum karstii en antracnosis, ambos pa-
togenos reprodujeron los mismos sintomas obser-
vados en campo, a través de las pruebas de patoge-
nicidad. Los porcentajes de incidencia y severidad
de las enfermedades se transformaron a area bajo
la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE),
estas enfermedades presentaron un promedio anual
de incidencia y severidad de 35.33% (ABCPE=
14180) y 39.16% (ABCPE=12885) para mancha
foliar, 19.5% (ABCPE="7123) y 55.83% (ABCPE=
20380) para antracnosis, respectivamente.

Palabras clave: Palmae, Areacaceae, mancha fo-
liar, antracnosis.

La familia Palmae (Arecaceae) se clasifica en
seis subfamilias con 4000 especies y 200 géneros
en todo el mundo (Ahmad ef al., 2020). Las palmas
presentan una diversidad morfoldgica y ecoldgica,
se encuentran habitualmente en regiones climaticas
tropicales, subtropicales y mediterraneas. En su
mayoria, las palmas se usan con fines estéticos y de
ornato, pero algunas especies se utilizan también
para alimentacion (Howard, 2001). En la industria
horticola, las palmas ornamentales representan 404
millones de dolares, es decir, el 10% de la produc-
cion total (Hodges et al., 2011). Ademas, desde el
punto de vista ecoldgico estas plantas disminuyen
la contaminacion ambiental y tienen un efecto posi-
tivo en la atmosfera (El-Juhany, 2010). Las palmas
ornamentales son afectadas por factores bioticos,
como los insectos y las enfermedades, y abidticos,
como la temperatura, la nutricion y la composicién
del suelo (Schmidhuber y Tubiello, 2007; Aldana
et al., 2009). Diferentes hongos fitopatdgenos, bac-
terias, virus y nematodos reducen el valor estéti-
co de las palmas en diferentes etapas, provocando
sintomas que incluyen marchitez, tizon, manchas,
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environmental pollution and have a positive effect
on the atmosphere (El-Juhany, 2010). Ornamental
palms are affected by biotic factors, such as
insects and diseases, and abiotic factors such as
temperature, and soil nutrition and composition
(Schmidhuber and Tubiello, 2007; Aldana et al.,
2009). Different phytopathogenic fungi, bacteria,
viruses and nematodes reduce the esthetic value
of plants in different stages, causing symptoms
that include wilting, blight, spot, root rot, stem and
petiole rot, diamond scale and leaf sheath diseases,
as well as wilting from Fusarium oxysporum
(Broschat et al., 2014). Recent studies carried out
on Chamaedorea cataractarum, C. seifrizii and C.
costaricana reported some pathogens responsible
for the diseases of these palms, as in Ganoderma
spp., which causes stem base rot, a lethal disease
with an enormous potential for spreading (Shakeel
et al., 2020). Another one of the main pathogens
in palms is Phytophthora palmivora, which causes
the devastating disease called lethal palm bud
rot (Broschat et al., 2014; Shakeel et al., 2020).
Likewise, there have been reports of the leaf spot
disease complex Helminthosporium, caused by a
group of fungi (Drechslera setariae, Exserohilum
rostratum and Phaeotrichoconis  crotalariae)
(Shakeel et al., 2020).

In Central America, the genus Chamaedorea is
distributed in Guatemala, El Salvador, Honduras
and in southern Mexico, as part of the montane
cloud forest and tropical evergreen forest
(Granados et al., 2004; Lopez et al., 2005). In
Chiapas, the genus Chamaedorea is found in
depressions of the Sierra Madre de Chiapas and in
the Lacandona jungle (Buda Arango et al., 2014) in
altitudes ranging from 900 to 2300 masl (Martinez
et al., 2011). For the case of the region known as
the Frailesca, Chiapas, Chamaedorea quezalteca,
commonly known as the camedor palm, is the most
planted species for commercial use.
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podredumbre de la raiz, podredumbre del tallo y
del peciolo, cascarilla de diamante y enfermedades
de la vaina de la hoja, asi como marchitamiento por
Fusarium oxysporum (Broschat et al., 2014). Estu-
dios recientes realizados en Chamaedorea catarac-
tarum, C. seifrizii y C. costaricana reportaron al-
gunos patdgenos responsables de las enfermedades
en estas palmas, como Ganoderma spp., causante
de la podredumbre basal del tallo, enfermedad le-
tal que tiene un enorme potencial de propagacion
(Shakeel et al., 2020). Otro de los principales pa-
togenos de las palmas es Phytophthora palmivo-
ra, que provoca la enfermedad devastadora deno-
minada pudricion letal del cogollo de las palmas
(Broschat et al., 2014; Shakeel et al., 2020). Asi
mismo, se ha reportado la enfermedad de mancha
foliar complejo Helminthosporium, provocado por
un grupo de hongos (Drechslera setariae, Exsero-
hilum rostratum y Phaeotrichoconis crotalariae)
(Shakeel et al., 2020).

En centroamérica el género Chamaedorea se
distribuye en Guatemala, El Salvador, Honduras
y al sur de México, formando parte del bosque
mesofilo de montafia y del bosque tropical peren-
nifolio (Granados et al., 2004; Lopez et al., 2005).
En Chiapas, el género Chamaedorea se localiza en
las depresiones de la Sierra Madre de Chiapas y en
la Selva Lacandona (Buda Arango ef al., 2014) en
altitudes que van desde los 900 a 2300 msnm (Mar-
tinez et al., 2011). Para el caso de la region Frai-
lesca, Chiapas, Chamaedorea quezalteca conocida
comunmente como palma camedor es la especie
que mas se cultiva para su uso comercial.

Chamaedorea quezalteca se ha extraido desde
los afios cuarenta para abastecer los mercados flo-
risticos internacionales, primordialmente a Estados
Unidos, por lo que actualmente se le ha considerado
como un producto forestal no maderable (PFNM)
(Pérez et al., 2012), esta actividad econdmica re-
sulta factible para pequefias comunidades rurales,
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Chamaedorea quezalteca has been extracted
since the 1940s to supply world flower markets,
mainly in the United States, therefore it has been
considered a non-timber yielding product (Pérez
et al., 2012). This economic activity is feasible for
small rural communities, since it does not require
sophisticated technology (Evans, 1993). For many
rural producers, this represents participating in a
subsistence economy towards a market economy,
which has meant the increase of their income.

Since 2020, in the Frailesca region, Chiapas,
the camedor palm plantations have been affected
by two foliar diseases foliar spot and anthracnose
which reduce the production and quality of
leaves, which has a direct impact on the incomes
of producers. In Mexico there are currently no
reports of leaf diseases related to the camedor palm
(Chamaedorea quezalteca). Therefore, the aims
of this research were to identify the causal agents,
quantify the incidence and severity of the leaf
diseases leaf spot and anthracnose in commercial
camedor palm plantations.

MATERIALS AND METHODS
Gathering biological material. Twenty leaf
samples of each of the leaf spot and anthracnose
gathered from eight-year-old
camedor palms located in the Sierra Morena (16°
08°51.6” LN — 93° 36" 30.06” LW) and Plan de
Ayala (15°90°47.22" LN-93°2125.00" LW) ¢jidos
of the municipal area of Villa Corzo, Chiapas.

diseases were

The samples were placed in plastic bags with
paper towels, labeled and sent to the Laboratory
and Bioinsecticides of the
Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas in

of Biofertilizers

Villa Corzo, and they were stored in a container
with water until used.
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ya que no requiere tecnologia sofisticada (Evans,
1993). Esto representa para varios productores ru-
rales la participacion en una economia de subsis-
tencia hacia una economia de mercado, lo que ha
significado el aumento de sus ingresos econémicos.
Desde el 2020, en la region Frailesca Chiapas, las
plantaciones de palma camedor son afectadas por
dos enfermedades foliares, mancha foliar y antrac-
nosis, que disminuyen la producciéon y la calidad
de las hojas, lo que impacta directamente el in-
greso economico de los productores. Actualmente
en México no se cuenta con ningln reporte de en-
fermedades foliares asociadas a la palma camedor
(Chamaedorea quezalteca). Por lo que los obje-
tivos de esta investigacion fueron identificar los
agentes causales, cuantificar la incidencia y seve-
ridad de las enfermedades foliares, mancha foliar y
antracnosis en plantaciones comerciales de palma
camedor.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de material biolégico. 20 muestras de
hojas de cada una de las enfermedades de mancha
foliar y antracnosis se colectaron en plantaciones
de palma camedor de ocho afios de edad ubicados
en los Ejidos Sierra Morena (16° 08'51.6” LN —
93°36" 30.06” LW) y Plan de Ayala (15°90°47.22"
LN-93°21"25.00" LW) del municipio de Villa Cor-
zo, Chiapas. Las muestras se colocaron en bolsas
de plastico acondicionadas con papel absorbente,
se etiquetaron y trasladaron al Laboratorio de Bio-
fertilizantes y Bioinsecticidas de la Universidad de
Ciencias y Artes de Chiapas, Sede Villa Corzo y se
conservaron en un recipiente con agua hasta su uso.

Aislamiento y purificacion de los hongos. Las
hojas de palma camedor con sintomas de mancha
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Fungus isolation and purification. The camedor
palm leaves with symptoms of leaf spot and
anthracnose were dissected into pieces of 0.5 cm?
each, washed with 70% ethanol for 3 minutes and
with 10% sodium hypochlorite for 10 min, then
washed twice with sterile distilled water for 2
min. Ten pieces with each of the symptoms were
planted in a potato dextrose agar (PDA) medium
in triplicate and incubated at 28 °C, a 12:12 light/
darkness photoperiod for 10 days; the mycelial
growth of the fungi was monitored every 24 hours
and purified by hyphal tipping and monosporic
culture (Ruiz-Cisneros et al., 2017).

Morphological identification. Out of the 30 pieces
oftissue plantedin PDA, 10 fungi were isolated from
each of the symptoms of leaf spot and anthracnose
that were the first to emerge from the tissues after
48 hours. They were identified morphologically
at a genus level via their reproductive structures
observed under an optical microscope (Axiolab 5,
Carl Zeiss) and with the aid of taxonomical keys
(Barnett and Hunter, 2006, Watanabe, 2002).

Molecular identification. For the molecular
identification, the fungus isolated from the leaves
with symptoms of leaf spot and the anthracnose
fungus were planted in Petri dishes with PDA
covered with a sheet of sterile cellophane and
incubated for 7 days at 28 °C. The mycelium was
harvested and frozen using liquid nitrogen; the
DNA was then extracted following the protocol
by Raeder and Broda (1989). The total DNA was
used to amplify the internal transcribed spacer
(ITS) of thel8S of the rDNA using oligos ITS5
(5>-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) and
ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") with
the following conditions of amplification from
an initial denaturing step at 94 °C for 5 minutes,
followed by 30 cycles (denaturation at 94 °C for
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foliar y antracnosis se diseccionaron en trozos de
0.5 cm?, se lavaron con etanol al 70 % por 3 mi-
nutos y con hipoclorito de sodio al 10 % por 10
min, posteriormente se lavaron dos veces con agua
destilada estéril por 2 min. Se sembraron 10 trozos
de cada uno de los sintomas en medio papa dex-
trosa agar (PDA) por triplicado e incubados a 28
°C, fotoperiodo 12:12 luz/oscuridad por 10 dias, el
crecimiento micelial de los hongos fue monitorea-
do cada 24 horas y purificados por punta de hifa y
cultivo monospérico (Ruiz-Cisneros et al., 2017).

Identificacion morfolégica. De los 30 trozos de
tejido sembrados en PDA se aislaron 10 hongos
de cada uno de los sintomas de mancha foliar y
antracnosis que fueron los primeros que emergie-
ron de los tejidos después de 48 h, se identificaron
morfologicamente a nivel de género mediante sus
estructuras de reproduccioén observadas en un mi-
croscopio Optico (Axiolab 5, Carl Zeiss) y con el
apoyo de claves taxondmicas (Barnett and Hunter,
2006; Watanabe, 2002).

Identificacion molecular. Para la identificacion
molecular, el hongo aislado de las hojas con sinto-
mas de mancha foliar y el hongo de antracnosis se
sembraron en cajas petri con PDA cubierto con un
celofan estéril y se incubo por 7 dias a 28 °C. El mi-
celio fue cosechado y congelado con nitrogeno li-
quido, se extrajo el ADN siguiendo el protocolo de
Raeder and Broda (1989). E1 ADN total se utilizo
para amplificar el espaciador de transcrito interno
(ITS) del 18S del rADN utilizando los oligos ITS5
(5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) e
ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") con
las siguientes condiciones de amplificacion de una
etapa inicial de desnaturalizacion de 94 °C por 5
minutos, seguidos de 30 ciclos (extension 94 °C 30
s, alineamiento 60 °C 30 s, extension 72 °C por 45
s) y una extension final de 72 °C por 10 minutos,
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30 s, annealing at 60 °C for 30 s, extension at 72
°C for 45 s) and a final extension of 72 °C for 10
minutes, where the fragment may be from 710 to
850 pb, depending on the fungal species (White et
al., 1990). The amplicons of the polymerase chain
reaction (PCR) were sequenced by the Sanger
method in an ABI (Applied Biosystems) sequencer.
The sequences were compared with the NCBI data
base using the de BLAST algorithm (Altschul et
al., 1990).

Pathogenicity test. Koch’s postulates were carried
out on fields under the shade in the facilities of
the Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas
(UNICACH), using two-year old seedlings planted
in 5 kg polyethylene bags and natural soil substrate
from the same plantations. Both fungi isolated and
previously identified were planted ina PDA medium
at 28 °C in a 12:12 light/darkness photoperiod for
15 days. The inoculation of Neopestalotiopsis sp.
was carried out directly and consisted in taking the
conidia from the acervuli with a hypodermic needle
and inoculating the leaves of the plants via a small
lesion in the epidermis (Rebollar et al., 2020), and
for C. karstii, a conidial solution was used with 1x
10¢ spores mL! and 10 pL were inoculated. For
both fungi, five plants were inoculated (two leaves
per plant). The inoculated plants were sprayed with
sterile distilled water, covered with plastic bags
and were uncovered on the third day. They were
kept under regular irrigation and observation until
the symptoms of the diseases appeared. Samples
were taken from the symptoms obtained and the
inoculated fungi were reisolated, following the
process described above. Five control plants were
used with sterile water and the experiment was
carried out in duplicate.

Field incidence and severity. To quantify the
incidence of the leaf diseases in the camedor palm,
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donde el fragmento puede ser de 710 a 850 pb se-
gun la especie de hongo (White et al., 1990). Los
amplicones de la reaccion en cadena de la polime-
rasa (PCR) fueron secuenciados por el método de
Sanger en un secuenciador ABI (Applied Biosys-
tems). Las secuencias fueron comparadas con la
base de datos NCBI usando el algoritmo de BLAST
(Altschul et al., 1990).

Prueba de patogenicidad. Los postulados de Koch
se realizaron en condiciones de campo bajo sombra
en las instalaciones de la Universidad de Ciencias y
Artes de Chiapas (UNICACH), se usaron plantulas
de dos afios de edad sembradas en bolsa de polieti-
leno de 5 kg y sustrato suelo natural de las mismas
plantaciones. Los dos hongos aislados e identifica-
dos previamente se cultivaron en medio PDA a
28 °C fotoperiodo 12:12 luz/oscuridad por 15 dias.
La inoculacion de Neopestalotiopsis sp. se realizo
de manera directa y consistio en tomar los picni-
dios de los acérvulos con una aguja hipodérmica
e inocular las hojas de las plantas a través de una
ligera herida a la epidermis (Rebollar et al., 2020)
y para C. karstii se utilizé una solucion de conidias
de 1x 10° esporas mL™' y se inocularon 10 pL. Para
ambos hongos se inocularon cinco plantas (dos ho-
jas por planta). Las plantas inoculadas se asperja-
ron agua destilada estéril, se cubrieron con bolsas
de plastico y se descubrieron al tercer dia. Se man-
tuvieron en irrigaciones regulares y en observacion
hasta que aparecieron los sintomas de las enferme-
dades. De los sintomas obtenidos se tomaron mues-
tras y se reaislaron los hongos inoculados siguien-
do el protocolo previamente descrito. Se utilizaron
cinco plantas control inoculadas con agua estéril y
el experimento se realizé por duplicado.

Incidencia y severidad en campo. Para cuantificar

la incidencia de las enfermedades foliares de palma
camedor, se selecciono una parcela de 1 ha de ocho
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a 1 ha, eight-year-old plot in the Sierra Morena
ejido was chosen, a five-point sampling was carried
out, 20 plants were labeled and sampled in each
point, the number of plants with symptoms were
quantified out of a total of 100, samples were taken
every 2 months in a year in the same points and
the same plants and in each one, the values of the
five points were averaged. For the severity of the
diseases, a pictographic scale of damages was
created with values from 1 to 5, where 1 represents
0% damage; 2, 1-25% damage; 3, 26-50% damage;
4,51-75% damage and 5, 76-100% damage (Figure
1). The percentage of damage was measured directly
from each of the plants quantified in the incidence

afnos de edad ubicada en el ejido Sierra Morena, se
hizo un muestreo de cinco de oros, en cada punto se
etiquetaron y muestrearon 20 plantas, se cuantificd
el niimero de plantas con sintomas de un total de
100 plantas, los muestreos se realizaron cada dos
meses durante un afio en los mismos puntos y mis-
mas plantas y en cada uno se promedio los valores
de los cinco puntos. Para la severidad de las en-
fermedades se construyo una escala pictografica de
dafio con valores de 1-5; donde 1 representa (0%
de dafio), 2 (1-25% de dafio), 3 (26-50% de dafio),
4 (51-75% de daio) y 5 (76-100% de dafio) (Figura
1), el porcentaje de dafio se midi6 de manera di-
recta de cada una de las plantas cuantificadas en la

Figure 1. Pictographic damage scales with values from 1 to 5, where 1 represents 0% damage; 2, 1-25% damage; 3, 26-50%
damage; 4, 51-75% damage and 5, 76-100% damage for foliar spot (A) and anthracnose (B) diseases.

Figura 1. Escalas pictograficas de daifio con valores de 1-5, donde 1 representa (0% de daiio), 2 (1-25% de daiio), 3 (26-50%
de daiio), 4 (51-75% de daiio) y 5 (76-100% de dafio) para las enfermedades mancha foliar (A) y antracnosis (B).
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of the disease. The percentages of incidence and
severity of the disease were converted into values
of areas under the disease progress curve (AUDPC)
(Pedroza and Samaniego, 2009).

RESULTS AND DISCUSSION

Morphological and molecular identification.
Out of the leaves with symptoms of leaf spot, 10
fungal cultures were isolated and purified, which,
based on morphological analyses formed on PDA
medium, all were identified as Neopestalotiopsis
sp., since they displayed characteristics of
cottonlike filamentous fungi with elevated, initially
white hyphae, acervuli that look like small black
pustules with abundant spindle-shaped conidia with
three central pigmented cells and hyaline basals
(dimensions from 13.22 to 15.88 um in length x
2.82 to 3.59 um in width),with two to four apical
appendages (measuring 5.99 x 8.49 um in length x
0.67x 1.21 pm in width) and a peduncle in the basal
cells (Barnett and Hunter, 2006; Watanabe, 2002)
(Figure 2). Structures with similar characteristics
were reported by Rebollar et al. (2020) in strawberry
crops and by Gerardo-Lugo et al. (2020) in mango
crops: three central cells colored yellow and 3
apical appendages with a peduncle in the basal
cells. However, the morphological characteristics
of the phytopathogenic fungi, and particularly
Neopestalotiopsis can vary and be modified by the
environmental conditions and these are not reliable
as a form of identification (Maharachchikumbura et
al., 2011). Studies carried out by Acosta-Gonzalez
(2022) confirm that there are differences in the
diameter of the final growth, as well as coloring,
the texture of the mycelium, the production of
acervuli, the elevation of the mycelium and the
margins of the genus Neopestalotiopsis. Molecular
identification was based on the analysis of the
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incidencia de la enfermedad. Los porcentajes de in-
cidencia y severidad de la enfermedad se transfor-
maron a valores de areas bajo la curva del progreso
de la enfermedad (ABCPE) (Pedroza y Samaniego,
2009).

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion morfologica y molecular. De las
hojas con sintomas de mancha foliar se aislo y puri-
fico 10 colonias de hongos, que con base a los ana-
lisis morfolégicos formadas en medio PDA todas
fueron identificadas como Neopestalotiopsis sp., ya
que presentaron caracteristicas de hongo filamento-
so algodonoso con hifas elevadas inicialmente de
color blanco, acérvulos que parecen pequenas pus-
tulas de color negro brillante con abundante coni-
dios de forma fusiformes con tres células centrales
pigmentadas y las basales hialinas (dimensiones de
13.22 a 15.88 um de longitud x 2.82 a 3.59 um de
ancho), con dos a cuatro sétulas apicales (medidas
5.99 x 8.49 um de longitud y 0.67 x 1.21 um de
ancho) y un pedicelo en las células basales (Bar-
nett and Hunter, 2006, Watanabe, 2002) (Figura
2). Estructuras con caracteristicas similares fueron
reportadas por Rebollar et al. (2020) en cultivo de
fresa y Gerardo-Lugo et al. (2020) en cultivo de
mango, tres células centrales pigmentadas de co-
lor amarillo y 3 sétulas apicales con un pedicelo
en las células basales; sin embargo, las caracteris-
ticas morfoldgicas de los hongos fitopatogenos y
en especial Neopestalotiopsis pueden variar y ser
modificadas por las condiciones ambientales y es-
tas no son confiables como medio de identificacion
(Maharachchikumbura et al., 2011). Estudios reali-
zados por Acosta-Gonzalez (2022) confirman que
hay diferencias en el diametro del crecimiento fi-
nal, asi como la coloracion, la textura del micelio,
la produccion de acérvulos, la elevacion del micelio

172



FuLLy BILINGUAL

MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY
REvISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

consensus sequence of gene 18S rDNA (ITS5/
ITS4) that displayed a high similarity with
Neopestalotiopsis sp. with a coverage of 99% and
a percentage of similarity of 99.48%, the sequence
was registered in the GenBank with accession
number ON860658 (White et al., 1990).

For the symptom of anthracnose, Colletotrichum
karstii was identified as the causal agent, and the
identification was carried out from 10 frequent
fungal isolations, which were characterized for
being filamentous, for the cultures forming asexual
reproduction sporodochia with pale maroon semi-
spherical hyaline conidia, either simple or branched
or erect (dimensions 6.47 to 8.59 pum in length x
2.69 to 3.31 um in width), conidiophores 17.04
to 33.35 pm in height (Barnett and Hunter, 2006;
Watanabe, 2002) (Figure 3). Similar characteristics
to this fungus were reported in other crops such
as strawberries in Brazil (Soares, 2021) and
papaya crops in Mexico (Pacheco et al., 2022).
The molecular identification was obtained by the
amplification of gene 18S rDNA (ITS5/ITS4),
which displayed a high level of similarity with
Colletotrichum karstii with a coverage of 100%
and a percentage of similarity of 99.83%; it was
registered in the GenBank with accession number
ON799261 (White et al., 1990).

Pathogenicity tests. The plants inoculated with
Neopestalotiopsis sp. presented the first symptoms
of leaf spot after four days, and after eight days,
the symptoms of small, oval-shaped spots with
a black dot in the middle were marked and
defined, just like those observed in the field. The
control presented no symptoms. The plants with
symptoms were used to reisolate the pathogen
and Neopestalotiopsis sp. was confirmed as the
leaf spot disease (Figure 2). These results agree
with those reported by Khoo et al. (2022), who
found that Ixora chinensis plants inoculated with
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y los margenes del género Neopestalotiopsis. La
identificacion molecular se basé en el analisis de la
secuencia consenso del gen 18S rDNA (ITS5/1TS4)
que present6 una alta similitud con Neopestalotiop-
sis sp. con una cobertura de 99% y un porcentaje
de similitud de 99.48%, la secuencia fue registrada
en el GenBank con numero de acceso ON860658
(White et al., 1990).

Para el sintoma de antracnosis se identifico a
Colletotrichum karstii como agente causal de esta
enfermedad, la identificacidn se realiz6 a partir de
10 aislamientos frecuentes de hongos las cuales se
caracterizan por ser filamentoso, las colonias for-
man esporodoquios de reproduccion asexual con
conidios hialinos, marrén palido semi esféricos,
simples o ramificados o erectos (dimensiones de
6.47 a 8.59 um de longitud x 2.69 a 3.31 um de
ancho), conidiéforos de 17.04 a 33.35 um de altura
(Barnett and Hunter, 2006; Watanabe, 2002) (Figu-
ra 3). Caracteristicas similares de este hongo fueron
reportados en otros cultivos como la fresa en Bra-
sil (Soares, 2021) y cultivo de papaya en México
(Pacheco et al., 2022). La identificaciéon molecu-
lar se obtuvo a través del analisis de la secuencia
consenso obtenida por la amplificacion del gen 18S
rDNA (ITS5/ITS4) que present6 alta similitud con
Colletotrichum karstii con una cobertura de 100%
y un porcentaje de similitud de 99.83%, se registrd
en el GenBank con el nimero de acceso ON799261
(White et al., 1990).

Pruebas de patogenicidad. Las plantas inoculadas
con Neopestalotiopsis sp. presentaron los primeros
sintomas de mancha foliar a los cuatro dias pos-
teriores y a los ocho dias, los sintomas de peque-
flas manchas ovaladas con un punto negro en el
centro fueron marcados y definidos, iguales a los
observados en campo. El control no present6 nin-
guna sintomatologia. Las plantas con sintomas se
utilizaron para reaislar el patdgeno y se corrobord
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Figure 2.

Figura 2.

Symptoms of foliar spot in camedor palm leaves in the field, light brown oval-shaped spots with a black dot in
the center, affecting the folioles of the leaf (A), marroon-white culture with cottonlike mycelia and abundant
acervuli in the center (B), bright black acervuli with abundant conidia (C) and conidia with three pigmented
cells in the center and hyalin basals, with apical appendages and basal pedicel (D) Neopestalotiopsis sp formed in
PDA, symptoms presented four (E) and eight (F) days after inoculation, reisolated conidia produced in PDA from
pathogenicity tests (E) and control plant (F).

Sintoma de manchas foliar en hojas de palma camedor en campo, manchas ovaladas de color café claro con un
punto negro en el centro afectando a los foliolos de la hoja (A), colonia blanca-marrén con micelio algodonoso y
abundante acérvulos en el centro (B), acérvulos de color negro brillante con abundante conidios (C) y conidios con
tres células pigmentadas en el centro y basales hialinas, con sétulas apicales y pedicelo basal (D) de Neopestalotiopsis
sp formadas en PDA, sintomas presentados a los cuatro (E) y ocho (F) dias después de la inoculacién, conidias

reaisladas producidas en PDA de las pruebas de patogenicidad (E) y planta control (F).

Neopestalotiopsis cubana presented symptoms
after seven days, whereas mango plant inoculated
with Neopestalotiopsis sp., and strawberry plants
inoculated with Neopestalotiopsis rosae presented
symptoms 10 days after inoculation (Gerardo-Lugo
et al., 2020; Rebollar ez al., 2020).

In the pathogenicity test with the fungus
karstii, the symptoms of
anthracnose became apparent on the third day,
with small undefined dark brown spots, and after
11 days, the irregular spots were well defined,
reproducing the same symptoms displayed on the
field; the fungus was reisolated and identified as C.
karstii (Figure 3). According to reports by Ayvar-

Colletotrichum
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que Neopestalotiopsis sp. es el agente causal de
la enfermedad de mancha foliar (Figura 2). Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Khoo
et al. (2022) que encontrd que las plantas de Ixora
chinensis inoculadas con Neopestalotiopsis cubana
manifestaron los sintomas a los siete dias, mientras
que las plantas de mango inoculadas con Neopes-
talotiopsis sp., y de fresa inoculadas con Neopes-
talotiopsis rosae presentaron los sintomas a los 10
dias después de la inoculacion (Gerardo-Lugo et
al., 2020; Rebollar et al., 2020).

En la prueba de patogenicidad con el hongo Co-
lletotrichum karstii, los sintomas de antracnosis se
manifestaron a partir del tercer dia con pequeiias
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Figure 3. Symptom of anthracnose in camedor palm in the field, irregular black spots affect the leaf folioles (A), pale brown
colony with abundant sporodochia (B), semi-spherical conidiophores and hyaline conidia (C) of Colletotrichum
karstii formed in PDA, symptoms manifested after three (D) and 11 days (E) after the inoculation of the

pathogenicity test and control plant (F).

Figura 3. Sintoma de antracnosis en palma camedor en campo, manchas irregulares de color negro afectando a los foliolos
de la hoja (A), colonia de color marrén palido con abundante esporodoquios (B), conidiéforos y conidios hialinos
semiesféricos (C) de Colletotrichum karstii formadas en PDA, sintomas manifestados a los tres (D) y 11 dias (E)
después de la inoculacion de la prueba de patogenicidad y planta control (F).

Serna et al. (2021), avocado fruits inoculated with
the same pathogen displayed symptoms after five
days, whereas Fernandez-Herrera (2020) coincided
that symptoms begin displaying three days after
inoculation in Dendrobium nobile orchid plants,
and seven days later in chili pepper plants (Saini
et al., 2016).

Field incidence and severity. During the sampling
period on the field for the disease caused by
Neopestalotiopsis sp., the incidence and severity
were observed to have an intensity that depended
on the weather and management during the
progress of the disease (Figure 4). For the month
of June, an incidence of 12% was recorded
(AUDPC=732), corresponding to one of the driest
months of summer sampling, whereas in August,
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manchas café obscuras poco definidas y a los 11
dias las manchas irregulares estaban bien marcadas
reproduciendo los mismos sintomas observados en
campo, el hongo fue reaislado e identificado como
C. karstii (Figura 3). De acuerdo a lo reportado por
Ayvar-Serna et al. (2021) en frutos de aguacate
inoculados con el mismo patégeno manifestaron
los sintomas a los cinco dias, por su parte Fernan-
dez-Herrera (2020) coincide en que lo sintomas se
empiezan a manifestarse a los tres dias posteriores
a la inoculacion en plantas de orquideas de Den-
drobium nobile y a los siete dias en frutos de chile
(Saini et al., 2016).

Incidencia y severidad en campo. Durante el

periodo de muestreo en campo de la enfermedad
ocasionada por Neopestalotiopsis sp. se observo
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Figure 4. Incidence and severity (area under the disease progress curve) of leaf spot caused by Neopestalotiopsis sp. in eight-
year-old commercial camedor palm plantations in the year 2021.

Figura 4. Incidencia y severidad (4rea bajo la curva del progreso de la enfermedad) de la mancha foliar provocada por
Neopestalotiopsis sp. en plantaciones comerciales de palma camedor de ocho afios de edad en el afio 2021.

corresponding to the humid season due to rains
and the highest anthropogenic activity due to the
trimming of palm leaves, the highest value (45%)
was presented (AUDPC= 2790). For severity, a
similar behavior to incidence was displayed, in
which the driest month was April, with a severity
of 25% (AUDPC =1525), whereas the rainiest
and most humid month was October, with 50%
(AUDPC = 3355) (Figure 4). In this sense, it has
been reported that in the leaf spot disease caused by
Neopestalotiopsis in eucalyptus leaves, lesions are
most severe when the interaction of the pathogen and
the plant are exposed to prolonged humidity periods
(Belisario et al., 2019). According to reports by
Maharachchikumbura et al. (2011), incidence and
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que la incidencia y la severidad presentaron una in-
tensidad dependiente del clima y manejo durante el
progreso de la enfermedad (Figura 4). Para el mes
de junio se registro una incidencia de 12% (ABC-
PE=732), correspondiente a uno de los meses mas
secos de muestreo de verano, mientras que en agos-
to correspondiente a la temporada htimeda por las
lluvias y de mayor actividad antropogénica por los
cortes de hojas de palma, se presentd el valor mas
alto 45% (ABCPE= 2790). Para la severidad se re-
gistrd un comportamiento similar a la incidencia, el
mes mas seco abril, se registro 25% de severidad
(ABCPE=1525), mientras que el mes mas Iluvioso
y hiimedo octubre 50% (ABCPE= 3355) (Figura 4).
En este sentido se ha reportado que la enfermedad
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severity are related to the thickness of the leaf and
the stage of maturation of leaves, since the hyphae
penetrate the spaces between the cells of leaved
when they are in a state of maturity, therefore their
susceptibility also depends on the thickness of the
cuticle and on the production of phytotoxins such
as pestalopyrones, hydroxypestalopyrones and
pestalocides. It is worth pointing out that, although
a minimum incidence of 12% and severity of 25%,
palms cannot be marketed, since the commercial
part of the camedor palm is comprised of its leaves,
and the slightest damage they have stops them from
complying the quality standards established by the
market, according to De los Santos (2005), in the
market report for camedor palm in Mexico.
Regarding the behavior of the disease caused
by Colletotrichum karstii in the month of June, an
incidence of 13% was displayed (AUDPC= 793),
which corresponds to a hot season and the start of
the rainy season in the region, whereas the highest
value was registered in December, with 37%
(AUDPC= 2257), a season with cool temperatures
and a high relative humidity (Figure 5). Regarding
severity, the disease had a similar behavior to
that of incidence, where the highest value was
recorded in June, with 35% (AUDPC= 2135),
and in August to October, when temperatures are
cooler with a high relative humidity due to heavy
rainfalls, severity was 65% (AUDPC= 4030) and
75% (AUDPC = 4575) respectively (Figure 5).
In this sense, environmental factors are important
for the dissemination and progress of the disease,
mostly relative humidity and rainfall play a part
in the epidemiology of Colletotrichum karstii in
citrus orchards (Mayorking et al., 2019). Studies
performed by Velho ef al. (2014) mention that the
incidence and severity caused by this pathogen can
defoliate apple trees and it is favored by high levels
of humidity and high temperatures. Likewise,
Colletotrichum and Pestalotiopsis have been
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de manchas foliares provocada por Neopestalotiop-
sis en hojas de eucalipto, las lesiones son mas seve-
ras cuando la interaccion del patdgeno y la plantas
se exponen a periodos prolongados de humedad
(Belisario et al., 2019). Segtn lo reportado por Ma-
harachchikumbura et al. (2011) la incidencia y la
severidad estan asociadas al grosor de la lamina fo-
liar y a la etapa de maduracion de las hojas ya que
las hifas penetran en los espacios de las células de
las hojas cuando se encuentran en estado maduro
por lo que, la susceptibilidad de éstas, también de-
pende del grosor de la cuticula y de la produccion
de fitotoxinas como pestalopironas, hidroxipestalo-
pironas y pestalocidos. Es importante sefialar que,
aunque se haya registrado una incidencia minima
de 12% y severidad del 25% las palmas no pueden
ser comercializadas, ya que la parte comercial de
la palma camedor son sus hojas y con el minimo
dafio que presenten, no cumplen con los estanda-
res de calidad establecidos por el mercado segtin lo
menciona De los Santos (2005), en el informe de
mercado de la palma camedor en México.

En cuanto al comportamiento de la enfermedad
ocasionada por Colletotrichum karstii en el mes de
junio se presentd una incidencia de 13% (ABC-
PE= 793) que corresponde a una estacion de calor
e inicio de las lluvias en la region, mientras que el
valor mas alto se registro en el mes de diciembre
con 37% (ABCPE= 2257), época que se presentan
temperaturas frescas y alta humedad relativa (Fi-
gura 5). Con respecto a la severidad la enfermedad
tuvo un comportamiento similar al de incidencia
donde el valor mas bajo se registrd en junio con
35% (ABCPE= 2135), y en agosto a octubre don-
de la temperatura es mas fresca con alta humedad
relativa por las lluvias torrenciales se present6 una
severidad de 65% (ABCPE= 4030) y 75% (AB-
CPE= 4575) respectivamente (Figura 5). En este
sentido, los factores ambientales son importantes
para la diseminacion y progreso de la enfermedad,
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Figure 5. Incidence and severity (area under the disease progress curve) of anthracnose caused by Colletotrichum karstii in
eight-year-old commercial camedor palm plantations in the year 2021.

Figura 5. Incidencia y severidad (area bajo la curva del progreso de la enfermedad) de antracnosis provocada por
Colletotrichum karstii en plantaciones comerciales de palma camedor de ocho aiios de edad en el afio 2021.

reported as potential fungi that cause leaf spots in
palm, where the disease is disseminated by spores
that are easily scattered by wind and rain (Tariq et
al., 2015).

CONCLUSIONS

According to the morphological, molecular
pathogenicity  tests,
Neopestalotiopsis sp. has been concluded to be
the causal agent of leaf spots and Colletotrichum
karstii is responsible for the anthracnose disease in

characterizations  and
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principalmente humedad relativa y precipitacion
juegan un papel en la epidemiologia de Colleto-
trichum karstii en huertos de citricos (Mayorking
et al., 2019). Estudios realizados por Velho et al.
(2014) mencionan que la incidencia y severidad
provocada por este patdgeno puede defoliar los ar-
boles de manzana y se ve favorecido por la alta hu-
medad y la temperatura. Asimismo, se ha reportado
a Colletotrichum y Pestalotiopsis como hongos
potenciales, agentes causales de manchas foliares
en palma donde la enfermedad es diseminada por
esporas facilmente dispersada por el viento y la llu-
via (Tariq et al., 2015).
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camedor palm. The progress of the incidence and
severity of these diseases depend on the factors of
relative humidity cause by rains and by agronomic
management, which reduces palm quality and
production. Therefore, this is the first report in
Mexico on these pathogens related to the plantation
of camedor palm (Chamaedorea quezalteca).
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Abstract. Mexico is the main producer and
exporter of avocado (Persea americana) in the
world; however, pests and diseases are limiting
factors for production. One of the diseases of great
economic importance is avocado scab, which is
characterized by causing corky-looking lesions on
the epicarp of the fruits, which decreases quality
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Resumen. México es el principal productor y
exportador de aguacate (Persea americana) en el
mundo; sin embargo, las plagas y enfermedades
son factores limitantes para la produccion. Una de
las enfermedades de gran importancia econémica
es la rofa del aguacate, la cual se caracteriza por
provocar lesiones de apariencia corchosa en el epi-
carpio de los frutos, lo que disminuye la calidad y
precio hasta en un 60%. En este estudio, se realizo
un muestreo dirigido a frutos de aguacate con dafo
en el epicarpio de aspecto corchoso, estos comun-
mente conocidos en campo como “rofa” y “man-
cha parpura”. Para la identificacion molecular y
filogenética se utiliz6 una combinacion de técnicas
con claves morfologicas y marcadores molecula-
res (ITS1/ITS4, ITS5/1TS4, FE-10/EF-1a, Sphl F/
Sph1R). También se realizaron pruebas de patoge-
nicidad en frutos de plantas criollas y de las varie-
dades Hass, Flor de Maria y Méndez. Mediante el
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and price by up to 60%. In this study, a sampling
was carried out aimed at avocado fruits with
damage in the epicarp with a corky appearance,
these commonly known in the field as “scab” and
“purple spot”. For molecular and phylogenetic
identification, a combination of techniques with
morphological keys and molecular markers (ITS1/
ITS4, ITS5/1TS4, FE-1a/EF-1a, Sphl F/SphlR)
was used. Pathogenicity tests were also carried out
on fruits in plants of Hass, Flor de Maria and Méndez
varieties. Through morphological analysis, fungi
of the genera Colletotrichum, Pestalotiopsis and
Elsinoe were identified. Molecular identification
and phylogenetic analysis confirmed the presence
of the species Colletotrichum gloeosporioides and
Elsinoe perseae. C. gloeosporioides reproduced
symptoms similar to the avocado scab disease. With
the strain identified as E. perseae, the symptom
known in the field as purple spot was confirmed,
while

Pestalotiopsis  sp. caused descending

necrosis.

Keywords: Persea americana, Elsinoe perseae,
Colletotrichum gloeosporioides, purple spot.

Avocado (Persea americana) has an enormous
economic importance in Mexico due to the income
it produces, making it one of the main agricultural
products for export (SIAP, 2022); however, pests
and diseases cause important losses in this crop
(Urrea and Cardona, 2020). One of the diseases
that affects fruit quality is avocado scab, which
damages the epicarp of the avocado fruits and
manifests itself as corklike lesions (Everett et al.,
2011). The layers of corklike tissue are formed
as histological defense structures for plants when
attacked by a pathogen (Cruz et al., 2006).

Elsinoe perseae is the fungus that, since 1934,
has been related to the symptomatology caused
by avocado scab disease (Everett et al., 2011;

ONLINE PUBLICATION, MAY 2023

analisis morfologico se identificaron a los hongos
de los géneros Colletotrichum, Pestalotiopsis y
Elsinoe. Con la identificacion molecular y el ana-
lisis filogenético se corrobord la presencia de las
especies Colletotrichum gloeosporioides y Elsinoe
perseae. Colletotrichum gloeosporioides reprodu-
jo sintomas similares al de la enfermedad rona del
aguacate. Con la cepa identificada como E. perseae
se corrobord el sintoma conocido en campo como
“mancha parpura”, mientras que Pestalotiopsis sp.
provocd una necrosis descendente.

Palabras clave: Persea americana, Elsinoe per-

seae, Colletotrichum gloeosporioides, mancha

purpura.

El aguacate (Persea americana) es de gran im-
portancia en la economia de México por la capta-
cion de divisas, siendo uno de los principales pro-
ductos agricolas de exportacion (SIAP, 2022); sin
embargo, las plagas y enfermedades causan pérdi-
das importantes en este cultivo (Urrea y Cardona,
2020). Una de las enfermedades que afecta la cali-
dad del fruto es la denominada rona del aguacate,
que provoca dafos en el epicarpio de los frutos de
aguacate manifestandose con lesiones de aparien-
cia corchosa (Everett et al., 2011). Las capas de
tejido de apariencia corchosa se forman como es-
tructuras histologicas de defensa de las plantas al
ser atacadas por un patéogeno (Cruz ef al., 2006).

Elsinoe perseae es el hongo que desde 1934 se
ha relacionado con la sintomatologia causada por la
enfermedad rofia del aguacate (Everett et al., 2011;
Fan et al., 2017); sin embargo, existe una confu-
sion de los dafios que provoca este patogeno con
los ocasionados por otros factores bidticos (ejem-
plo; alta incidencia de trips y acaros) y abioticos
(ejemplo; dafios mecanicos, dafios por rozadura de
viento etc.) (SENASICA, 2018).
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Fan et al., 2017); however, there is a confusion
regarding the damages caused by this pathogen and
those caused by other biotic factors such as a high
incidence of thrips and mites, and abiotic factors
such as mechanical damages, damages caused by
wind, etc. (SENASICA, 2018).

Jenkins reported that avocado scab is caused
by E. persea and described the symptoms as
dark, round or irregular spotty lesions than, when
they join, can cover the avocado fruit partially or
entirely, giving it a brown, corklike aspect (Everett
et al., 2011; Fan et al., 2017). On the other hand,
Morales (2017) described a similar symptom
which he called purple spot, or purple spot, which
displays round, initially purple lesions that become
darker as they grow, and when the coalesce,
look like scabs. However, other authors, such as
Djeugap et al. (2015), Martinez-Hernandez et al.
(2017) and Becerra and Morales (2019), did not
associate E. perseae to the symptom of the avocado
scab, and rather related other pathogens such as
Colletotrichum sp., Alternaria sp., Pestalotiopsis
sp., Nigrospora sp. and Curvularia sp.

Due to this confusion, the aim of this study was
to morphologically and molecularly identify the
pathogens related to the avocado scab symptom,
taking samples of fruits with a corklike aspect that
are commonly known in the field as “typical scab”
and “purple spot”. Pathogenicity tests were also
carried out to reveal the causal agent of this disease.

MATERIALS AND METHODS

Gathering sites. Avocado fruits with symptoms
of corklike aspects, which are commonly known
in the field as “typical scab” and “purple spot”,
were gathered from different orchard in Michoacan
(Figure 1). After gathering, the fruits were placed
in brown paper bags (26 x 12.5 x 6.5 cm) to avoid
humidity and the development of saprophytic fungi.

ONLINE PUBLICATION, MAY 2023

Jenkins reporté que la rofia del aguacate es
causada por E. persea y describid la sintomatolo-
gia como lesiones de manchas oscuras redondas o
irregulares que, al unirse, pueden cubrir parcial o
totalmente al fruto de aguacate, dando un aspecto
corchoso de color café¢ (Everett et al., 2011; Fan
et al., 2017). Por su parte Morales (2017) descri-
bi6 un sintoma similar al cual denominé mancha
purpura en el cual se presentan lesiones redondas
iniciales de color purpura que, al crecer, adquieren
una coloracién mas oscura y que al coalecer dan el
aspecto de rofia. Sin embargo, otros autores, como
Djeugap et al. (2015), Martinez-Hernandez et al.
(2017) y Becerra y Morales (2019), no asociaron a
E. perseae al sintoma de la rona del aguacate, re-
lacionando a otros patdégenos como Colletotrichum
sp., Alternaria sp., Pestalotiopsis sp., Nigrospora
sp. y Curvularia sp.

Debido a esta confusion, el objetivo de este es-
tudio fue identificar morfologica y molecularmente
a los patogenos relacionados con el sintoma de la
rona del aguacate, realizando muestreos dirigidos
a los frutos de aspecto corchoso que comuinmen-
te en campo son conocidos como “rofia tipica” y
“mancha purpura”. También se realizaron pruebas
de patogenicidad para esclarecer al agente causal
de esta enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Sitios de colecta. Se colectaron en diferentes huer-
tos de Michoacan frutos de aguacate con sintomas
de aspecto corchoso que en campo son conocidos
comunmente como “rofia tipica” y “mancha ptrpu-
ra” (Figura 1). Después de la colecta, los frutos se
colocaron en bolsas de papel estraza (26 x 12.5 x
6.5 cm) para evitar la humedad y el desarrollo de
hongos saprofitos.
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Figure 1. Avocado fruits with symptoms known in the field as typical scab (A) and purple spot (B).
Figura 1. Frutos de aguacate con sintomas conocidos en campo como roiia tipica (A) y mancha purpura (B).

To gather the avocado fruits, the agroecological
areas were divided according to altitude (meters
above sea level, or m.a.s.l.) in which, according to
Anguiano et al. (2007) three types of climates stand
out for the favorable development of this crop and
to express its greatest productive potential: humid
(1,600 to 1,800 m.a.s.l.), semi-warm subhumid
(1,200 to 1,600 m.a.s.l.) and temperate subhumid
(1,900 to 2,300 m.a.s.l.) (Table 1).

Isolation of the fungi. The avocado fruits gathered
from the field were washed with tap water and later
rinsed with distilled water to eliminate pollutants.
Fresh lesions were taken from the epicarp of the
fruitin 5 x 5 mm fragments. For the disinfection of
fruits, the method proposed by Zhi Li et al. (2008)
was used, with slight modifications. The fragments
of the epicarp of avocado fruits were placed in a 6%
sodium hypochlorite solution for 90 s, then rinsed
with sterile distilled water. They were then washed
for a second time with 70% ethanol for 60 s, and
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Para la colecta de los frutos de aguacate, las
areas agroecologicas se dividieron de acuerdo con
la altitud (metros sobre el nivel del mar; m.s.n.m.)
que, segun Anguiano et al. (2007) destacan tres ti-
pos de climas para el desarrollo favorable de este
cultivo y expresar su maximo potencial productivo:
himedo (entre 1,600 y 1,800 m.s.n.m.), semicalido
subhumedo (entre 1,200 y 1,600 m.s.n.m.) y tem-
plado subhiimedo (entre 1,900 y 2,300 m.s.n.m.)
(Cuadro 1).

Aislamiento de los hongos. Los frutos de aguacate
colectados en campo se lavaron con agua corriente
y posteriormente se enjuagaron en agua destilada
para eliminar contaminantes. Se tomaron lesiones
frescas del epicarpio del fruto en fragmentos de 5 x
5 mm. Para la desinfeccion de los frutos, se utilizo
la metodologia propuesta por Zhi Li et al. (2008),
con algunas modificaciones. Los fragmentos del
epicarpio de los frutos de aguacate se colocaron en
hipoclorito de sodio al 6% durante 90 s, seguido de
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Table 1. Gathering sites of avocado fruit with symptoms of “typical scab” and “purple spot”.
Cuadro 1. Sitios de colecta de frutos de aguacate con sintomas de “roiia tipica” y “mancha parpura”.

Areas agroecolégicas Sitios de colecta Coordenadas Altura
(m.s.n.m.) m.s.n.m
Cerro colorado 19°31°69”N, 100°46°58”0 1,243
Ordeilitas 19°23°50”N, 102°18°94”0 1,060
Patuan 19°39°16”N, 101°91°50”0 1,260
Zumpimito 19°37°29”N, 100°55°4”0 1,600
Semicélido subhtimedo Ziracuaretiro 19°43°57”N, 101°92°93”0 1,380
(1,200 y 1,600) Taretan 19°33°38”N, 101°918°33”0 1,130
’ ’ Mesa de Cazares 19°37°75”N, 101°85°39”0 1,560
San Angel Zurumucapio 19°44°77”N, 101°88°86”0 1,600
Pareo 19°33’13”N, 102°45°08”0 1,430
Jicalan 19°38°33”N, 102°07°6170 1,600
Zacandaro 19°35°94”N, 102°18°58”0 1,700
Cutzato 19°36°63”N, 102°13°47”0 1,700
Humedo (entre 1,600y  Toreo el alto 19°46°00”N, 102°00°30”0 1,800
1,800) La Basilia 19°46°25”N, 102°06°50”0 1,860
San Andrés Coru 19°46°75”N, 101°94°50”0 1,700
San Juan Nuevo 19°41°66”N, 102°12°86”0 1,880
Ario de Rosales 19°20°72” N, 101°70°80”0 1,910
Canacuas 19°64°38” N, 102°04°83”0 2,200
Tingambato 19°50’19” N, 101°85°25”0 1,980
Zirahuen 19°54167"N, 101°73°19”0 2,090
Templado subhimedo Tancitaro 19°33°75”N, 102°36°30”0 2,080
(entre 1,900 y 2,300) El Durazno 19°08°25”N, 101°66°00”0 1,900
Lagunillas 19°56°25”N, 101°41°58”0 2,100
Cheran 19°68°66”N,101°95°47”0 2,380
Salvador Escalante 19°40°64”N,101°64°00”0 2,239

rinsed for the last time with sterile distilled water.
The tissue was placed in sterilized paper towels
to absorb humidity. Once the fragments of the
plant material were disinfected, they were planted
equidistantly in Petri dishes with a PDA culture
medium, then the dishes were sealed with parafilm,
incubated at 28 °C with a humidity of 80% for 72
h. After this time, the Petri dishes were inspected
for fungal growth.

Morphological identification. To identify the

fungal isolations, the taxonomical keys by Barnett
and Hunter (2006) were used. To identify E.
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un enjuague con agua destilada estéril. Posterior-
mente, se realizé un segundo lavado con etanol al
70% durante 60 s y un ultimo enjuague con agua
destilada estéril. El tejido se colocé en toallas de
papel esterilizadas para absorber la humedad. Una
vez que los fragmentos del material vegetal se des-
infectaron, se realizo la siembra en cajas Petri con
medio de cultivo PDA, de manera equidistante, las
cajas se sellaron con parafilm, se incubaron a 28
°C, con 80% de humedad, durante 72 h. Después
de este tiempo, las cajas Petri se revisaron para ob-
servar el crecimiento de los hongos.
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perseae, the strain ATCC 11190 of this species
was taken as a reference, which is found in the
microbial collection in Miami, Florida, U.S.A. and
which was provided by the Technology and Design
Research and Assistance Center for the State of
Jalisco (Centro de Investigacion y Asistencia en
Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco, A.C. -
CIATEJ), Zapopan, Jalisco, Mexico.

Molecular identification. The purified isolations
taken from the fungus were taken to the CIATEJ
for the extraction of DNA by breaking the cell
wall and membrane. The buffer solution was
CTAB (hexadecyltrimethylammonium bromide)
to promote cell lysis. Chloroform-isoamyl alcohol
was used (in a 24:1 ratio) as an organic solvent and
centrifuged at 5,000 rpm for 10 min to promote the
denaturation and separation of proteins. The DNA
was then precipitated and its quality was verified
by electrophoresis in a 1.0% agarose gel.

The concentration of the genomic DNA was
quantified with a Nanodrop and it was adjusted
to 20 ng mL!. DNA amplification was carried out
with a PCR, using primers ITS-5/ITS-4, ITS1/
ITS4, EF-1a F/ EF-1a R and Sphl1F/SphlR. The
amplifications of the PCR products were verified
by electrophoresis with a 5Sul. gel sample in a
1.5% agarose gel. The PCR products were purified
following the instructions by the manufacturer
(Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System,
Promega®). The amplified fragments were sent
to the Macrogen lab (Seoul, South Korea) for
sequencing.

The bidirectional sequences were aligned with
the Geneious prime v. 2021.0.3 (Kearse et al.,
2012) and MAFFT v.7.475 (Katoh y Standley,
2013) programs, they were verified in BioEdit
(Hall, 1999) in order to obtain a consensus
sequence and the sequence obtained was assembled
and compared with those available in the National
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Identificacién morfolégica. Para la identificacion
de los aislamientos de los hongos se utilizaron las
claves de Barnett y Hunter (2006). Para identifi-
car a E. perseae se tom6 como referencia la cepa
ATCC 11190 de esta especie, la cual se encuentra
depositada en el cepario de Miami, Florida, EUA
y que fue facilitada por el Centro de Investigacion
y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de
Jalisco, A.C. (CIATEJ), Zapopan, Jalisco, México.

Identificacién molecular. Los aislamientos purifi-
cados del hongo se trasladaron al CIATEJ para la
extraccion de ADN mediante la ruptura de la pared
y membrana celular. La soluciéon amortiguadora
fue CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio)
para favorecer la lisis celular. Se utilizo6 clorofor-
mo-alcohol isoamilico (en proporcion 24:1) como
disolvente organico y se centrifugd a 5,000 rpm
durante 10 min para favorecer la desnaturalizacion
y separacion de proteinas. Se procedioé con la preci-
pitacion del ADN y se verifico su calidad mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 1.0 %.

La concentracion del ADN genomico se cuanti-
fic6 con un Nanodrop y se ajusté a 20 ng mL!. La
amplificacion del ADN se realizo mediante PCR,
usando los iniciadores ITS-5/ITS-4, ITS1/ITS4,
EF-1a F/ EF-1a R y Sph1F/SphIR. Las amplifica-
ciones de los productos de la PCR se verificaron
por electroforesis con SulL de muestra en un gel de
agarosa al 1.5 %. La purificacion de los productos
de PCR se realiz6 siguiendo las instrucciones del
fabricante (Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System, Promega®). Los fragmentos amplificados
se enviaron al laboratorio de Macrogen (Setl, Co-
rea del Sur) para su secuenciacion.

Las secuencias bidireccionales se alinearon con
los programas Geneious prime v. 2021.0.3 (Kearse
et al., 2012) y MAFFT v.7.475 (Katoh y Standley,
2013), se corroboraron en BioEdit (Hall, 1999) con
la finalidad de obtener una secuencia consenso y la
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Center for Biotechnological Information (NCBI),
using the BLAST tool for highly similar sequences.
For the identification with BLASTn, the percentage
of coverage and similarity was considered; values
of >80% of coverage and a range of 97 to 100% of
similarity of the sequence was considered, that is, a
divergence of up to 3% of the sequence to assign a
species (Raja and Oberlies, 2017).

Phylogenetic analysis. A multilocus phylogenetic
analysis was carried out for the isolations identified
as E. perseae, using the sequences obtained with
the primers ITS5/ITS4 or ITS1/ITS4, SPh1 F/SPhl
R (LSU) and EF-1la F/ EF-1a R. For this analysis,
sequences from species of the genus Elsinoe,
previously deposited in the GenBank® data base
were used. In the case of the isolations obtained
from “typical scab”, an analysis was carried out
based on the sequencing of primers ITS4/ITSS.
Once the consensus sequences were obtained,
they were compiled in a FASTA format. Later,
the sequences were aligned using the MAFFT
v.7.475 program (Katoh and Standley, 2013). The
sequences from LSU, EF-lo and ITS, obtained
from strains identified as E. perseae were linked
in the MESQUITE v.3.6 program (Maddison and
Maddison, 2016). The phylogenetic analysis was
based on the Bayesian inference (BI) algorithm and
previously, the evolutionary model was determined
using the JModeltest 2.1.7 program (Nylander,
2004).

For the phylogenetic analysis of the strains
identified as
the sequence obtained with primers ITS5/ITS4

Colletotrichum  gloeosporioides,

was used, as well as sequences from homologous
species and others belonging to the same genus
obtained from the GenBank. For the location of the
isolations, the program MrBayes 3.2.7 (Ronquist
et al., 2012) was used, with a Jukes Cantor (JC)
evolutionary model obtained in the program
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secuencia obtenida se ensambld y comparo con las
disponibles en la base de datos del Centro Nacional
de Informacion Biotecnolégica (NCBI), usando la
herramienta BLAST para secuencias altamente si-
milares.

Para la identificacion con BLASTn se considerd
el porcentaje de cobertura y similitud, se considera-
ron valores >80% de cobertura y un rango de 97 a
100 % de similitud de la secuencia. Es decir, hasta
3% de divergencia de la secuencia para asignar una
especie (Raja y Oberlies, 2017).

Analisis filogenético. Se realizd un anélisis filo-
genético multilocus para los aislamientos identifi-
cados como E. perseae, utilizando las secuencias
obtenidas con los iniciadores ITS5/ITS4 o ITS1/
ITS4, SPh1 F/SPh1 R (LSU) y EF-1a F/ EF-1a R.
Para este analisis se utilizaron secuencias de espe-
cies del género Elsinoe ya depositadas en la base de
datos del GenBank®. En el caso de los aislamientos
obtenidos de “rofia tipica” se realiz6 un analisis ba-
sado en la secuenciacion de los iniciadores 1TS4/
ITSS.

Una vez obtenidas las secuencias consenso, €s-
tas se compilaron en formato FASTA. Después, las
secuencias se alinearon con el programa MAFFT
v.7.475 (Katoh y Standley, 2013). Las secuencias
de los genes LSU, EF-1a e ITS obtenidas de las
cepas identificadas como E. perseae se concatena-
ron en el programa MESQUITE v.3.6 (Maddison y
Maddison, 2016). El analisis filogenético se baso
en el algoritmo de inferencia bayesiana (BI) y pre-
viamente se determin6 el modelo evolutivo en el
programa JModeltest 2.1.7 (Nylander, 2004).

Para el analisis filogenético de las cepas identifi-
cadas como Colletotrichum gloeosporioides se uti-
liz6 la secuencia obtenida con los iniciadores ITS5/
ITS4, asi como secuencias de especies homologas
y otras pertenecientes al mismo género obtenidas
del GenBank. Para la ubicacion de los aislamien-
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JModeltest 2.1.7 (Nylander, 2004). Ten thousand
generations were considered and samples were
taken from trees every 1,000 repetitions. It was
executed under the Markov Monte Carlo (MCMC)
model and the analysis stopped once an average
was obtained, along with the frequency partition
standard deviation (se) between chains, below
0.01 (se = 0.0099). Twenty-two phylogenetic trees
were obtained, out of which 18 were sampled, and
25% of the trees were discarded. The remaining
phylogenetic trees were combined to calculate the
posterior probability and obtain a consensus tree
(Holder and Lewis, 2003). C. boninense, strain 126
was used as an external group to the species, since
it belongs to another complex of the same genus.
A multilocus phylogenetic analysis was carried
out for the species E. perseae in order to provide
greater reliability and support to the identification
of the isolations of this fungus. The sequences
obtained in this investigation were considered,
along with homologous sequences and those
from other species of the same genus that cause
similar damages to other plant species. The fungus
Myriangium hispanicum, which belongs to the
family Myringiaceae, was used as an external
group. The sequences were obtained from the
GenBank database, according to Fan ef al. (2017).
Once the sequences were obtained, a FASTA file
was created. The sequences were aligned with the
program MAFFT v.7.475 (Katoh and Standley,
2013) for each gene. The genes were linked with
the program Geneious prime v. 2021.0.3 (Kearse
et al., 2012) and MESQUITE v.3.6 (Maddison
and Maddison, 2016). The evolutionary model
was obtained using the software JModeltest 2.1.7
(Nylander, 2004). The phylogenetic analysis was
carried out using the BI algorithm with the program
MrBayes v. 3.2.7 (Ronquist et al., 2012). A total
of 575,000 generations were considered and tree
samples were taken every 1,000 repetitions. It was
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tos se utilizo el programa MrBayes 3.2.7 (Ronquist
et al., 2012) con un modelo evolutivo Jukes Can-
tor (JC) obtenido en el programa JModeltest 2.1.7
(Nylander, 2004). Se consideraron 10,000 genera-
ciones y se tomaron muestras de arboles cada 1,000
repeticiones. Se ejecutd bajo el modelo Markov
Monte Carlo (MCMC) y el analisis se detuvo una
vez que se obtuvo un promedio y la desviacion es-
tandar (se) de particion de frecuencias entre cade-
nas, menor a 0.01 (se = 0.0099). Se obtuvieron 22
arboles filogenéticos de los cuales se muestrearon
18, se descartd el 25 % de los arboles. El resto de
los arboles filogenéticos se combinaron para cal-
cular la probabilidad posterior y obtener un arbol
consenso (Holder y Lewis, 2003). Se utilizdé como
grupo externo a la especie C. boninense, cepa 126,
perteneciente a otro complejo del mismo género.
Para la especie E. perseae se realizé un analisis
filogenético multilocus para aportar mayor confia-
bilidad y soporte a la identificacion de los aislados
de este hongo. Se consideraron las secuencias obte-
nidas en esta investigacion, las secuencias homolo-
gas y de otras especies del mismo género que oca-
sionan dafios similares en otras especies de plantas.
Como grupo externo se utiliz6 al hongo Myrian-
gium hispanicum que pertenece a la familia Myrin-
giaceae. Las secuencias se obtuvieron de la base de
datos del GenBank, segun Fan et al. (2017). Una
vez obtenidas las secuencias, se cre6 un archivo en
formato FASTA. Las secuencias se alinearon con
el programa MAFFT v.7.475 (Katoh y Standley,
2013) para cada gen. La concatenacion de los ge-
nes se realizoé con el programa Geneious prime v.
2021.0.3 (Kearse et al., 2012) y MESQUITE v.3.6
(Maddison y Maddison, 2016). El modelo evolu-
tivo se obtuvo con el software JModeltest 2.1.7
(Nylander, 2004). El analisis filogenético se realizd
mediante el algoritmo de IB con el programa Mr-
Bayes v. 3.2.7 (Ronquist et al., 2012). Se conside-
raron 575,000 generaciones y se tomaron muestras
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executed under the MCMC model and the analysis
stopped once an average and a standard deviation
of frequency partition between chains below 0.01
(de = 0.0097) were obtained. A total of 1,152
phylogenetic trees were obtained, out of which
864 were sampled; 25% of the trees sampled were
discarded. The rest of the trees were combined to
calculate the posterior probability and obtain a
consensus tree (Holder and Lewis, 2003).
Pathogenicity tests. In order to evaluate
pathogenicity, 25 avocado plants from nurseries
were used (creole, Hass, Flor de Maria, Méndez),
approximately 18 months after being transplanted.
The avocado fruits were inoculated when their size
was 6-9 cm in length by 4-6 cm in width (stage
of the filling of the fruit). The isolations selected
for pathogenicity tests were those that had a higher
percentage of growth of every symptom sampled.
Leaves, branches and fruits from each plant of
every variety were inoculated.

Two types of inoculation were carried out:
direct and indirect. The former consisted in
cutting a lesion in the epicarp of the fruit and in
the young stems with a number 0 entomological
pin. Mycelium discs were then placed (= 1 cm in
diameter) in the isolated fungi on the lesion, and
covered with cotton dampened with sterile distilled
water and “kleen pack” plastic. The indirect method
consisted of performing small lesions on the fruits
and young branches, followed by the spraying of a
suspension with conidia, spores and fragments of
mycelia at a concentration of 1 x 10° propagules
mL!, prepared following Gilchrist Saavedra et
al. (2005). Finally, the plants were covered with
a plastic bag, as if in a humid chamber, for three
days. The incidence of the symptom was evaluated
in the different varieties.

The inoculated fruits were observed weekly
for three months to detect the presence of the
symptoms. Next, the fungi were reisolated to verify
the identity of the pathogen.
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de arboles cada 1,000 repeticiones. Se ejecutd bajo
el modelo MCMC y el analisis se detuvo una vez
que se obtuvo un promedio y desviacion estandar
de particion de frecuencias entre cadenas menor
a 0.01 (de = 0.0097). Se obtuvieron 1,152 arboles
filogenéticos de los cuales se muestrearon 864, se
descarto el 25 % de los arboles muestreados. El
resto de los arboles se combinaron para calcular la
probabilidad posterior y obtener un arbol consenso
(Holder y Lewis, 2003).

Pruebas de patogenicidad. Para evaluar la pa-
togenicidad, se utilizaron 25 plantas de aguacate
(criollo, Hass, Flor de Maria, Méndez) de vivero
de aproximadamente 18 meses de haber sido injer-
tadas. Los frutos de aguacate se inocularon cuando
tenian un tamano de 6-9 cm de largo por 4-6 cm de
ancho (etapa de llenado de fruto). Los aislamien-
tos seleccionados para las pruebas de patogenici-
dad fueron las que tuvieron un porcentaje mayor de
crecimiento de cada sintoma muestreado. Se inocu-
laron hojas, ramas y frutos de cada planta de cada
variedad.

Se realizaron dos tipos de inoculacion: directa e
indirecta. La primera consistié en realizar heridas
en el epicarpio del fruto y en los tallos jovenes con
un alfiler entomoldgico del numero 0. Posterior-
mente, se colocaron discos (= 1 cm de diametro)
de micelio de los hongos aislados sobre la herida, y
se cubrid con algodon hiimedo con agua destilada
estéril y plastico “kleen pack™. En el método indi-
recto se realizaron pequenas heridas a los frutos y a
las ramas jovenes, después se asperjé una suspen-
sion con conidios, esporas y fragmentos de micelio
auna concentracion de 1 x 10°propagulos mL™! que
se prepar6 segun Gilchrist Saavedra et al. (2005).
Finalmente, las plantas se cubrieron con una bol-
sa de plastico a manera de camara himeda durante
tres dias. En las diferentes variedades se evalud la
incidencia del sintoma.
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RESULTS AND DISCUSSION

Morphological identification. Out of the plant
tissues planted with symptoms of “typical scab”, 16
different isolations were obtained, eight of which
were identified as possible phytopathogenic fungi,
which correspond to the genera Colletotrichum,
Pestalotiopsis, Fusarium, Curvularia, Alternaria,
Leptosphaerulina, Cladosporium and Epicoccum.
Out of these, the genus Colletotrichum was the
most frequent (90%), followed by Pestalotiopsis
(40%). The rest of the fungi did not surpass 3%.
These data coincide with works by Djeugap et al.
(2015), Alfaro et al. (2017) and Becerra (2019),
who reported the presence of species of the genus
Colletotrichum more frequently in isolations of the
avocado scab symptom.

Based on the studies carried out by Hernandez
and Gonzalez (2010) and Pérez et al. (2016), the
remaining eight species were discarded due to their
lower frequency of culture development (presence
in a maximum of three dishes planted), as well
as to the identification as pollutant fungi, for the
case of the genera Aspergillus, Penicillium and
Trichoderma.

In the morphological identification of the strain
with the highest growth frequency, the development
of white cultures with a gray center and a cottonlike
texture was observed, with a production of orange
conidial masses in the center. This culture was
characterized for its rapid growth (it covered the
15 cm Petri dish in 8 days). In its microscopic
characteristics, it displayed a septated mycelium,
unicellular conidia elongated to the point of being
almost cylindrical, with a slight narrowing in the
center, giving it an appearance similar to a septum,
and with rounded edges (Barnett and Hunter, 1998).
These characteristics coincide with those described
for the genus Colletotrichum, belonging to the
phylum Ascomycota, class Hypocreomycetidae
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Los frutos inoculados se observaron cada sema-
na, durante tres meses para detectar la presencia de
los sintomas. Después se realizaron reaislamientos
de los hongos para corroborar la identidad del pa-
tégeno.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion morfolégica. De la siembra del
tejido vegetal con sintoma de “rofa tipica” se ob-
tuvieron 16 aislamientos diferentes, ocho se iden-
tificaron como posibles hongos fitopatégenos, los
cuales corresponden a los géneros Colletotrichum,
Pestalotiopsis, Fusarium, Curvularia, Alternaria,
Leptosphaerulina, Cladosporium y Epicoccum. De
éstos, el género Colletotrichum fue el mas frecuen-
te observandose su crecimiento en el 90% de las
cajas, seguido de Pestalotiopsis en 40% de estas y
el resto de los hongos no super6 el 3%. Estos da-
tos concuerdan con los trabajos de Djeugap et al.
(2015), Alfaro et al. (2017) y Becerra (2019), quie-
nes reportaron la presencia de especies del género
Colletotrichum con mayor frecuencia en aislamien-
tos del sintoma de la rofia del aguacate.

Con base en los estudios realizados por Hernan-
dez y Gonzales (2010) y Pérez et al. (2016), se des-
cartaron las ocho especies restantes por su menor
frecuencia de desarrollo de colonias (presencia en
un maximo en tres cajas sembradas), asi como por
la identificacién como hongos contaminantes para
el caso de los géneros Aspergillus, Penicillium y
Trichoderma.

En la identificacion morfoldgica de la cepa con
mayor frecuencia de crecimiento, se observo el de-
sarrollo de colonias blancas con el centro gris, de
textura algodonosa, con produccion de masas coni-
diales de color naranja en el centro. Se caracterizo
por ser una colonia de rapido crecimiento (en ocho
dias cubrio la caja Petri de 15 cm de didmetro).
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and order Glomerellales (Réblova et al., 2011)
(Figure 2).

The second isolation with the highest growth
percentage, Pestalotiopsis sp., developed white
septated mycelium cultures with a brush-shaped
growth. In addition, the development of black
fructiferous bodies that presented multicellular
spindle-shaped conidia (3 to 5 cells) with three
apical flagella and one basal one (Barnett and
Hunter, 2006). These characteristics coincided with
those described for the genus that belongs to the
phylum Ascomycota, class Sordariomycetes and
order Xylariales (Réblova et al., 2011) (Figure 2).

En sus caracteristicas microscopicas, se observo
micelio septado, conidios unicelulares alargados,
casi cilindricos con un ligero estrechamiento en el
centro que da la apariencia de un septo y con ex-
tremos redondeados (Barnett y Hunter, 1998). Es-
tas caracteristicas coinciden con las referidas para
el género Colletotrichum perteneciente al Phylum
Ascomycota, Clase Hypocreomycetidae y Orden
Glomerellales (Réblova et al., 2011) (Figura 2).

El segundo aislamiento con mayor porcentaje
de crecimiento, Pestalotiopsis sp., desarrolld colo-
nias blancas de micelio septado con un crecimien-
to rocetado. Ademas, se observo el desarrollo de

Figure 2. A) Isolations of the genus Colletotrichum sp. that show the cottonlike growth with a high content of formation of
orange to pink waxy propagules in the center. B) Formation of hyaline, ovoidal or oblong conidia, with a shortened
shape and an even, 25- 30 pm, circular ending. C) Pestalotiopsis sp. cultures and a development of bright black and
irregularly shaped cirrus. d) Conidia with septa and three flagella.

Figura 2.A) Aislamientos del género Colletotrichum sp. que muestran el crecimiento algodonoso con alto contenido de
formacion en el centro de propagulos cerosos de color naranja a rosado. B) Formacion de conidios hialinos, ovoides
u oblongos de forma acortada con terminacion circular uniforme de 25- 30 pm. C) Colonias de Pestalotiopsis sp. y
desarrollo de cirrus color negro brillante y de forma irregular. d) Conidios con septos y tres flagelos.
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“Purple spot” symptom. In the plant tissue with
symptoms of “purple spot”, the cultures that were
obtained most frequently were those that grew
in viscous and cerebriform stroma, with a slow
growth of 0.35 mm per day, elevations in the
center, a great variability of shapes and light orange
and light yellow colors, which became darker with
age, turning reddish browns, some of which were
plushy-looking, with aerial mycelia and humid in
the center, with micro and macro conidia from 3 to
14 microns and tuberculate mycelium; these were
identified morphologically as FElsinoe sp., since
these characteristics coincide with those presented
by Hyde et al. (2013) as characteristics of the genus
Elsinoe. Colletotrichum sp. and Alternaria sp.
were also identified with occasional growth (1-2%)
(Figure 3).

cuerpos fructiferos de color negro que presentaron
conidios multicelulares fusiformes (de 3 a 5 célu-
las) con tres flagelos apicales y uno basal (Barnett
y Hunter, 2006). Estas caracteristicas coincidieron
con las referidas para este género que pertenece al
Phylum Ascomycota, Clase Sordariomycetes y Or-
den Xylariales (Réblova et al., 2011) (Figura 2).

Sintoma de “mancha purpura.” Del tejido vege-
tal con sintoma de “macha purpura”, se obtuvieron
25 aislamientos, en los cuales las colonias con ma-
yor frecuencia fueron las de crecimiento en estro-
ma tipo viscoso y cerebriforme, lento crecimiento
de 0.35 mm por dia, con elevaciones en el centro,
con gran variabilidad de formas y colores naran-
jas claro, amarillo claro, que con la edad se oscu-
recieron tornandose rojos cafés rojizos, algunas de

Figure 3. A) Variability in color and shape of the growth of E. perseae isolations. B) tuberculate mycelium. C) and D) conidia

measuring 3-14 micrometers.

Figura 3. A) Variabilidad en color y forma de crecimiento de los aislados de E. perseae. B) micelio turuloso. C) y D) conidios

de 3-14 micrometros.
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Molecular identification. With the amplification
of primers ITSS5/ITS4, C. gloeosporioides was
identified; however, for Pestalotiopsis sp., the
sequencing results were not conclusive (Table 2).
On the other hand, the sequencing of genes LSU,
EF-1o and ITS helped identify E. perseae (Table 3).
The nucleotide sequences identified were deposited
in the GenBank data base (Table 4).

apariencia afelpada, micelio aéreo y humedad en
el centro, con presencia de micro y macro conidios
que fueron de los 3-14 micras y micelio turuloso,
estas fueron identificadas morfologicamente como
Elsinoe sp., ya que estas caracteristicas concuerdan
con lo expuesto por Hyde ef al. (2013), como ca-
racteristicas del género Elsinoe. También se identi-
fico con crecimientos esporadicos (1-2%) a Colle-

totrichum sp. y Alternaria sp, (Figura 3).

Table 2. Molecular identification of the strains isolated from the symptom of “typical scab”
by the amplification of primers ITS5/1TS4.
Cuadro 2. Identificacion molecular de las cepas aisladas del sintoma de “roiia tipica”
mediante la amplificacién de los iniciadores ITS5/1TS4.

. . Secuencia .
Aislamiento Identflﬁlc’ac.lon homéloga del Especie Ide(r‘l;l;lad
morfologica Gene Bank o
C7 Colletotrichum sp. MK?758005.1 C. gloeosporioides 100
C9 Pestalotiopsis sp. N/A N/A N/A

Table 3. Molecular identification of the fungus isolated from the symptom of “purple spot” by

sequencing the genes LSU, EF-1a and ITS.

Cuadro 3.Identificacion molecular del hongo aislado del sintoma de “mancha purpura”

mediante la secuencia de los genes LSU, EF-1a e ITS.

Aislamiento ldentiﬁc'ac.i()n Secuencia homologa del Especie Identidad
morfolégica GenBank® (%)
ITS
Cl E. perseae MH855586.1 N/A N/A
C4 E. perseae MH855586.1 E. perseae 99.69
H3 E. perseae MHZ855586.1 E. perseae 99.67
H4 E. perseae MHS855586.1 E. perseae 99.51
H6 E. perseae MH855586.1 E. perseae 97.46
EF-la
Cl1 E. perseae KX886902.1 E. perseae 100
C4 E. perseae KX886902.1 E. perseae 99.71
H3 E. perseae KX886902.1 E. perseae 100
H4 E. perseae KX886902.1 E. perseae 100
H6 E. perseae KX886902.1 E. perseae 100
LSU
Cl E. perseae NG_063977.1 E. perseae 99.72
C4 E. perseae NG 063977.1 E. perseae 99.86
H3 E. perseae NG 063977.1 E. perseae 99.17
H4 E. perseae NG 063977.1 E. perseae 99.72
Hé6 E. perseae NG_063977.1 E. perseae 99.86
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Table 4. Sequences selected for the phylogenetic analysis of E. perseae.
Cuadro 4. Secuencias seleccionadas para el analisis filogenético de E. perseae.

Especie Codigo del aislamiento Numero de acceso al Genbank
ITS LSU EF-la

C. gloeosporioides C7 MZ314618

E. perseae Cl N/A MZ310447 MZ319391
E. perseae Cc4 MZ310437 MZ310448 MZ319392
E. perseae H3 MZ310438 MZ310449 MZ319393
E. perseae H4 MZ310439 MZ310450 MZ319394
E. perseae H6 MZ310440 MZ310451 MZ319395

Phylogenetic analysis of the isolations obtained
from avocado fruits with symptoms of “typical
scab”. The phylogenetic tree grouped six clades,
along with the external group, out of which two
group the entire species of C. gloeosporioides, in
which the strain identified in this study is found.
This verifies the identity of the isolations obtained
in this study as C. gloeosporioides (Figure 4).

Phylogenetic analysis of the strains isolated
from avocado fruits with symptoms of “purple
spot”. The Bayesian phylogenetic tree grouped
more than 14 clades, along with the external
group. The sequences obtained from the strains
morphologically identified as E. perseae were
grouped with the strains deposited in the GenBank
with the same species, which corroborates the
identity of the strains isolated from the “purple
spot symptom” as E. perseae and it supports the
monophyletic origin of this species (Figure 5).

Pathogenicty tests. It was inoculated with
Pestalotiopsis sp. and C. gloeosporioides to
evaluate the “typical scab” symptom; and with an
isolation identified as E. perseae to evaluate the
“purple spot” symptom.
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Identificacién molecular. Mediante la amplifica-
cion de los iniciadores ITS5/ITS4 se identifico a
C. gloeosporioides; sin embargo, para Pestalotiop-
sis sp. los resultados de la secuenciacion no fueron
concluyentes (Cuadro 2). Por otro lado, mediante la
secuencia de los genes LSU, EF-1a e ITS se iden-
tifico a E. perseae (Cuadro 3). Las secuencias de
nucleotidos identificadas se depositaron en la base
de datos del GenBank (Cuadro 4).

Anadlisis filogenético de los aislamientos obteni-
dos de frutos de aguacate con sintomas de “rofia
tipica”. El arbol filogenético agrup6 seis clados,
ademas del grupo externo, de los cuales dos agru-
pan en su totalidad a la especie C. gloeosporioi-
des, donde se encuentra la cepa identificada en el
presente estudio. Esto corrobora la identidad de los
aislamientos obtenidos en el presente estudio como
C. gloeosporioides (Figura 4).

Analisis filogenético de las cepas aisladas de fru-
tos de aguacate con sintoma de “mancha pirpu-
ra”. El arbol filogenético bayesiano agrup6 a mas
de 14 clados, ademas del grupo externo. Las se-
cuencias obtenidas de las cepas identificadas mor-
fologicamente como E. perseae se agruparon con
las cepas depositadas en el GenBank con la misma
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Figure 4. Bayesian phylogenetic tree for the complex Colletotrichum gloeosporioides, reconstructed using primers ITS5/
ITS4. Red text is the isolation obtained in this work. The bar indicates substitution per site. Nodes exemplify the
posterior probability (PP). C. boninense, isolation 126, which belongs to another complex of the genus, was used

as an external group.

Figura 4. Arbol filogenético bayesiano para el complejo Colletotrichum gloeosporioides, reconstruido utilizando los
iniciadores ITSS5/ITS4. En color rojo se muestra el aislamiento obtenido en este trabajo. La barra indica la
sustitucion por sitio. En los nodos se ejemplifica la probabilidad posterior (PP). Se utilizé6 como grupo externo C.
boninense, aislamiento 126, perteneciente a otro complejo del género.

Pestalotiopsis sp. The symptom caused by the
fungus identified as Pestalotiopsis sp. was dry
necrosis, which moves up the stem until the base
of the branch and caused the mummification of
the fruits in plants of the varieties Hass and Flor
de Maria. The least severe symptoms were found
in creole plants and the variety Flor de Maria,
causing a partial necrosis with vertical cracks;
these symptoms coincide with reports by Tamayo
(2007), such as the drying of branches and leaf
spots.

Authors such as Morales er al. (2009) have
isolated Pestalotiopsis versicolor from avocado
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especie, lo que corrobora la identidad de las cepas
aisladas del sintoma de “mancha purpura” como E.
perseae 'y soporta el origen monofiletico de esta es-
pecie (Figura 5).

Pruebas de patogenicidad. Se inoculé con Pes-
talotiopsis sp. y C. gloeosporioides para evaluar el
sintoma de “rofa tipica”; y con aislamiento identi-
ficado como E. perseae para evaluar el sintoma de
“mancha purpura”.

Pestalotiopsis sp. El sintoma que ocasion6 el hongo
identificado como Pestalotiopsis sp., fue necrosis seca
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Figure 5. Bayesian phylogenetic tree for species of the genus Elsinoe, reconstructed using assembled sequences of primers
ITS1/ITS4, ITS5/ITS4, EF-1 o F/EF-1 a R, Sph1 F/Sph1 R. Red text indicates the isolations obtained in this work.
The bar indicates substitution per site. Nodes exemplify the posterior probability (PP). Myriangium hispanicum,
aislamiento CBS 227.59, which belongs to another family of the same genus, was used as an external group.
Figura 5. Arbol filogenético bayesiano para las especies del género Elsinoe, reconstruido utilizando secuencias ensambladas
de los iniciadores ITS1/1TS4, ITSS/ITS4, EF-1 o F/EF-1 a R, Sph1 F/Sph1 R. En texto en color rojo se encuentran
los aislamientos obtenidos en este trabajo. La barra indica la sustitucién por sitio. En los nodos se ejemplifica la
probabilidad posterior (PP). Se utilizé como grupo externo a la especie Myriangium hispanicum, aislamiento CBS

227.59, perteneciente a otra familia del mismo orden.

ONLINE PUBLICATION, MAY 2023

197



MExiICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY
RevisTA MExicaNa DE FITOPATOLOGIA

FuLLy BILINGUAL

fruits with symptoms of anthracnose and
Pestalotiopsis sp. from fruits with avocado scab
symptoms. However, despite the inoculated strain
of Pestalotiopsis sp. having reproduced a corky
bark, the typical scab symptom observed in the field
was not reproduced, therefore Pestalotiopsis sp. as
the causal agent of typical scab was discarded.

Pestalotiopsis sp. species have been reported as
pathogens of some varieties of avocado and other
fruit trees such as mango, apple, banana and grape.
However, the exact damage this fungus may cause
in avocado fruits was unknown (Zhang et al., 2003;
Djeugap et al., 2015). The pathogenicity tests
carried out in this study showed that Pestalotiopsis
sp. may cause a total dry necrosis of the fruit, to the
extent of leaving it mummified, and in branches it
causes necrosis with corky cracks. These symptoms
are different to those reported for typical scab.

Colletotrichum gloeosporioides. The diseases
caused by Colletotrichum sp. include anthracnose,
rotting of fruits and flowers, leaf spot, and other
types of rot. It affects a wide range of crops,
including avocado (Freeman et al., 1998; Silva and
Avila, 2011). Because it is a fungus of rapid growth,
it can enter as a secondary pathogen by using
lesions caused by other fungi such as E. perseae.
Zentmyer (1984) described that Colletotrichum
sp. is incapable of entering the fruit directly and
it is generally established in the lesions of the fruit
caused by Cercospora sp. or E. perseae. Therefore,
Colletotrichum sp. may be found as an opportunist
fungus.

The pathogenicity tests for the strain identified
as C.
similar to the avocado scab, which proves that
other pathogens can stimulate the production of
layers of cork, as described by Cruz et al. (2006).
Plants inoculated with the strain identified as

gloeosporioides reproduced symptoms

Colletotrichum sp. displayed an initial symptom
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que avanzo6 por el tallo hasta la base de la rama y
provoco la momificacion de los frutos en plantas de
las variedades Hass y Flor de Maria. Los sintomas
menos severos se encontraron en las plantas crio-
llas y las de la variedad Flor de Maria, ocasionan-
do una necrosis parcial con grietas verticales, estos
sintomas concuerdan con lo reportado por Tamayo
(2007), como secamiento de ramas y mancha foliar.

Autores como Morales ef al. (2009), han aisla-
do a Pestalotiopsis versicolor de frutos de aguacate
con sintomas de antracnosis y a Pestalotiopsis sp.
de frutos con sintomas de rofia del aguacate. Sin
embargo, a pesar de que la cepa de Pestalotiopsis
sp. inoculada reprodujo una corchosis, no se repli-
co el sintoma tipico de rofia observado en campo,
por lo que se descarta a Pestalotiopsis sp. como el
agente causal de la rofia tipica.

Se han reportado especies de Pestalotiopsis sp.
como patogenos de algunas variedades de aguacate
y otros frutales como mango, manzana, platano y
uva. Sin embargo, se desconocia con exactitud los
dafios que puede causar este hongo en el fruto de
aguacate (Zhang et al., 2003; Djeugap et al., 2015).
En las pruebas de patogenicidad, realizadas en el
presente estudio se comprobd que Pestalotiopsis
sp. puede ocasionar una necrosis seca total del fru-
to, hasta dejarlo momificado, y en ramas provoca
necrosis con agrietamientos corchosos. Estos sin-
tomas son diferentes a los reportados para la roia
tipica.

Colletotrichum gloeosporioides. Las enfermeda-
des causadas por Colletotrichum sp. incluyen la an-
tracnosis, podredumbre de frutos y flores, la man-
cha foliar, entre otros tipos de pudriciones; afecta a
una amplia gama de cultivos, entre los que destaca
el aguacate (Freeman ef al., 1998; Silva y Avila,
2011). Al ser un hongo de rapido crecimiento, pue-
de entrar como patogeno secundario al aprovechar
las lesiones que provocan otros hongos como E.
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of necrotic spots that formed corky cracks during
growth, similar to those described by Everett et al.
(2011) and Fan ef al. (2017), caused by E. perseae.
In stems, symptoms of necrosis were found with
longitudinal cracks, similar to those reported by
Pestalotiopsis sp., whereas in soft branches and
the peduncle, the symptom was similar to the one
described by Everett ef al. (2011) as avocado scab.

Elsinoe perseae. The isolation morphologically
described as E. perseae was obtained from fruits
with the symptom of “purple spot”. The initial
symptoms were reproduced, which are commonly
found in the field, similar to those reported by
Morales (2017), and at the same time, the initial
lesions coincide with reports by Jenkins in 1934
as avocado scab (Everett ef al., 2011; Fan et al.,
2017), therefore it is synonymous with purple spot
described by Morales (2017). This describes that
these common names are synonymous and they
are related to the same causal agent. Small circular
lesions or lesions with irregular purple to violet
edges were observed. It was evaluated for two
months and at the end of the evaluation, the lesions
reached a maximum size of 5 mm. The symptoms
produced on the fruits were reisolated and the
isolations obtained coincided morphologically
with the inoculated strains (Figure 6).

Everett et al. (2011) and Fan et al. (2017)
relacted Elsinoe perseae as the causal agent of the
avocado scab. Another situation is the erroneous
identification of the symptom of this disease in
the field, because in the sampling of this work,
other pathogens, pests and mechanical damages
were proven to cause corky trunk in the pericarp
of the fruit as a defense mechanism (Cruz, 2006).
Therefore, the characterization and identification of
the symptom is crucial for the adequate integrated
management of this disease.
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perseae. Zentmyer (1984) describid que Colletotri-
chum sp. es incapaz de entrar directamente en el
fruto y generalmente se establece en las lesiones
del fruto causadas por Cercospora sp. o E. perseae.
Por lo tanto, es posible que Colletotrichum sp. se
encuentre como un hongo oportunista.

Las pruebas de patogenicidad para la cepa iden-
tificada como C. gloeosporioides reprodujeron
sintomas similares a la rofia del aguacate, lo que
comprueba que otros patdogenos pueden estimular
la produccion de capas de corcho como lo descri-
bieron Cruz et al. (2006). Las plantas inoculadas
con la cepa identificada como Colletotrichum sp.
presentaron en el fruto un sintoma inicial de man-
chas necrdticas que al crecer formaron grietas de
aspecto corchoso, similares a las descritas por Eve-
rett et al. (2011) y Fan et al. (2017) ocasionadas
por E. perseae. En tallos se observaron sintomas de
necrosis con grietas longitudinales, similares a los
reproducidos por Pestalotiopsis sp.; mientras que,
en ramas tiernas y pedunculo, el sintoma fue simi-
lar a lo descrito por Everett et al. (2011) como rofia
del aguacate.

Elsinoe perseae. El aislamiento identificado mor-
folégicamente como E. perseae, se obtuvo de fru-
tos con el sintoma de “mancha ptarpura”. Se repro-
dujeron los sintomas iniciales, los cuales son co-
munmente encontrados en campo, semejante a los
reportados por Morales (2017) y a su vez las lesio-
nes iniciales coinciden con lo reportado por Jenkins
en 1934 como la rofia del aguacate (Everett et al.,
2011; Fan et al., 2017), por lo
de la mancha purpura descrita por Morales (2017).
Esto demuestra que estos nombres comunes son si-
noénimos y estan asociados al mismo agente causal.
Se observaron lesiones circulares pequefias o con
borde irregular de color oscuro a violaceos. Se eva-
lud durante dos meses y al final de la evaluacion las
lesiones alcanzaron un tamafio maximo de 5 mm.

que es sindénimo
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Figure 6. Symptoms in fruits inoculated with A) Elsinoe perseae, B) Pestalotiopsis sp. and D) Colletotrichum gloeosporioides.
Figura 6. Sintomas en frutos inoculados con: A) Elsinoe perseae, B) Pestalotiopsis sp. y D) Colletotrichum gloeosporioides.

CONCLUSIONS

Sixteen different isolations were obtained, of the
genera Colletotrichum, Pestalotiopsis, Fusarium,
Curvularia, Alternaria, Leptosphaerulina,
Cladosporium and Epicoccum associated with the
symptom “typical scab”

Colletotrichum  gloeosporioides did  not
reproduce symptoms identical to those of “typical
scab” in the pathogenicity tests, since the corky bark
produced penetrated the mesocarp. Meanwhile,
Reproduced  descending
anthracnose and mummification of the fruits.

Twenty-five isolates of the purple blotch

symptom were obtained and corresponded to the

Pestalotiopsis  sp.

genus Elsinoe

The fungus identified as E. perseae initially
reproduced irregular brown to violet spots that
formed a corky bark limited to the epicarp when
they joined; these symptoms are related to the
disease known as “purple spot”.
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Se realiz6 un reaislamiento de los sintomas produ-
cidos en los frutos y se obtuvieron aislamientos que
coincidieron morfoldégicamente con las cepas ino-
culadas (Figura 6).

Everett ef al. (2011) y Fan et al. (2017) relacio-
nan a Elsinoe perseae como agente causal de la rofia
del aguacate. Otra situacion, es la identificacion
erronea del sintoma de esta enfermedad en campo
ya que en los muestreos de este trabajo se compro-
bd que otros patogenos, plagas y dafos mecanicos
pueden provocar corchosis en el pericarpio del fru-
to como mecanismos de defensa (Cruz, 2006). Por
lo que, la caracterizacion e identificacion del sinto-
ma es de suma importancia para realizar un manejo
integrado adecuado de esta enfermedad.

CONCLUSIONES

Se obtuvieron 16 aislamientos diferentes, los
cuales corresponden a los géneros Colletotrichum,
Pestalotiopsis, Fusarium, Curvularia, Alternaria,
Leptosphaerulina, Cladosporium y Epicoccum
asociada al sintoma de “rofa tipica”
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The presence of E. perseae in Michoacan has
been corroborated.
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Abstract. Effectors are small molecules, mostly
proteins, produced by microorganisms that use
them to interact with their hosts. Regarding
plant hosts, effectors suppress plant immunity
by interfering with microorganism perception,
signaling, and biosynthesis of phytoregulators,
among other processes. In recent years, interest
in effectors in phytopathology has grown due to
their contribution to phytopathogen virulence
and, by extension, their impact on agricultural
production. However, effector molecules are
complex. On one hand, these molecules are
secreted for the benefit of the phytopathogen and
often trigger disease susceptibility. However,
plants have evolved receptors that recognize
some effectors, and this recognition can trigger
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Resumen. Los efectores son moléculas peque-
flas, mayormente proteinas, producidas por los mi-
croorganismos que las utilizan para interaccionar
con sus hospederos. En el caso de los hospederos
vegetales, los efectores suprimen la inmunidad ve-
getal interfiriendo en la percepcion del microorga-
nismo, la sefializacion y la biosintesis de fitorregu-
ladores, entre otros procesos. En los ultimos afios
ha crecido el interés de los efectores en la fitopato-
logia debido a su contribucion en la virulencia de
los fitopatogenos y, por ende, en el impacto de éstos
en la produccion agricola. Sin embargo, los efecto-
res son complejos. Por un lado, estas moléculas son
secretadas para el beneficio del fitopatdgeno y sue-
len desencadenar susceptibilidad a la enfermedad.
Sin embargo, las plantas han desarrollado recepto-
res que reconocen a algunos efectores y este reco-
nocimiento desencadena resistencia a la enferme-
dad. Es decir, algunos efectores resultan en salud
vegetal, mientras otros determinan el desarrollo de
la enfermedad. Esta revision se enfoca en los efec-
tores de los fitopatogenos y sus funciones, asi como
los mecanismos que muchos usan para vencer la
inmunidad innata vegetal, por lo que son actores
claves en la fitopatologia. Por tltimo, se describen
los potenciales usos de los efectores en el sector
agricola y los retos asociados con su aplicacion.
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disease resistance. Essentially, some effectors
safeguard plant health, while others promote
disease development. This review focuses on the
effectors of phytopathogens and their functions, as
well as the mechanisms that many of them use to
overcome plant innate immunity, making them key
players in phytopathology. Finally, the potential
uses of effectors in the agricultural sector and the
challenges associated with their application are
described.

Key words: Protein effectors, effectoromics, plant-
pathogen interaction, R proteins, cognates, crop
protection, phytopathology

All plants, including those of the highest
agricultural importance in the world such as rice,
maize, soybeans and wheat, are affected by severe
infections caused by pathogens such as bacteria,
fungi, oomycetes and viruses (Nazarov et al.,
2020; Velasquez et al., 2018). Infections caused by
Magnaporthe oryzae in rice, Puccinia spp. in wheat
and Fusarium spp. in all cereals, for example,
contribute to losses in yield and quality of harvests
globally (Almeida et al., 2019). Agronomic losses
caused by pests and diseases are estimated to cover
up to 40% of the world’s annual production (FAO,
2017). Incidences of plant diseases reduce food
production and increase production costs, making
them less accessible to the consumer (Ristaino et
al., 2021; Savary et al., 2019). In addition, they
reduce the diversity of species of, for example,
beneficial insects and microbes (Gupta et al., 2022;
van der Sluijs, 2020) and pose a risk to human
health due to the indiscriminate use of pesticides
for the control of plant pathogen populations (Rani
etal.,2021).

The study of key factors that hinder or determine
the development of plant diseases may help develop
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Palabras claves: Efectores proteicos, efectoromi-
ca, interaccion planta-patégeno, proteinas R, cog-
nados, proteccion vegetal, fitopatologia

Todas las plantas, incluyendo las de mayor im-
portancia agricola en el mundo, como el arroz, el
maiz, la soyay el trigo se ven afectados por severas
infecciones causadas por fitopatdgenos como bac-
terias, hongos, oomicetos y virus (Nazarov et al.,
2020; Velasquez et al., 2018). Las infecciones cau-
sadas por Magnaporthe oryzae en arroz, Puccinia
spp. en trigo y Fusarium spp. en todos los cereales,
por ejemplo, contribuyen a las pérdidas en rendi-
miento y calidad de la cosecha de manera global
(Almeida et al., 2019). Se estiman que las pérdidas
agronomicas causadas por plagas y enfermedades
abarcan hasta 40% de la produccién global anual
(FAO, 2017). Las incidencias de las enfermedades
vegetales reducen la produccion de alimentos y au-
mentan el costo de produccion, haciéndoles menos
accesibles al consumidor (Ristaino et al., 2021;
Savary et al., 2019) Ademas, reducen la diversidad
de las especies, por ejemplo, de insectos y micro-
bios benéficos (Gupta et al., 2022; van der Sluijs,
2020), y presentan un riesgo a la salud humana de-
bido al uso indiscriminado de pesticidas para con-
trolar las poblaciones de los fitopatdgenos (Rani et
al., 2021).

Centrar esfuerzos en el estudio de factores cla-
ves que impiden o determinan el desarrollo de la
enfermedad vegetal puede permitir el desarrollo de
métodos de control eco-amigables que reduzcan el
control quimico (Thakur et al., 2020; Baker et al.,
2020). El objetivo de esta revision es mostrar la im-
portancia de los efectores en la fitopatologia y pro-
poner sus potenciales usos para la proteccion vege-
tal. Para esta revision se buscaron articulos con pa-
labras clave como “efectores proteicos”, “efectores
en interacciones planta-patogeno”, “aplicaciones
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eco-friendly control methods that reduce chemical
control (Thakur et al., 2020; Baker et al., 2020).
The aim of this revision is to show the importance
of effectors in phytopathology and to propose
potential uses for the protection of plants. For this
revision, we searched for articles with key words
such as “protein effectors”, “effectors in plant-
pathogen interactions”, “applications of effectors”
and “effectoromics in pathogenic fungi” in the
Google Scholar and PubMed databases. Articles
from the past 15 years were selected, with a greater
emphasis on the last 5 years, along with some older
articles which are important references in the area
of effectors.

Many effectors play roles in the suppression of
immune responses in host plants; some effectors are
hydrolytic enzymes, others are enzyme inhibitors,
others modulate the microbiome of the host or
protect the pathogen physically against enzymatic
lysis (Rocafort et al., 2020; Schreiber et al., 2021;
Snelders et al., 2022; Zhang et al., 2022).

The effectors are part of the molecular arsenal
of microorganisms, both beneficial and pathogenic,
that interact with the host plant or with other
microorganisms (Castillo-Sanmiguel et al., 2020;
Todd et al., 2022a). However, these molecules
have been studied mostly in the context of plant
pathogens, since they are key tools used by the
phytopathogen to cause an infection and thereby
obtain necessary nutrients from the host. They
have been found in fungal (Carre6n-Anguiano et
al., 2020; Sperschneider et al., 2018), bacterial
(Rufian et al. 2021), viral phytopathogens (Huang,
2021) and even larger organisms such as insects
(Chen et al. 2019; Ray and Casteel, 2022) and
nematodes (Figure 1A) (Verhoeven et al., 2023;
Vieira and Gleason, 2019). The development of the
omic technologies (genomics, transcriptomics and
proteomics), as well as bioinformatics, has helped
identify wide catalogues of effectors contained in
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de efectores” y “efectoromica en hongos patogé-
nicos” en las bases de datos de Google Scholar y
PubMed. Se seleccionaron articulos de los tltimos
15 afios, con mayor énfasis en los ultimos cinco
afnos; también se incluyeron algunos articulos mas
antiguos que son referentes en el area de los efec-
tores.

Muchos efectores desempeiian un papel en la
supresion de las respuestas inmunitarias de la plan-
ta hospedera; algunos efectores son enzimas hi-
droliticas, otros son inhibidores de enzimas, otros
juegan un papel en modular el microbioma del hos-
pedero o protegen fisicamente al patdégeno contra
lisis enzimatica (Rocafort et al., 2020; Schreiber et
al.,2021; Snelders et al., 2022; Zhang et al., 2022).

Los efectores forman parte del arsenal molecular
de los microorganismos, tanto benéficos como pa-
togénicos, que interactuan con la planta hospedera
0 con otros microorganismos (Castillo-Sanmiguel
etal.,2020; Todd et al., 2022a). Sin embargo, estas
moléculas se han estudiado mayormente en el con-
texto de los fitopatdogenos, ya que son herramien-
tas clave empleadas por el fitopatdgeno para lograr
una infeccion y obtener los nutrientes del hospe-
dero. Se han encontrado en fitopatégenos fungicos
(Carreon-Anguiano et al., 2020; Sperschneider et
al., 2018), bacterianos (Rufian et al. 2021), vira-
les (Huang, 2021) hasta organismos mas grandes
como los insectos (Chen et al. 2019; Ray y Casteel,
2022) y nematodos (Figura 1A) (Verhoeven et al.,
2023; Vieira y Gleason, 2019). El desarrollo de las
tecnologias Omicas (gendmica, transcriptomica y
protedmica) asi como de programas bioinformati-
cos, han permitido la identificacion e investigacion
de amplios catalogos de efectores contenidos en los
genomas de los organismos (Carredn-Anguiano et
al.,2022; Chen et al., 2021; Huang et al., 2022).

La identificacion y caracterizacion de los efec-
tores son actividades sumamente importantes, por-
que dan la pauta para comprender mejor como los
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Figure 1.

Figura 1.

the genomes of organisms (Carredn-Anguiano et
al.,2022; Chen et al., 2021; Huang et al., 2022).
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The pathogen-plant molecular interaction. A) Effectors, the molecular weapons of phytopathogens and pests.
Bacteria, fungi, oomycetes, viruses, insects and nematodes secrete a plethora of effectors targeting the plant host,
preventing their recognition by said host and blocking the host immune response to favor colonization. B.) On the
other hand, the plants, in the first line of defense, recognize conserved molecules known as MAMPs (e.g., fungal
chitin) that activate the defense mechanism called MTI. In the second line of plant defense, resistance proteins
(R) recognize Avr effectors of the pathogen. This induces the hypersensitive response and localized cell death to
prevent further infection (ETI). When R proteins are incapable of recognizing the Avr effector, effector-triggered
susceptibility (ETS) ensues, and the disease is established.

Interaccion patégeno-hospedero. A) Efectores, las armas moleculares de fitopatogenos y plagas. Las bacterias,
hongos, oomicetos, virus, insectos y nematodos son capaces de secretar una plétora de efectores hacia el hospedero,
que les permiten impedir su reconocimiento por la planta, bloquear la respuesta inmune y favorecer su propio
desarrollo. B) Por su parte, las plantas, en la primera linea de defensa, reconocen “patrones moleculares asociados
a microorganismos” (MAMP, por sus siglas en inglés), que son moléculas conservadas, como la quitina de los
hongos y activa el mecanismo de defensa MTI. En otra linea de defensa vegetal, las proteinas de resistencia (R)
reconocen los efectores Avr del patégeno, lo que induce la respuesta de hipersensibilidad y la muerte localizada
de las células del hospedero para contener la infeccién (ETI). Cuando las proteinas R son incapaces de reconocer
al efector, se desarrolla la susceptibilidad mediada por el efector y se establece la enfermedad.

fitopatogenos infectan a sus hospederos, causando
reducciones masivas en el rendimiento de los culti-
characterization of

identification and vos y amenazando la seguridad alimentaria a nivel

effectors are extremely important activities, since
they provide clues as to how phytopathogens infect
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mundial. El estudio de los efectores estd abriendo
un camino para su aplicacion en el sector agricola,
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their hosts, causing massive reductions in crop
yields, threatening food security worldwide. The
study of effectors is paving the way for their use
in agriculture, providing an opportunity for the
creation of new methods to control phytopathogens
within integrated management systems.

Effectors and their characteristics

Effectors are defined as small molecules,
generally secreted, which manipulate the structure
and the function of the host cell, allowing the
microorganism to establish an interaction with
the host (Fabro, 2022; Langin et al., 2020). These
molecules produce physical and physiological
changes in the target organisms (the organisms
upon which they act) and in some cases, on the
same microorganisms that produce them (Cai et al.,
2023; Figueroa et al., 2021; He et al., 2020). Most
of the effectors known today are proteins (Carreon-
Anguiano et al., 2020; Kanja and Hammond-
Kosack, 2020; Sperschneider and Dodds, 2022),
although secondary metabolites (Rangel and
Bolton, 2022), and small RNAs have also been
described (Yamankurt ef al., 2020).

Most of the known effectors are not conserved
among different organisms, therefore the in silico
predicative identification approaches have been
based on relatively wide structural criteria, mainly
(a) the number of amino acids (usually less than
400 amino acids); b) the presence of a signal
peptide, which increases the probability of the
protein exiting the phytopathogen cells (Carre6n-
Anguiano et al., 2020; Sperschneider et al., 2018;
Sperschneider and Dodds, 2022); ¢) the number
or percentage of the amino acid cysteine, as many
apoplastic effectors are rich in this amino acid;
and (d) candidates are also selected based on the
absence of transmembrane domains (Carredn-
Anguiano et al., 2020). Other characteristics help
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lo cual involucra la creacion de nuevos métodos
para controlar las poblaciones de fitopatogenos en
los sistemas de manejo integrado.

Los efectores y sus caracteristicas

Los efectores se definen como pequefias molé-
culas, generalmente secretadas, que manipulan la
estructura y funcion de la célula hospedera, per-
mitiendo que el microorganismo establezca una
interaccion con el hospedero (Fabro, 2022; Langin
et al., 2020). Estas moléculas producen cambios
fisicos y fisioldgicos en los organismos diana (los
organismos sobre los cuales actian) y, en algunos
casos, en los propios microrganismos que los pro-
ducen (Cali et al., 2023; Figueroa et al., 2021; He et
al., 2020). La mayoria de los efectores conocidos
hoy en dia son de naturaleza proteica (Carreon-
Anguiano et al., 2020; Kanja y Hammond-Kosack,
2020; Sperschneider y Dodds, 2022), aunque tam-
bién se han descrito metabolitos secundarios (Ran-
gel y Bolton, 2022) y ARN pequeiios (Yamankurt
et al., 2020).

La mayoria de los efectores conocidos no es-
tan conservados entre diferentes organismos, por
lo que los enfoques de identificacion in silico (pre-
diccion) se han basado en: a) criterios estructurales
relativamente amplios, principalmente la longitud
del nimero de aminodcidos (usualmente menos de
400 aminoacidos); b) presencia de sefial de secre-
cion, que aumenta la probabilidad de la salida de la
proteina de las células del fitopatégeno (Carredn-
Anguiano et al., 2020; Sperschneider et al., 2018;
Sperschneider y Dodds, 2022); ¢) el nimero o por-
centaje del aminodacido cisteina, ya que los efecto-
res son ricos en este aminoacido; d) y también se
seleccionan candidatos basados en la ausencia de
dominios transmembranales (Carreén-Anguiano et
al., 2020). Existen otras caracteristicas que ayudan
a refinar su identificacidon, como es el incremento
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refine their identification, such as the increase
in their expression during the interaction of the
phytopathogen with its host (Tao et al., 2020;
Toruno et al., 2016). Likewise, in the amino acid
sequences of the protein effectors, small conserved
regions called motifs can be identified, such as
RxLR, CHXC or LFLAK, common in oomycete
effectors (Fabro et al., 2022).

Some effectors are codified by genes found
in dispensable chromosomes (named as such
because these chromosomes are not present
in all the microorganism strains, unlike the
indispensable ones) or in chromosomal regions
rich in repetitions and with a scarce gene density
(Peng et al.,2019). Noar and Daub (2016) analyzed
the distribution of genes related to virulence in
the fungus Pseudocercospora fijiensis and found
that most are located in “dispensable” genomic
regions, and using transcriptomic analysis, they
found that these genes are expressed during the
P. fijiensis infection of banana (Musa acuminata).
Using EffHunter, an algorithm that integrates the
canonical characteristics of the effectors (Carreon-
Anguiano et al., 2020), 136 effectors were predicted
for P. fijiensis; these effectors are distributed in
dispensable genomic regions, as well as in the
genomic regions found in all strains, known as the
“core” genome.

The genes that codify effector proteins are
under high evolutionary pressure, which results
in a higher mutation rate in these genes than in
other gene families. Consequently, polymorphisms
are commonly found in the sequences of effectors
shared among strains of the same species; such
changes are related to the adaptation and virulence
on the host (Kanja and Hammond-Kosack, 2020;
Padilla-Ramos et al., 2018). Regarding the level of
conservation, some effectors are found in related
microorganisms, and others, in phylogenetically
distant organisms. In these cases, orthologous
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de su expresion durante la interaccidon del fitopa-
togeno con su hospedero (Tao et al., 2020; Torufio
et al., 2016). Asimismo, en las secuencias de ami-
noacidos de los efectores proteicos se pueden iden-
tificar pequefas regiones conservadas llamadas
motivos, por ejemplo, los motivos RXLR, CHXC,
o LFLAK, frecuentes en los efectores de los oomi-
cetos (Fabro et al., 2022).

Algunos efectores estan codificados por genes
que se encuentran en cromosomas dispensables
(llamados asi porque no estan presentes en todas
las cepas de un microorganismo; contrario de los
indispensables) o en regiones cromosdmicas ricas
en repeticiones y con escasa densidad de genes
(Peng et al., 2019). Noar y Daub (2016) analizaron
en el hongo Pseudocercospora fijiensis la distribu-
cion de los genes relacionados con la virulencia,
encontrando que la mayoria se localiza en regio-
nes genomicas “dispensables”, y mediante anali-
sis transcriptomico se observo que estos genes se
expresan durante la infeccion del banano (Musa
acuminata). Mediante el empleo de EffHunter, un
algoritmo que integra las caracteristicas candnicas
de los efectores (Carredn-Anguiano et al., 2020)
se predijeron 136 efectores en P. fijiensis, y €stos
se distribuyen tanto en las regiones gendomicas dis-
pensables como también en las regiones genomicas
presentes en todas las cepas, conocido como geno-
ma “core”.

Los genes que codifican proteinas efectoras es-
tan bajo alta presion evolutiva, lo que lleva a una
tasa de mutacion mas elevada que en otras familias
de genes. En consecuencia, es comun observar po-
limorfismos en las secuencias de efectores entre los
aislados de una especie, cambios asociados con la
adaptacion y virulencia sobre el hospedero (Kan-
ja y Hammond-Kosack 2020; Padilla-Ramos et
al., 2018). Con respecto al nivel de conservacion,
algunos efectores estan presentes en microorga-
nismos relacionados, y algunos entre organismos
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proteins (proteins that are homologous proteins
in sequence, having the same function in different
organisms and originating from one the same
ancestor) display little sequence similarity. A clear
exampleistheeffector Avr4, whichisshared between
species of the same class of Dothidiomycetes; Avr4
in P, fijiensis only displays 50.5% identity with its
orthologous protein in the fungus Cladosporium
fulvum (Hurlburt et al., 2018).

Even though the percentage of identity between
the members of an effector family tends to be low,
the current omic analyses show the presence of
conserved domains and motifs in effector proteins.
Some of the most frequently identified domains
include LysM, ceratoplatanin, RNAase, necrosis
inducing protein domains (NPP1 or NEP), CFEM,
among others (Carredn-Anguiano et al., 2022;
Outram et al., 2021; Zhao et al., 2020). Recent
investigations reveal that a microorganism can
contain hundreds of effectors (Carredn-Anguiano
et al., 2020; Noar and Daub, 2016; Sperschneider
et al., 2018), with different functions that are
expressed in different moments (Noar and Daub,
2016; Torufo et al., 2016). Most of them interfere
with signaling functions in the plant, the synthesis
of phytoregulators or in plant defense mechanisms
(Fabro 2022; Han yand Kahmann, 2019; Padilla-
Ramos et al., 2018; Plett et al., 2020).

Effectors and plant immunity (disease or health)

Plants have an innate immune system that
responds to the presence of phytopathogens (Chang
et al., 2022; Jones and Dangl 2006; Thordal-
Christensen, 2020). Plants recognize conserved
molecules called microbial-associated molecular
patterns, or MAMP, and the recognition triggers
the primary immune response (basal defense).
The immunity activated by these MAMP involves
the participation of receptors in the plant that
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filogenéticamente distantes. En estos casos, las
proteinas ortdlogas (es decir proteinas homologas
en secuencia, que tienen la misma funcién en or-
ganismos diferentes y provienen de un ancestro
comun) presentan poca similitud de secuencia. Un
claro ejemplo es el efector Avr4, ya que es un efec-
tor compartido entre especies de la misma clase
de Dotidiomicetos; el Avr4 de P. fijiensis solo pre-
senta 50.5% de identidad con su proteina ortéloga
en el hongo Cladosporium fulvum (Hurlburt et al.,
2018).

A pesar de que el porcentaje de identidad en-
tre los miembros de una familia de efectores suele
ser baja, los analisis 6micos realizados actualmente
evidencian en los efectores la presencia de domi-
nios y motivos proteicos conservados. Entre los
dominios mds frecuentemente identificados estan
LysM, ceratoplatanina, ARNasa, inductor de ne-
crosis (NPP1 o NEP), CFEM, entre otros (Carreon-
Anguiano et al., 2022; Outram et al., 2021; Zhao
et al., 2020). Investigaciones recientes revelan
que cada microorganismo puede poseer cientos de
efectores (Carreon-Anguiano et al., 2020; Noar y
Daub, 2016; Sperschneider ef al., 2018), con dife-
rentes funciones, que se expresan en diferentes mo-
mentos (Noar y Daub, 2016; Toruiio et al., 2016).
La mayoria interfiere con funciones de senaliza-
cion en la planta, la sintesis de fitorreguladores o
en los mecanismos de defensa (Fabro 2022; Han y
Kahmann, 2019; Padilla-Ramos et al., 2018; Plett
et al., 2020).

Efectores y la inmunidad vegetal (enfermedad
o salud)

Las plantas tienen un sistema inmunoldgico
innato que responde a la presencia de los fitopa-
togenos (Chang et al., 2022; Jones y Dangl 2006;
Thordal-Christensen, 2020). Las plantas recono-
cen moléculas conservadas llamadas “patrones
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recognize these molecular patterns (PRR) and
trigger the MAMP-triggered Immunity (MTI).
MAMP molecules include chitin and glucan in
fungi, bacterial flagellin, among others (Alhoraibi
et al., 2019; Zhou y Zhang, 2020). This detection
takes place in the apoplast of plant cells and the
plant defends itself by producing reactive oxygen
species (ROS), antimicrobial compounds and
hydrolytic enzymes. Phytopathogens respond by
secreting effectors, which allow it to deactivate the
immunity response or overcome the effects of the
host’s defense mechanism. In their coevolution,
plants have developed a second line of defense, the
effector-triggered immunity (ETI), which involves
the detection of avirulence effectors (Avr effectors)
(Figure 1B). The proteins that recognize the Avr
effectors are intracellular receptors known as
resistance proteins (R), or cognates, and they play
a very important part in genetic breeding programs
(Ghislain et al., 2019; Li et al., 2020; Thordal-
Christensen, 2020). All plants have a wide family
of resistance genes; for example, in the genome of
Arabidopsis thaliana, over 200 genes are predicted
which codify leucine-rich repeat receptor-like
protein kinases (LRR-RLK), one type of R gene
family (Wu et al., 2016).

The interaction between the avirulence factors
and the R proteins is a ubiquitous one in nature, but
it was first described in the interaction between the
biotrophic fungus Melampsora lini and the plant
Linum usitatissimum (Flor, 1942). In the absence
of the protein R or cognate, or in the presence of a
protein R incapable of recognizing the effector, the
ETI defense mechanism is not induced and instead,
the effector promotes phytopathogen virulence
(Jones and Dangl 2006; Todd et al., 2022a). This
leads to effector-triggered susceptibility (ETS)
and the expression of the Avr effector genes
typically reaches its peak in the first stages of
the infection. Conversely, when the Avr protein
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moleculares asociados a microorganismos”
(MAMP, por sus siglas en inglés), y el reconoci-
miento desencadena la respuesta inmune primaria
(defensa basal). La inmunidad activada por estos
MAMP involucra la participacion en la planta de
receptores que reconocen esos patrones molecu-
lares (PRR), y disparan la respuesta de inmunidad
(MTIL, por “MAMP-Triggered Immunity”). Entre
las moléculas MAMP se encuentran la quitina y el
glucano de los hongos, la flagelina bacteriana, entre
otros (Alhoraibi et al., 2019; Zhou y Zhang, 2020).
Esta deteccion ocurre en el apoplasto de las célu-
las vegetales y la planta se defiende produciendo
especies reactivas de oxigeno (ROS), compuestos
antimicrobianos y enzimas hidroliticas. Los fitopa-
togenos responden secretando efectores, que le per-
miten inactivar la respuesta de inmunidad o superar
los efectos de los mecanismos de defensa del hos-
pedero. En su coevolucidn, las plantas han desarro-
llado una segunda linea de defensa, la inmunidad
desencadenada por efectores (ETI, por sus siglas
en ingles), que involucra la deteccion de los efecto-
res de avirulencia (efectores Avr) (Figura 1B). Las
proteinas que reconocen a los efectores Avr son re-
ceptores intracelulares conocidas como proteinas
de resistencia (R), también llamados cognados, y
juegan un papel muy importante en los programas
de mejoramiento genético (Ghislain et al., 2019; Li
et al., 2020; Thordal-Christensen, 2020). Todas las
plantas tienen una amplia familia de genes de resis-
tencia; por ejemplo, en el genoma de Arabidopsis
thaliana se predicen mas de 200 genes que codifi-
can receptores tipo quinasa con motivos repetidos
ricos en leucina (LRR-RLK), una clase de genes R
(Wuet al., 2016).

La relacion entre los factores de avirulencia con
la proteina R, es una interaccion ubicua en la natu-
raleza, pero fue descrita primero en la interaccion
entre el hongo biotrofo Melampsora lini y la planta
Linum usitatissimum (Flor, 1942). En ausencia de

210



FuLLy BILINGUAL

MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY
REvISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

of the phytopathogen is recognized, an important
phenomenon of ETI called the hypersensitive
response (HR) is triggered. The HR is unfavorable
for the phytopathogen since it produces localized
cell death in the host at the site of infection; this
prevents further pathogen invasion, keeping the
plant healthy. This molecular interaction is key
to the incompatible plant-pathogen interaction,
which involves a resistant host and an avirulent
phytopathogen that is unable to counteract the
defense of the plant. On the contrary, the association
of the phytopathogen with the susceptible host
results in a compatible interaction through the ETS
(He et al., 2020; Thordal-Christensen, 2020; Todd
et al., 2022a).

Characterization of effectors

In silico identification of effectors in microbial
genomes has resulted in tens or hundreds of
effector candidates (Carredn-Anguiano et al.,
2022; Sperschneider et al., 2018) which must be
experimentally validated to determine if they are
indeed true effectors.

Nicotiana benthamiana has been widely used as
a model plant to transiently express the effectors
and study the phenotype that results from this
expression; its success as a model plant is due to
its small size, fast growth and its ease of genetic
manipulation. The most widely used method for
functional analysis is “agroinfiltration”, which
involves the transformation of Agrobacterium
tumefaciens with an expression vector that contains
the complete codifying region of the effector;
later, the transformed bacteria is infiltrated in the
N. benthamiana leaves (Figure 2). True effectors
are identified because they generate a particular
phenotype as a result of the HR. Most produce
characteristic lesions on the leaf, between chlorotic
and necrotic, due to their presence activating
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la proteina R o cognado, o en presencia de una pro-
teina R incapaz de reconocer al efector, no se en-
ciende el mecanismo ETI de proteccion y defensa 'y
el efector promueve la virulencia del fitopatdogeno
(Jones y Dangl 2006; Todd et al., 2022a). Esto con-
lleva a la susceptibilidad desencadenada por efec-
tores (ETS, por sus siglas en ingles); la expresion
de los genes efectores Avr tipicamente alcanza su
punto maximo en las primeras etapas de la infec-
cion. Cuando la proteina Avr del fitopatdgeno es re-
conocida, se desencadena la respuesta de hipersen-
sibilidad (RH), un fenémeno importante de la ETL.
La RH es desfavorable para el fitopatogeno debido
a la muerte celular localizada del hospedero, que se
produce en el sitio de infeccion y evita la invasion,
manteniendo a la planta sana. Esta interaccion mo-
lecular es clave en la interaccion incompatible, que
involucra un hospedero resistente y un fitopatogeno
cuya virulencia no es suficiente para contrarrestar
la defensa vegetal. Por el contrario, la asociacion
del fitopatogeno con el hospedante susceptible re-
sulta en una interacciéon compatible a través del
ETS (He et al., 2020; Thordal-Christensen, 2020;
Todd et al., 2022a).

Caracterizacion de los efectores

La busqueda in silico de efectores en los geno-
mas microbianos resulta en decenas o cientos de
candidatos a efectores (Carredn-Anguiano et al.,
2022; Sperschneider et al., 2018); los cuales se de-
ben validar experimentalmente para comprobar si
son efectores verdaderos y en consecuencia estu-
diar su funcion.

Nicotiana benthamiana se ha utilizado am-
pliamente como planta modelo para expresar a
los efectores de manera transitoria y estudiar el
fenotipo que resulta de dicha expresion; su éxito
como planta modelo es debido a su tamafio peque-
o, crecimiento rapido y facilidad de manipulacion
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Effector functional analysis workflow. Effectors are first identified through bioinformatics, and some are later
selected for functional analysis. The full-length coding sequence is cloned in Agrobacterium tumefasciens, then
inoculated in leaves of the model plant, Nicotiana benthamiana. Effectors can be recognized by the plant receptors
resulting in lesions on the leaves produced by the hypersensitive response. However, biotrophic effectors are
identified because they can suppress the hypersensitive response in plants that have been made to express a
particular R protein; for their characterization, the effector recognized by this R protein is co-agroinfiltrated with
the putative biotrophic-associated effector.

Flujo de investigacion en la efectorémica. Los efectores son identificados primero in silico mediante bioinformatica
y aquellos seleccionados son evaluados mediante analisis funcional. La secuencia completa de la region codificante
es clonada en Agrobacterium tumefasciens, y luego inoculada en las hojas de la planta modelo Nicotiana
benthamiana. Los efectores que son reconocidos por alguno de los receptores de la planta generan lesiones en
las hojas o, por el contrario, en el caso de los efectores biotréficos éstos se reconocen porque pueden suprimir la
respuesta hipersensible en plantas en las que se haya clonado una proteina R determinada y se co-agroinfiltre
el efector que reconoce esa proteina cognada, junto con el candidato en evaluacion que se sospecha es efector
asociado a un organismo biotréfico.
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systemic acquired resistance (Jones and Dangl,
2006; Porras et al., 2022). In turn, other effectors,
such as those from biotrophic phytopathogens,
characteristically hinder the activation systemic
acquired resistance and HR (Zhang et al., 2022).
The success of N. benthamiana or Arabidopsis
thaliana as model plants to identify phytopathogen
effectors that do not infect them naturally has been
described as non-host resistance (NHR). This form
of resistance refers to the resistance displayed by
a plant species against all the genetic variants of
a non-adapted phytopathogen species (Wu et al.,
2023).

Several techniques are currently in use to
explain the function of effectors. The most common
techniques interfere with their expression, such
as the generation of “knock out” mutants, which
eliminates the gene from the pathogen’s genome,
“knock down” or gene silencing using RNA
interference (RNAi), which does not eliminate
the gene, but interferes post-transcriptionally on
the mRNA, preventing its correct translation, and
finally, gene editing with CRISPR/Cas9 (Kanja
and Hammond-Kosack, 2020). By interrupting the
gene’s function, the evaluation determines whether
the virulence in a susceptible host is lost (or reduced)
to prove that the candidate is a true effector, and
a possible protein of interest in phytopathology
(Kanja and Hammond-Kosack, 2020).

Other analysis to characterize the -effector
involves cloning it as a chimeric protein, fusing the
codifying region of the effector with a fluorescent
protein. This helps determine its subcellular
location, that is, whether it is apoplastic or if the
protein localizes to intracellular organelles, which
helps later locate their target proteins (Camborde
et al., 2022; Tang et al., 2022). Identifying and
characterizing effectors continue to be challenging
tasks. Despite their studies having started 80 years
ago (Flor, 1942), by 2020, the functions of only
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genética. El método mas empleado para el anélisis
funcional es el de “agroinfiltracion”, el cual invo-
lucra la transformacion de Agrobacterium tumefa-
ciens con un vector de expresion que contenga la
region codificante completa del efector de interés;
posteriormente la bacteria transformada se infiltra
en hojas de N. benthamiana (Figura 2). Los efec-
tores verdaderos son identificados porque generan
un fenotipo particular como resultado de la RH.
La mayoria produce lesiones caracteristicas entre
cloroticas y necroticas en la hoja, debido a que
su presencia activa la reaccion sistémica adquiri-
da (Jones y Dangl 2006; Porras et al., 2022). En
cambio, otros efectores, por ejemplo, de fitopatod-
genos biotréficos, se identifican por impedir la ac-
tivacion de la reaccion sistémica adquirida y la RH
(Zhang et al., 2022). El éxito de N. benthamiana o
de Arabidopsis thaliana como plantas modelo para
identificar efectores de los fitopatdgenos que no la
infectan naturalmente se ha descrito como resis-
tencia inespecifica (NHR, “non-host resistance”).
Esta forma de resistencia se refiere a la resistencia
exhibida por una especie vegetal contra todas las
variantes genéticas de una especie de fitopatogeno
no adaptado (Wu et al., 2023).

Actualmente, existen varias técnicas para elu-
cidar la funcién de los efectores. Las técnicas mas
comunes interfieren con su expresion, como la ge-
neracion de mutantes “knock out” en la que se eli-
mina el gen del genoma del patdgeno, el “knock
down” o silenciamiento génico utilizando ARN
de interferencia (ARNi) que no elimina el gen,
pero interfiere pos-transcripcionalmente sobre el
ARNm, impidiendo su correcta traduccion, y la
edicion génica con CRISPR/Cas9 (Kanja y Ham-
mond-Kosack, 2020). Al interrumpir la funcion del
gen, se evalua si la virulencia sobre un hospedero
susceptible se pierde (o se reduce) para comprobar
que el candidato es un efector verdadero, y una po-
sible proteina de interés en la fitopatologia (Kanja
y Hammond-Kosack, 2020).
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150 true fungal effectors were known (Carredn-
Anguiano et al., 2020), although the number has
increased significantly and to date, more than 300
effectors have been discovered (Nur et al., 2021;
Sperschneider and Dodds, 2022).
Functions of the effectors
Effectors participate in all
interactions; in
phytopathogens as well as in interactions between
plants and beneficial microorganisms, such as
mycorrhizae (Plett et al., 2020; Kang et al., 2020),
and recently, they were also discovered in microbe-
microbe interactions (Snelders et al., 2020;
Snelders et al., 2021). Regarding phytopathogens,
the effector functions reflect their lifestyles; for
example, biotrophic phytopathogens require a live
host to complete their infection cycle, whereas
necrotrophic phytopathogens require dead tissue
to obtain their nutrients. On the other hand,
hemibiotrophic phytopathogens are a combination
of the previous two; they obtain their nutrients
from live tissue first and from dead tissue at the
end of their infection cycle. While the effectors of
biotrophic organisms usually work by blocking
the host’s immune response; the effectors from
necrotrophs trigger the host’s defense mechanism,

plant-microbe

negative interactions with

but in an uncontrolled manner that is intense and not
localized, inducing host cell death. Hemibiotrophic
phytopathogens initially produce effectors that
suppress the immune response and cell death,
but later, in the necrotrophic phase, they secrete
effectors that induce host cell death (Castillo-
Sanmiguel et al., 2022; Jones and Dangl, 2006;
Thordal-Christensen, 2020; Todd et al., 2022a)
(Figure 3). For example, in Botrytis cinerea, the
effector BcNEP1 shows strong expression at the
initial phase of the infection, whereas effectors
BcSSP2 and BeNEP2 are expressed later on (Zhu
et al., 2022). Similarly, in Colletotrichum spp., a
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Otros analisis para caracterizar al efector es su
clonacion como quimera, fusionando la region co-
dificante del efector con una proteina fluorescente.
Esto permite definir su localizacion subcelular, es
decir, si es apoplastica o si la proteina se dirige a
los organelos intracelulares, lo que ayuda a buscar
posteriormente sus proteinas diana (Camborde et
al.,2022; Tang et al., 2022). Identificar y caracteri-
zar efectores contintian siendo tareas desafiantes. A
pesar de que comenzaron a estudiarse hace 80 afios
(Flor, 1942), en 2020 so6lo se conocian las funcio-
nes de 150 efectores verdaderos fungicos (Carreon-
Anguiano et al., 2020), pero el nimero se ha incre-
mentado significativamente y hoy se conocen mas
de 300 efectores (Nur et al., 2021; Sperschneider y
Dodds, 2022).

Funciones de los efectores

Los efectores participan en todas las interac-
ciones planta-microbio, tanto en las interacciones
negativas con los fitopatégenos, como en las inte-
racciones entre plantas y microorganismos benéfi-
cos, como las micorrizas (Plett ef al., 2020; Kang
et al., 2020), y recientemente fueron descubiertos
en las interacciones microbio-microbio (Snelders
et al., 2020; Snelders et al., 2021). Con respecto
a los fitopatogenos, las funciones de los efectores
reflejan su estilo de vida; por ejemplo, los fitopato-
genos biotroficos requieren un hospedero vivo para
completar su ciclo de infecciéon mientras que los
fitopatdgenos necrotroficos requieren tejido muer-
to. Por otro lado, los fitopatdgenos hemibiotréficos
son una combinacion de los dos anteriores, obte-
niendo su nutricion primero de tejido vivo y al fi-
nal de su ciclo, de tejido muerto. Mientras que los
efectores de los organismos biotréficos a menudo
funcionan bloqueando la inmunidad del hospedero,
los efectores asociados a necrotrofos encienden las
respuestas de defensa del hospedero, pero de una
manera descontrolada, intensa y no localizada, in-
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Figure 3. The biological function of effectors according to the trophic lifestyles of different kinds of phytopathogens. A) In
biotrophs, the effectors prevent the hypersensitive response and suppress plant defense, keeping the plant host
alive. Examples of biotrophs are the fungi Ustilago maydis, Blumeria graminis and Puccinia triticina. B) Necrotrophs
release effectors that induce cell death through necrosis, phagocytosis, etc. Examples of necrotrophs are the fungi
Botrytis cinerea and Alternaria brassicicola, and the bacterium Rhizobium radiobacter. C) Hemibiotrophs have
both kinds of effectors; initially they use effectors expressed in the biotrophic stage which prevent cell death by
HR; but towards the end of their life cycle, they use necrotrophic-associated effectors that induce the host cell
death. Examples of hemibiotrophs are the fungi Colletotrichum graminicola, Cladosporium fulvum, the oomycete
Phytophthora infestans, and the bacterium Pseudomonas syringae.

Figura 3. Funcionalidad biolégica de efectores segin los habitos tréficos de los diferentes tipos de fitopatégenos. A) en
los biotrofos, los efectores bloquean la respuesta hipersensible y suprimen la respuesta de defensa vegetal. Los
efectores biotroficos mantienen vivas las células del hospedero. Ejemplos de organismos biotréficos son los hongos
Ustilago maydis, Blumeria graminis 'y Puccinia triticina. B) los necroétrofos liberan efectores que causan la muerte
celular a través de necrosis, fagocitosis, etc. Ejemplos de organismos necrotroéficos son los hongos Botrytis cinerea'y
Alternaria brassicicola, y 1a bacteria Rhizobium radiobacter. C) Los hemibiotrofos poseen ambos tipos de efectores.
En el inicio de la interaccién emplean efectores expresados en la fase biotréfica que evitan la muerte celular por
RH; al final de su ciclo de vida, emplean los efectores asociados a la fase necrotréfica, que provocan la muerte de
su hospedero. Ejemplos de organismos hemibiotréficos son los hongos Colletotrichum graminicola, Cladosporium
fulvum, el oomiceto, Phytophthora infestans y la bacteria Pseudomonas syringae.

to te

genus of hemibiotrophic fungi, there are effectors
that participate specifically in the stage of biotrophy,
whereas others facilitate necrotrophy, inducing cell
death (Ono et al., 2020; Tsushima et al., 2021).

studied
apoplastic (extracellular) anduntil the last decade,

The most widely effectors are
“extracellular” was part of the definition of
effectors (Carreén-Anguiano et al., 2020), since it
was believed that all effectors were extracellular.
However, intracellular effectors that act in the
cytoplasm and organelles have been described in

recent times and are gaining ground in effectoromics
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duciendo la muerte del hospedero. Los fitopatoge-
nos hemibiotréficos inicialmente producen efecto-
res que suprimen la respuesta inmune y la muerte
celular, pero luego, en la fase necrotrofica, secretan
efectores que causan la muerte de la célula hospe-
dera (Castillo-Sanmiguel et al., 2022; Jones y Dan-
gl 2006; Thordal-Christensen, 2020; Todd et al.,
2022a) (Figura 3). Por ejemplo, en Botrytis cinerea
el efector BENEP1 se expresa fuertemente al inicio
de la infeccion, mientras que los efectores BcSSP2
y BcNEP2 se expresan de manera tardia (Zhu ef al.,
2022). Similarmente, en Colletotrichum spp., género
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(Sperschneider and Dodds, 2022; Tarigjaveed et
al., 2021; Todd et al., 2022b). Apoplastic effectors
tend to be small proteins with enzymatic activity
that degrade cell walls, or expansins, that relax
them; others are protease inhibitors or inhibitors of
the recognition of the phytopathogen by the plant
(Fabro, 2022; He et al., 2020; Langin et al., 2020),
among other functions. Inside the host cells, the
intracellular effectors vary in their location and
biological functions; most of their targets in the
host are proteins with important functions in plant
immunity (Thordal-Christensen, 2020). The targets
in the host are usually proteases, components of the
ubiquitin-proteasome system, proteins involved in
transcription, receptors and proteins involved in
biosynthesis pathways and signaling mediated by
phytoregulators that regulate plant defense (Fabro
2022; Han and Kahmann, 2019). Table 1 shows

Table 1. Examples of characterized effectors and their functions in the host.
Cuadro 1. Ejemplos de efectores caracterizados y sus funciones en el hospedero.

de hongos hemibidtrofos, hay efectores que parti-
cipan de manera especifica en la etapa de biotrofia,
mientras otros facilitan la necrotrofia, induciendo la
muerte celular (Ono et al., 2020; Tsushima et al.,
2021).

Los efectores ampliamente estudiados son los
conocidos como apoplasticos (extracelulares); has-
ta la ultima década era parte de la definicion de los
efectores (Carredn-Anguiano et al., 2020) pues se
creia que todos los efectores eran extracelulares;
no obstante, se han descrito efectores intracelula-
res que actuan en el citoplasma y en los organelos
y van ganando terreno en la efectoromica (Spers-
chneider y Dodds, 2022; Tarigjaveed et al., 2021;
Todd et al., 2022b). Los efectores apoplasticos sue-
len ser proteinas pequefas con actividad enzimati-
ca que degradan la pared celular, o expansinas que
la relajan; otros son inhibidores de proteasas o inhi-

Actividad

Localizacion de

Rol de virulencia/ Diana

Efector Organismo Biolégica la proteina Patogenicidad vegetal Referencia
. Induce RH; inhibidor de Inhibe Rer3 y otras Ali y Bakkeren 2011
AVR 2 Cladosporium fulvum proteasa Apoplasto proteasas Cf-2 Selin et al., 2016°
In(.h%ce RH; Unién a 'Apoplrast(‘); Protege contra Ali y Bakkeren 2011¥
AVR 4 C. fulvum quitina célula fingica, > Cf-4 .
o quitinasas Selin et al., 2016*
pared de quitina
Induce RH; Inhibidor de . Ali y Bakkeren 2011¥
AVR 9 C. fulvum carboxypeptidasa Apoplasto Desconocido Ccf9 Selin et al., 2016”
. Efector citotoxico; No esencial para la .
BcSSP2 Botrytis cinerea Induce muerte celular Apoplasto patogenicidad Desconocido Zhu et al., 2022
Interactua con la Modifica la ruta de
PaMissP10b  Pisolithus albus S-adenosylmetionina Citoplasma Lo e Desconocido Plett et al., 2020
. biosintesis de poliaminas
Descarboxilasa
L L Complejo . v
PWL 1 Magnaporthe oryzae Prote.m.a hidrofilica rica interfacial Desconocido Desconocido A11.y Bakkeren 2011
en glicina . Selin et al., 2016~
biotrofico
L L . '
PWL2 M. oryzae Prote‘m.a hidrofilica rica Citoplasma Desconocido Desconocido Ah.y Bakkeren 2011
en glicina Selin et al., 2016~
1 1 1 1 1 y
PWL 3 M. oryzae Prote.m.a hidrofilica rica  Probablemente No funcional Desconocido Ali y Bakkeren 2011
en glicina apoplasto
AVR 3 Fusarium oxysporum f. . . Requerido para la total Ali y Bakkeren 2011
(SIX 1) sp. lycopersici Desconocido Kilema virulencia 3 Selin et al., 2016~
AVR 4 F. oxysporum f. . . Requerido para la total . Ali y Bakkeren 2011Y
(SIX2) sp. Iycopersici Desconocido Xilema virulencia Desconocido g it ot al., 20167
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. Actividad Localizacion de Rol de virulencia/ Diana .
Efector Organismo C . , .. Referencia
Bioldgica la proteina Patogenicidad vegetal
Pseudocer 7 Peritrofina-A con unién Probablemente Proteccion del hongo Ali y Bakkeren 2011¥
MfAVR4 seudocercospora a quitina, induccion de o & Cf-4y Her9 Y
fijiensis RH apoplasto contra quitinasas Selin et al., 2016*
RxLR30 Inhibe la secrecion
Phy IOP hihora EfecFO.r de la Probablemente de antimicrobianos RABA GTPase  Tomczynska et al., 2018
brassicae familia RXLR apoplasto . ,
mediado por vesiculas
Relacionados con
Induce necrosis Patogénesis (PR):
MoCDIP6 M. oryzae Induce Muerte Celular No reportado en hojas OsCHTI, OsCHTS3, Guo et al., 2019
OsNac4, OsPRI1B
PstCEP1 Puccinia striiformis Induce HR /muerte Citoplasma Responde a altas Desconocido Tao et al., 2020
celular programada temperaturas
PTTGO08198 o Promueve acumulacion .
(CFEM) P triticina Aumenta muerte celular ~ No reportado de ROS Desconocido Zhao et al., 2020
BLNO8 Bremia lactucae Efector de la familia Mitocondria Induce muerte cellular en Desconocido Wood et al., 2020
wY lechuga
Suprime la respuesta Manioulacion del
VJdAMP3 Verticillium dahliae inmune / Induce necrosis Xilema puiac Desconocido Snelders et al., 2021
. microbioma
y senescencia
Contrarresta la autofagia Se une y degrada al
XopL Xanthomonas oryzae £ Citoplasma  componente SH3P2 de la SH3P2 Leong et al., 2022
en el hospedero , .
via de autofagia
MeTCTP Melozdogj.).ne Suprime la inmunidad Citoplasma Se une al calico ¢ 1mp1de Unidn dlr.ecta Guo et al., 2022
enterolobii vegetal su aumento en el citosol al calcio
Interactia con una
.. Promueve la
enzima involucrada en susceptibilidad 12-oxofitodienoato
MiIMSP32 M. incognita la sintesis de jasmonato;  Citoplasma P ? Verhoeven et al., 2022
. . . contribuye a reductasa 2 (OPR2)
suprime la inmunidad . .
la virulencia
vegetal
Suprime la inmunidad Apoplasto erg;izziiiasag ll:fz:lzilitar Glutation
Al6 Apolygus lucorum vegetal y permite que el \Pob ’ p ., P . . Dong et al., 2023
. . citoplasma acumulacion de especies peroxidasa
insecto se alimente . ,
reactivas de oxigeno
Disminuye produccion de
Virus del rizado Reduce la actividad de \::lz::ll?(z;r:(l): Oisn?;a()ilglr
pBC1 amarillo de la hoja Nicleo p PIF y MYC2 Ray y Casteel, 2022

del tomate

terpeno sintasa.

insecto Bemisia tabaci 'y
mejora el desempefio de
éste

»“ review / trabajo de revision.

some examples of characterized effectors. The

reader may expand this catalogue of effectors by

consulting the revisions by Kanja and Hammond-
Kosack (2020), Todd et al., (2022a, 2022b) and
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bidores del reconocimiento del fitopatdogeno por la
planta (Fabro, 2022; He et al., 2020; Langin et al.,
2020), entre otras funciones. Dentro de las células

hospederas, los efectores intracelulares varian en
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Zhang and collaborators (2022), among others.

Through their effectors, microorganisms can
manipulate the synthesis of the phytoregulators:
jasmonate (JA), salicylate (SA) and ethylene (ET)
to their benefit (Alhoraibi et al., 2019; Chini et
al., 2018; Langin et al., 2020). For example, the
effector Cmu of the fungus Erysiphe quercicola
chorismate mutase activity, an enzyme that inhibits
the synthesis of salicylic acid in the host (He et al.,
2021). The effector Vdlscl, of Verticillium dahliae,
isochorismatase activity, which also interferes
in the synthesis of salicylic acid (Zhu et al,
2017), whereas the effector RipAB, of Ralstonia
solanacearum, interferes with the signaling
regulated by salicylic acid (Qi ef al., 2022). These
examples highlight the importance of inhibiting the
synthesis of this phytoregulator, which participates
in signaling and the defense of the plant. In the
mycorrhiza Laccaria bicolor, the effector MiSSP7
interacts with the repressor proteins PtJAZS and
PtJAZ6 of the jasmonic acid signaling pathway,
preventing the degradation of these repressor
proteins, thus blocking the transcription of defense
genes regulated by jasmonic acid, which helps
establish a mutualism between the mycorrhiza
and the host (Plett et al., 2014). Other effectors
affect the physiology of the host to create an ideal
environment for colonization; the effector AvrE,
from Pseudomonas syringae regulates the levels of
abscisic acid in the cells to induce stomatal closure,
thus increasing water levels in the plant tissue (Hu
etal.,2022).

Microorganisms also secrete effectors that
promote the synthesis or mimic phytoregulators.
For example, the necrotic phytopathogen
Lasiodiplodia mediterranea produces an analog of
jasmonic acid, the ester lasiojasmonate A (LasA).
LasA can be converted to jasmonyl-isoleucine
(JA-Ile), a powerful activator of jasmonic acid
signaling and inducer of cell death, facilitating the
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localizacion y funciones biologicas; la mayoria de
sus dianas en el hospedero son proteinas con fun-
ciones importantes en la inmunidad vegetal (Thor-
dal-Christensen, 2020). Las dianas en el hospede-
ro suelen ser proteasas, componentes del sistema
ubiquitina-proteasoma, proteinas involucradas en
la transcripcion, receptores y las proteinas de las
vias de biosintesis y sefializacion de los fitorregula-
dores que regulan la defensa vegetal (Fabro 2022;
Han y Kahmann, 2019). El Cuadro 1, presenta al-
gunos ejemplos de efectores caracterizados. El lec-
tor puede ampliar el catalogo de efectores en las
revisiones de Kanja y Hammond-Kosack, (2020),
Todd et al., (2022a, 2022b) y Zhang y colaborado-
res (2022), entre otros.

A través de sus efectores, los microorganismos
suelen manipular en su beneficio la sintesis de los
fitorreguladores jasmonato (JA), salicilato (SA) y
etileno (ET) (Alhoraibi et al., 2019; Chini et al.,
2018; Langin et al., 2020). Por ejemplo, el efector
Cmu del hongo Erysiphe quercicola tiene actividad
de corismato mutasa, enzima que inhibe la sinte-
sis del acido salicilico en el hospedero (He et al.,
2021). El efector Vdlscl, de Verticillium dahliae
tiene actividad de isocorismatasa que también in-
terfiere en la sintesis del acido salicilico (Zhu et
al., 2017), mientras el efector RipAB de Ralstonia
solanacearum interfiere con la sefializacion regu-
lada por el acido salicilico (Qi et al., 2022), Estos
ejemplos destacan la importancia de inhibir la sin-
tesis de este fitorregulador, el cual participa en la
sefializacion y en la defensa vegetal. En la micorri-
za Laccaria bicolor, el efector MiSSP7 interactia
con las proteinas represoras PtJIAZS y PtJIAZ6 de
la ruta de sefializacion del acido jasmoénico, evitan-
do la degradacion de estas proteinas represoras y
en consecuencia evita la transcripcion de genes de
defensa regulados por el acido jasmonico, lo que
permite que se establezca el mutualismo entre la
micorriza y el hospedero (Plett et al., 2014). Otros
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necrotrophy phase of this pathogen (Chini et al.,
2018).

Perspectives of effectoromics in agriculture

The interest in effectoromics and its importance
in agrobiotechnology have grown considerably in
the last decade, and it is currently a priority area
of investigations surrounding phytopathogen-
host interactions. Some reports have shown that
some effectors may, in the future, be used as
bioproducts to induce plant defense responses. For
example, the effector MSP1 of the hemibiotrophic
fungus Magnaporthe oryzae was expressed in the
bacteria Escherichia coli and when 0.1uM of the
recombinant protein was applied on rice seedling
leaves, the plant’s defense response was boosted
and infection was avoided (Wang et al., 2016).
Recently, the effectors MoCDIP6 and MoCDIP7
were reported in this same fungus; following a
similar process, the treated plants displayed no
symptoms of necrosis or wilting, and they began
to express genes related to resistance. When a
virulent strain of M. oryzae was inoculated, plants
developed less and smaller lesions in comparison
with the control plants (Guo et al., 2019). In
Fusarium oxysporum in interaction with tobacco
plants, the effector FocCP1 induced the expression
of genes related to salicylic acid signaling. When
FocCP1 was applied on tobacco plants followed
by inoculation with the tobacco mosaic virus, the
treated plants developed less symptoms than the
control (Li ef al., 2019). This is a promising line
of investigation, since it offers an eco-friendly
approach to disease control in comparison with
commercial pesticides, although there are currently
few investigations that aim to explore the agro-
biotechnological use of effectors. The majority of
investigations focus on elemental aspects such as
their structure, function or cell location.
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efectores afectan la fisiologia del hospedero para
crear un ambiente propicio para la colonizacion; el
efector AvrE de Pseudomonas syringae regula los
niveles del acido abscisico en las células para indu-
cir el cierre estomatico y asi aumentar los niveles
de agua en el tejido vegetal (Hu et al., 2022).

En otras ocasiones, los microorganismos secre-
tan efectores que promueven la sintesis 0 mimeti-
zan a los fitorreguladores. Por ejemplo, el fitopa-
togeno necrotrofico Lasiodiplodia mediterranea
produce un analogo del acido jasmonico, el éster
lasiojasmonato A (LasA). LasA se puede convertir
en jasmonil-isoleucina (JA-Ile), un potente activa-
dor de la senalizacion del acido jasmonico e induc-
tor de la muerte celular, facilitando la necrotrofia
de este patogeno (Chini ef al., 2018).

Perspectivas de la efectoromica en la agricultura

El interés en la efectorémica y su importancia
en la agrobiotecnologia ha crecido de manera im-
portante en la Gltima década, y actualmente es un
area prioritaria en las investigaciones de las inte-
racciones fitopatogeno-hospedero. Algunos repor-
tes han mostrado que algunos efectores pudieran en
el futuro ser utilizados como bioproductos por si
mismos, para inducir respuestas de defensa vege-
tal. Por ejemplo, el efector MSP1 del hongo hemi-
biotrofo Magnaporthe oryzae se expres6 de manera
heter6loga en la bacteria Escherichia coli'y se apli-
c6 0.1uM de la proteina recombinante en las hojas
de plantulas de arroz, lo que potencié la respuesta
de defensa y evit6 su infeccion (Wang et al., 2016).
Recientemente, de este mismo hongo, se reporta-
ron los efectores MoCDIP6 y MoCDIP7; siguiendo
un proceso similar, se observo que las plantas trata-
das no mostraron sintomas de necrosis o marchitez,
y comenzaron a expresar genes relacionados a la
resistencia; cuando se inoculd una cepa virulenta
de M. oryzae, las plantas desarrollaron menos
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Vleeshouwers and collaborators  (2011)
pioneered the use of effectors in potato crops for
the selection of resistant germplasm in genetic
Phytophthora
effectors have been used to select potato germplasm,
in which resistance genes were identified that were
useful in the development of improved varieties.
Nowadays, introducing resistance genes into
susceptible germplasm is one of the most promising
applications in genetic breeding programs (Chen
et al., 2022; Ji et al., 2022; Ochola et al., 2020).
Recombinant effector proteins have also been used
to identify susceptible plants. The hypothesis is that
when susceptibility genes are mutated, plants will
have a more durable resistance in comparison with
that mediated by resistance genes (R) (Campos et
al., 2021; Garcia-Ruiz et al., 2021; Koseoglou et
al., 2022; Ribeiro et al., 2022).

Due to the lack of effector conservation, the
development of effectoromics has been slow and
difficult. However, with the progress made in high
throughput analyses, effectoromics is currently
under development and has lots to offer agriculture
(Li et al., 2021; Van de Wouw and Idnurm, 2019).
Consequently, it is necessary to have robust
prediction methods, as well as large-scale effector
characterization protocols that help identify
effectors with crucial functions to infections and
that can protect the plant, at least against the
phytopathogen that produces it, or preferably
protect the plant against several phytopathogens at
a time.

breeding programs. infestans

Current landscape of effectoromics in Mexico

Effectoromics is an emerging field in Mexico.
The first investigations in which Mexican scientists
participated focused on the identification of
effectors in the oomycetes P. infestans during the
infection of tomato and Phytophthora capsici in

ONLINE PUBLICATION, MAY 2023

lesiones y mas pequefias en comparacion con las
plantas control (Guo et al., 2019). En Fusarium
oxysporum, en interaccion con la planta de taba-
co, el efector FocCP1 indujo la expresion de genes
relacionados con la sefalizacion por acido salicili-
co. Cuando se aplico FocCP1 en plantas de tabaco
y se inoculd con el virus del mosaico del tabaco,
las plantas tratadas desarrollaron menos sintomas
que en el control (Li et al., 2019). Esta es una pro-
metedora linea de investigacion, ya que ofrece una
perspectiva eco-amigable en comparacion a los
pesticidas comerciales, pero actualmente hay po-
cos trabajos dirigidos a explorar el aprovechamien-
to agrobiotecnologico de los efectores. La inmensa
mayoria de los trabajos se enfocan a aspectos basi-
cos de su estructura, funcion o localizacion celular.

En otra linea de aplicacion, Vleeshouwers y
colaboradores (2011) impulsaron el uso de los
efectores para seleccionar germoplasma resistente
para programas de mejoramiento genético. Se han
empleado efectores de Phytophthora infestans para
seleccionar plantas de papa, donde se identifica-
ron un conjunto de genes de resistencia que fueron
utiles para desarrollar variedades mejoradas. Hoy
en dia, introducir genes de resistencia en germo-
plasma susceptible, es una de las aplicaciones mas
promisorias en programas de mejoramiento gené-
tico (Chen et al., 2022; Ji et al., 2022; Ochola et
al., 2020). También se han usado proteinas efecto-
ras recombinantes para la identificacion de plantas
susceptibles. Se hipotetiza que, al mutar los genes
de susceptibilidad, las plantas tendran resistencia
mas duradera en comparacion con la resistencia
mediada por genes de resistencia (R) (Campos et
al., 2021; Garcia-Ruiz et al., 2021; Koseoglou et
al., 2022; Ribeiro et al., 2022).

Debido a la falta de conservacion de los efecto-
res, el desarrollo de la efectorémica ha sido lenta
y dificil; sin embargo, con los avances en analisis
masivos, actualmente la efectoromica esta en pleno
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a non-host interaction in Nicotiana spp. (Zuluaga
et al., 2015; Vega-Arreguin et al., 2017). These
investigations identified a diversity of effectors,
including IpiO and SNEI during the biotrophic
phase of infection, as well as PINPP1.1 during the
necrotrophic phase. The RXLR, CRN and NPP
effector families, common in oomycetes, were
also identified (Zuluaga et al., 2015). In turn, the
Nicotiana species displayed resistance against P.
capsici. The analysis identified that resistance is
mediated by the gene /2R, which recognizes the
protein effector PcAvr3al in the phytopathogen
(Vega-Arreguin et al., 2017).

In phytopathogenic fungi, the identification
of effectors in P. fijiensis, the fungus that causes
black Sigatoka in banana and plantains, is being
addressed. Initial analysis identified 136 canonical
effectors, that is, they display all the classic
characteristics of effectors (secreted, small size,
high cysteine content) (Carredn-Anguiano et
al., 2020). In order to contribute to world fungal
effectoromics, Carredn-Anguiano et al. (2022)
created an algorithm, WideEffHunter, which can
identify non-canonical effectors, and found that the
canonical effectors compose approximately 10%
of the effectoromes of fungi and oomycetes. The
identification of global effectoromes is expected
to help identify new effector families, a greater
number of effectors that share homology in different
organisms, and new motifs and domains in protein
effectors (Carreon- Anguiano et al., 2022; Todd et
al., 2022b).

Other Mexican investigations have focused
on non-phytopathogenic organisms.
Guzman et al. (2017) bioinformatically identified

Guzman-

233 effectors in Trichoderma virens, T. atroviride
and 7. reesei proteomes, where 16 effectors from
T virens and T. atroviride were selected for
characterization. They found that some effectors are
expressed during fungal colonization of 4. thaliana,
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desarrollo y tiene mucho que ofrecer a la agricultu-
ra (Li et al., 2021; Van de Wouw y Idnurm, 2019).
En consecuencia, es necesario contar con métodos
robustos de prediccion, asi como protocolos de
caracterizacion masiva de efectores, que permitan
identificar efectores con funciones indispensables
en la infeccion y que sean capaces de conferir pro-
teccion a la planta al menos contra el fitopatogeno
que lo produce, o preferentemente protegerla con-
tra multiples fitopatdgenos a la vez.

Panaroma actual de la efectoromica en México

La efectorémica es un campo de desarrollo in-
cipiente en México. Los primeros trabajos en los
que participaron investigadores mexicanos se enfo-
caron a la identificacion de efectores de los oomi-
cetos P. infestans durante la infeccion de jitomate y
de Phytophthora capsici en interaccion de tipo no-
hospedera en Nicotiana spp. (Zuluaga et al., 2015;
Vega-Arreguin et al., 2017). En estos trabajos
identificaron diversidad de efectores, entre ellos,
encontraron a los efectores IpiO y SNE1 durante
la fase biotrofica, y a PINPP1.1 durante la fase ne-
crotrofica. Las familias de efectores RXLR, CRN,
y NPP, comunes en oomicetos, fueron identificadas
también (Zuluaga et al., 2015). Por su parte, las es-
pecies de Nicotiana mostraron resistencia contra P,
capsici. El andlisis identificé que la resistencia es
mediada por el gen /2R que reconoce en el fitopato-
geno al efector proteico PcAvr3al (Vega-Arreguin
etal.,2017).

En hongos fitopatdgenos, se esta abordando la
identificacion de efectores en P. fijiensis, el hongo
causante de la Sigatoka negra en bananos y pla-
tanos. En ese primer analisis se identificaron 136
efectores canonicos, es decir, que cumplen con
todas las caracteristicas clasicas de los efectores
(secretados, pequeno tamafo, alto contenido de
cisteinas) (Carreén-Anguiano et al., 2020). Con el
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whereas others are expressed when they confront
the phytopathogenic fungus Rhizoctonia solani.
Among the Trichoderma effectors, hydrolases
have been found along with hydrophobins,
cerato-platanins, and effectors with CFEM or
LysM domains (Ramirez-Valdespino et al., 2019;
Romero-Contreras et al., 2019). Interestingly, a
class II hydrophobin, tvhydiil, is overexpressed in
T’ virens in the presence of the phytopathogen R.
solani; the mutants that lose their tvhydiil function
lose part of their ability to colonize plant roots,
whereas its overexpression increases colonization
(Guzmén et al., 2017).

Recently, Baez-Astorga et al. (2022) reported the
action mechanism of the biocontrol agent Bacillus
cereus, which is able to inhibit in vitro Fusarium
verticillioides, a phytopathogen that causes ear and
root rot in maize. F verticillioides secretes the
effector Fv-cmp which has protease activity and
digests types A and B chitinases of the plant. On the
other hand, B. cereus secretes the effectors ChiA
and ChiB with chitinase activity which, in vitro, act
upon the F. verticillioides conidia and prevent them
from germinating and developing into hyphae.
This is due, in particular, to effector ChiB with the
domain CBM 2, which helps it adhere strongly to
the fungal cell wall, displaying greater activity than
ChiA.

Although there are very few investigations
in Mexico in the area of effectoromics, these
investigations show promising results in the
realm of biotechnological applications. Research
on effectors in Mexico may expand to study
phytopathogenic bacteria, as well as insect pests
and nematodes. It is worth mentioning that the
interest in these areas has grown in recent years
worldwide, but the number of investigation groups
is still limited, thus representing an opportunity
for Mexican research to contribute to this niche in
effectoromics.
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objetivo de contribuir a la efectoromica fingica en
el mundo, Carredn-Anguiano et al. (2022) crea-
ron un algoritmo, WideEffHunter, que es capaz
de identificar efectores no-candnicos, encontrando
que los efectores candnicos comprenden aproxima-
damente 10% de los efectoromas en hongos y en
oomicetos. Se espera que la identificacion de efec-
toromas globales permita identificar nuevas fami-
lias de efectores, mayor nimero de efectores que
en diferentes organismos comparten homologia, y
nuevos motivos y dominios en los efectores protei-
cos (Carreén- Anguiano et al., 2022; Todd et al.,
2022Db).

Otros trabajos mexicanos se han enfocado en or-
ganismos no fitopatdégenos. Guzman-Guzman ef al.
(2017) identificaron bioinformaticamente 233 efec-
tores al unir los proteomas de Trichoderma virens,
T atroviride y T. reesei, donde seleccionaron 16
efectores de 7. virens y T. atroviride y los caracte-
rizaron, encontrando que unos se expresan cuando
estos hongos colonizan A. thaliana, mientras otros
se expresan cuando se enfrentan al hongo fitopato-
geno Rhizoctonia solani. Entre los efectores de 7ri-
choderma se han encontrado hidrolasas, hidrofo-
binas, cerato-plataninas, y efectores con dominios
CFEM, o dominios LysM (Ramirez-Valdespino et
al., 2019; Romero-Contreras et al., 2019). Intere-
santemente, una hidrofobina de clase II, tvhydiil,
se sobre-expresa en 7. virens en presencia del fito-
patégeno R. solani; las mutantes que pierden la
funcion de tvhydiil pierden parte de su capacidad
de colonizar las raices de las plantas, mientras que
su sobre-expresion la incrementa (Guzman et al.,
2017).

Recientemente, Baez-Astorga et al. (2022) reporta-
ron el mecanismo de accion del agente de biocon-
trol Bacillus cereus, que es capaz de inhibir in vi-
tro a Fusarium verticillioides, un fitopatdogeno que
causa pudricion de la mazorca y las raices del maiz.
F. verticillioides secreta el efector Fv-cmp con ac-
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CONCLUSIONS

Effectors are extremely important for the
establishment of biological interactions; within
the range of interactions in which they are found,
the plant-pathogen interaction is the most studied.
The first study was in the L. usitatissimum-
M. lini interaction in the 1940s, and although
currently there are great advances in effectoromics,
knowledge is still limited. Consequently, it has
become necessary to expedite the prioritization of
effectors for their characterization, since hundreds
of them are identified for each organism during in
silico analysis.

The identification and characterization of
effectors crucial to phytopathogen virulence could
be key to the development of new methods to
manage diseases in agriculture, based on effectors.
The identification of target proteins in the host is
incipient; among these target proteins, there are
possible resistance proteins with genes that can
be used for plant protection. Undoubtedly, the
effectors of microorganisms represent opportunity
niches that must be understood in order to use them
for the benefit of society and world food security.
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Abstract. Peronospora tabacina is considered
the main limiting factor in tobacco production
worldwide. In Mexico, information on the genetic
diversity of this pathogen is scarce; therefore,
the objective of this research was to evaluate 12
microsatellites in 20 isolates collected in the states of
Nayarit, Chiapas, and Veracruz. PCR amplification
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Resumen. Peronospora tabacina es considera-
do el principal factor limitante en la produccion de
tabaco mundialmente. En México, la informacion
sobre la diversidad genética de este patogeno es
escasa; por lo que, el objetivo de esta investiga-
cion fue evaluar 12 microsatélites en 20 aislados
recolectados en los estados de Nayarit, Chiapas y
Veracruz. Se realizo la amplificacion por PCR y
secuenciacion de estos microsatélites; asi como el
alineamiento y comparacion de las secuencias de-
positadas en la base de datos del GenBank. Die-
cinueve aislados mostraron amplificacion para los
12 microsatélites evaluados; mientras que, en uno
de los aislados no se observd la amplificacion de
dos microsatélites, pudiéndose determinar que las
cepas de P. tabacina presentes en México son ge-
néticamente homogéneas. Se observaron regiones
de dinucleodtidos, la mayoria correspondientes a
motivos repetidos (GT)n o variaciones (TG)n, tam-
bién se visualizaron motivos (AC)n, (CA)n, (AT)n
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and sequencing of these microsatellites were
performed; as well as the alignment and
comparison of the sequences deposited in the
GenBank database. A total of 19 isolates showed
amplification for the 12 microsatellites evaluated,
while in one of the isolates, the amplification of two
microsatellites was not observed, it being possible
to determine that P. tabacina isolates present in
Nayarit, Chiapas, and Veracruz are genetically
homogeneous. Regions of dinucleotides were
observed, most corresponding to (GT)n repeat
motifs or (TG)n variations, as well as (AC)n, (CA)
n, (AT)n and (AG)n motifs. The isolates analyzed
in this study can be considered products of clonal
lines, therefore no genetic diversity was found in
these isolates.

Keywords: Blue Mold, Oomycetes, PCR, Mildew,
SSRs.

Peronospora tabacina is a pathogen that causes
the disease known as blue mold or tobacco mildew.
In the past, it caused significant economic losses
in US crops, with estimated losses of $250 million
(Lucas, 1980). This oomycete infects primarily
the aerial parts of plants, such as leaves. However,
under favorable environmental conditions, it can
infect any stage of the crop and cause systemic
infections (Milholland et al., 1981; Spurr and Todd,
1982; Caiazzo et al., 2006). Its most common
reproductive structures are asexual, known as
sporangiophores or sporangia, containing multiple
diploid nuclei. These sporangia are produced
massively and are easily dispersed by wind, being
the main means of reproduction and spread of this
pathogen (Hall, 1989; Spring et al., 2018). Under
optimal environmental conditions, this pathogen
can produce over 10° sporangia/cm? in a single
lesion (Cohen, 1976).
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y (AG)n. Los aislados analizados en este estudio,
pueden considerarse productos de lineas clonales
por lo que no se observo diversidad genética en di-
chos aislados.

Palabras clave: Moho azul, Mildiu, Oomicetes,
PCR, SSRs.

Peronospora tabacina es un patdégeno que causa
la enfermedad conocida como moho azul o mildiu
del tabaco y que historicamente ocasiond pérdidas
econdémicas importantes como lo acontecido en
cultivos de EE. UU. en donde se observaron pérdi-
das estimadas en $250 millones de délares (Lucas,
1980). Este oomicete infecta principalmente las
partes aéreas de las plantas como las hojas, pero si
las condiciones ambientales le favorecen también
puede afectar cualquier etapa fenologica del culti-
vo y ocasionar infecciones sistémicas (Milholland
et al., 1981; Spurr y Todd, 1982; Caiazzo et al.,
2006). Sus estructuras de reproduccion asexual co-
nocidas como esporangioforos y esporangios que
contienen multiples nucleos diploides son las mas
comunes. Dichos esporangios se producen masiva-
mente y son facilmente dispersados por el viento
y son el principal medio de reproduccion y propa-
gacion de éste patdogeno (Hall, 1989; Spring ef al.,
2018). En condiciones ambientales optimas, éste
patogeno es capaz de producir mas de 10° esporan-
gios/cm?en una sola lesion (Cohen, 1976).

A pesar de la importancia de éste patdgeno, son
pocos los estudios realizados para conocer su bio-
logia y genética poblacional; lo que puede deberse
a la dificultad que representa trabajar con un pa-
toégeno parasito obligado y que dificulta también
caracterizarlo y obtener un numero adecuado de
aislados (Derevnina et al., 2015; Nowicki et al.,
2022).
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Despite its importance, few studies have
investigated the biology and population genetics of
this pathogen. This may be because it is an obligate
parasite, which makes it difficult to characterize and
obtain a sufficient number of isolates (Derevnina et
al., 2015; Nowicki et al., 2022).

Genetic variation studies in plant pathogen
populations have become increasingly important
due to the availability of several molecular markers.
These studies have applications in detection,
diagnosis, taxonomy, epidemiology, and population
structure, each requiring different sampling,
genetic markers, and analyses (Milgroom, 1997).
Moreover, genotypic diversity measurements and
patterns within populations can infer clonality or
recombination (Milgroom, 1996).

DNA markers are widely used for analyzing
plant pathogen population dynamics due to their
high precision (Milgroom and Peever, 2003).
Microsatellites, also known as Simple Sequence
Repeats (SSRs), are one of the available molecular
markers that offer significant advantages. They
consistofshort DNA sequences of 1 to 6 nucleotides,
repeated a certain number of times in tandem, and
are abundant in the genomes of most eukaryotic
organisms (Gupta et al., 1996). Microsatellite
analysis uses the PCR technique, requires small
amounts of DNA, and its codominant nature makes
microsatellites one of the most preferred markers
for marker-assisted selection programs and genetic
mapping and diversity studies (Gupta et al., 1996;
Jarne and Lagoda, 1996). Microsatellites are
ideal for obtaining the genetic identification and
fingerprinting of many organisms, including fungi
and oomycetes, that show high polymorphism.

Several studies have aimed to characterize
microsatellites of Peronospora tabacina. One such
study was conducted by Trigiano et al. (2012), in
which 10 microsatellite loci were characterized in
44 isolates of this pathogen collected from various
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Los estudios de variacién genética en pobla-
ciones de patdgenos de plantas han aumentado de
relevancia en los ultimos tiempos, debido a que ac-
tualmente existen varios marcadores moleculares
disponibles. Algunas de las aplicaciones del estudio
de la variacion genética en la patologia vegetal son
la deteccion, diagndstico, taxonomia, epidemiolo-
gia y estructura de la poblacion y cada una de éstas
requiere diferentes tipos de muestreo, marcadores
genéticos y analisis (Milgroom, 1997). A su vez, la
medida y patrones de diversidad genotipica dentro
de las poblaciones se pueden utilizar para inferir si
las poblaciones son clonales o han experimentado
recombinacion (Milgroom, 1996).

Los marcadores de ADN son utilizados amplia-
mente para analizar la dindmica de las poblaciones
de los patdgenos de plantas debido a sus altos nive-
les de precision (Milgroom y Peever, 2003). Entre
los marcadores moleculares disponibles, los micro-
satélites, también llamados secuencias simples re-
petidas (SSRs, Simple Sequence Repeats), ofrecen
apreciables ventajas, ya que son secuencias cortas
de ADN de 1 a 6 mono-, di-, tri-, tetra-, o penta-
nucledtidos, repetidos cierto nimero de veces o en
tandem y se encuentran en abundancia dentro de
los genomas de la mayoria de los organismos eu-
cariotas (Gupta et al., 1996). Esta metodologia se
basa en la técnica de PCR y requiere pequeias can-
tidades de ADN y su naturaleza codominante hace
de los microsatélites uno de los marcadores mas
escogidos para los programas de seleccion asisti-
da por marcadores y para los estudios de mapeo
genético y de diversidad (Gupta et al., 1996; Jarne
y Lagoda, 1996). Por todo esto, los microsatélites
son ideales para obtener la identificacion y la huella
genética de muchos organismos, incluyendo a los
hongos y oomicetes debido a su alto polimorfismo.

Existen algunos estudios que han tenido como
objetivo caracterizar microsatélites de Peronospo-
ra tabacina, tal es el caso del estudio realizado por
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regions of the world. The microsatellite loci were
found to be polymorphic. Polymorphism is the
genetic variation through time in populations,
resulting from some type of mutation. The
amplification of these microsatellites
visualizing or indicating the presence of allelic
variants, which is essential for distinguishing
groups, populations, isolates, species, or higher
taxonomic groups, identifying the source of
populations, estimating population divergences,
and identifying the gene flow between natural
banks or seedbeds. Furthermore, seven of the
ten microsatellites characterized in the study
by Trigiano et al. (2012) were evaluated by
Nowicki et al. (2022), who added two additional
microsatellites to their analysis to assess the
genetic diversity in 122 P. tabacina isolates. Thus,
the objective of the present study is to identify and

allows

characterize molecular microsatellites in isolates
of Peronospora tabacina collected from tobacco
fields distributed across three producing states in
Mexico, using 12 microsatellites.

Leaf samples with blue mold symptoms and
pathogen signs were collected from commercial
tobacco fields in Nayarit, Chiapas, and Veracruz,
Mexico, between 2018 and 2021. Samples were
taken to the Phytopathology Laboratory of the
Research Center for Food and Development
Culiacan Unit, where they were air-dried daily and
stored between newspapers.

DNA extraction from each P. tabacina isolate
was performed using the CTAB method according
to the method reported by Voigt et al. (1999). The
quantification of the obtained DNA was carried out
using a Nanodrop One (Thermo Scientific, USA).
A polymerase chain reaction (PCR) was initially
performed for genotyping and confirmation of the
genus and species of P. tabacina using the specific
oligonucleotides PTAB and ITS4 under specific
conditions described by Ristaino et al. (2007).
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Trigiano et al. (2012) en donde se caracterizaron 10
loci de microsatélites en 44 aislados de este pato-
geno recolectados de diversas regiones del mundo,
los cuales fueron polimérficos; es decir, la ampli-
ficacidon de éstos microsatélites permite visualizar
o indicar la presencia de variantes alélicas, pro-
ducto de algun tipo de mutacion establecida en las
poblaciones a través del tiempo evolutivo; dicha
variacion genética detectada es conocida como po-
limorfismo y es la que permite separar grupos, po-
blaciones, aislados, especies o grupos taxondmicos
mayores, identificar la fuente de las poblaciones,
estimar divergencias poblacionales e identificar el
flujo genético entre bancos naturales o semilleros.
A su vez, siete microsatélites de los 10 caracte-
rizados en el estudio de Trigiano et al. (2012) se
evaluaron por Nowicki et al. (2022) quienes adi-
cionaron a su analisis otros dos microsatélites, con
los que evaluaron la diversidad genética en 122
aislados de P. tabacina. Por lo anterior, el objetivo
de esta investigacion fue identificar y caracterizar
microsatélites moleculares en aislados de Peronos-
pora tabacina recolectados en campos con tabaco
distribuidos en tres estados productores en México,
mediante el uso de 12 microsatélites.

Durante los afios de 2018 a 2021, se recolecta-
ron muestras de hojas de tabaco con la presencia
de sintomas de moho azul y signos del patogeno,
en campos comerciales distribuidos en las regiones
tabacaleras de Nayarit, Chiapas y Veracruz, Méxi-
co. Las muestras se trasladaron al Laboratorio de
Fitopatologia del Centro de Investigacion en Ali-
mentacion y Desarrollo Unidad Culiacan y poste-
riormente, se preservaron entre papel periodico y
se airearon cada 24 h hasta su secado y posterior
uso.

La extraccion de ADN de cada uno de los aisla-
dos de P. tabacina se realizd6 mediante el método
de CTAB de acuerdo a la metodologia reportada
por Voigt et al. (1999). La cuantificacion del ADN
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Subsequently, the amplification and genotyping
of 12 microsatellites were performed using the
method proposed by Trigiano et al. (2012) and
Nowicki et al. (2022). The PCR was carried out in
a 15 pL reaction volume using 7.5 uL of Master
Mix, 1 pL of each oligonucleotide, 4.5 pL of water,
and 1 uL of DNA (15 ng uL"). The amplification
conditions were as described by Trigiano et al.
(2012). The amplified products were separated
in 2% agarose gels stained with Gel Red and run
in an electrophoresis chamber (BioRad, USA) at
80 V for 60 min. The expected amplicons were
visualized using a Gel Doc ™ XR + Imaging
System photodocumentor (BioRad, USA). The
purification of the amplicons was performed using
the Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
kit (Promega, USA) following the manufacturer’s
instructions.

The purified DNA products were sent for
sequencing to the National
Agricultural, Medical and
Biotechnology located in San Luis Potosi, S.L.P. The
obtained DNA sequences were manually aligned
and edited using BioEdit Sequence Alignment
Editor Software Version 7.2.5.0 (Hall, 2011).
Subsequently, the consensus sequences obtained
were compared with the sequences deposited in the
GenBank Overview NCBI database.

A total of 20 isolates of Peronospora tabacina
were collected from different tobacco fields in
Nayarit, Veracruz, and Chiapas (Table 1). The PCR
technique was used to process the 20 isolates using
the specific oligonucleotide pairs PTAB and 1TS4
for P. tabacina, resulting in a 764 bp fragment in
each isolate, which confirmed the identity of the
oomycete under study.

According to the analysis of the amplification
of the 12 microsatellites evaluated, 19 isolates
showed 100% amplification for all microsatellites
evaluated. For isolate Pt14Ta from Tantoyuca,

Laboratory of
Environmental
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obtenido se llevo a cabo en un Nanodrop One
(Thermo Scientific, EE. UU.). En un primer paso,
se realizd una reaccion en cadena de la polimerasa
para la genotipificacion y confirmacion del géne-
ro y especie de P. tabacina mediante la utilizacion
de los oligonucledtidos especificos PTAB e 1TS4,
considerando las condiciones especificas descritas
por Ristaino et al. (2007). Posteriormente, la am-
plificacién de 12 microsatélites y genotipificacion
de los mismos se realizo utilizando la metodologia
propuesta por Trigiano et al. (2012) y Nowicki et
al. (2022). La PCR se realiz6 en un volumen de
reaccion de 15 pL utilizando por reaccion 7.5 uL
de Master Mix, 1 pL de cada oligonucleotido, 4.5
uL de agua y 1 uL de ADN (15 ng uL"). Las con-
diciones de amplificacion fueron las descritas por
Trigiano et al. (2012). Los productos amplificados
se separaron en geles de agarosa al 2% tefiidos con
Gel Red y se corrieron en una camara de electrofo-
resis (BioRad, EE. UU) con 80 V durante 60 min.
La visualizacion de los amplicones esperados se
realizd en un fotodocumentador Imager Gel Doc
™ XR + Imaging Sistem (BioRad, EE. UU.). La
purificacion de los amplicones se realizo con el kit
de purificaciéon Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega, EE. UU.), de acuerdo a las
instrucciones sugeridas por el fabricante.

Los productos de ADN purificados se enviaron
para su secuenciacion al Laboratorio Nacional de
Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental, ubi-
cado en San Luis Potosi, S. L. P. Las secuencias de
ADN obtenidas se alinearon y editaron manualmen-
te usando el Software BioEdit Sequence Alignment
Editor Version 7.2.5.0 (Hall, 2011). Posteriormente
las secuencias consenso obtenidas se compararon
con las secuencias depositadas en la base de datos
del GenBank Overview NCBI (National Center for
Biotechnology Information).

Se recolectaron un total de 20 aislados de Pero-
nospora tabacina de diferentes campos de cultivo
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Table 1. Isolates of Peronospora tabacina collected from tobacco plants with the

presence of blue mold.

Cuadro 1. Aislados de Peronospora tabacina recolectados de plantas de tabaco
con presencia de moho azul y utilizadas en este estudio.

ID Aislados Localizacién Coordenadas
PtISA San Andrés, Tuxtla, Ver. 18°25°49”N95°914”°0
Pt3SA San Andrés, Tuxtla, Ver. 18°25°17°N95°9°34”0
Pt4SA San Andrés, Tuxtla, Ver. 18°25722”N95°9°320
Pt5SA San Andrés, Tuxtla, Ver. 18°25'37”N95°9277°0
Pt6SA San Andrés, Tuxtla, Ver. 18°25725”N95°9°58”0
Pt7SA San Andrés, Tuxtla, Ver. 18°25°41”N95°9°53”0
Pt8SA San Andrés, Tuxtla, Ver. 18°25°47”°N95°9°2”0
Pt9SA San Andrés, Tuxtla, Ver. 18°25'35”N95°9°10”0
Pt10SA San Andrés, Tuxtla, Ver. 21°17°23”N98°17°35”0
Pt11SA San Andrés, Tuxtla, Ver. 21°17°12”N98°17°40”0O
Pt13Ta Tantoyuca, Ver. 21°18712”N98°21°54”0
Pt14Ta Tantoyuca, Ver. 21°18"13”N98°21°56”0
Pt15Ta Tantoyuca, Ver. 21°183”N98°2124”0
Ptl16Na Santiago Ixcuitla, Nay. 21°43°40”N105°15°13”0
Pt17Na Santiago Ixcuitla, Nay. 21°43°18”N105°15'35”0
Pt18Na Santiago Ixcuitla, Nay. 21°4320”N105°1520”0
Pt19Na Acaponeta, Nay. 22°2921”N105°28°8”0
Pt20Na Rosamorada, Nay. 21°57°48”N105°13°8”0
PL21Ch Congregacién Reforma, 14°47°31"N92°18'370
Tapachula, Chis.
Pt22Ch El Manzano, Tapachula, Chis. 14°45740”N92°18°16”0

Veracruz, amplification was not observed for two
of the 12 oligonucleotide pairs evaluated (Table 2).
The isolate was thus considered a partially clonal
strain.

To confirm the results, the 12 microsatellite
amplicons were sequenced for isolates Pt7SA and
Pt16Na, and the consensus sequences obtained were
compared with sequences deposited in GenBank.

The consensus sequences showed identity
percentages ranging from 95.83 to 100% (Table 3)
compared to the sequences of the P. tabacinaisolates
from the study by Trigiano et al. (2012). It should
be mentioned that for the oligonucleotide pairs of
the microsatellites PT034, PT041, and PT056, poor
quality was observed in the obtained sequences
even though they were performed in triplicate, so it
can be considered that there is some problem with

ONLINE PUBLICATION, MAY 2023

de tabaco de Nayarit, Veracruz y Chiapas (Cuadro
1). Se realiz6 la técnica de PCR para procesar los
20 aislados, utilizando los pares de oligonucledti-
dos especificos PTAB e ITS4 para P. tabacina, vi-
sualizando un fragmento de 764 pb en cada uno de
los aislados, corroborando la identidad del oomice-
te en estudio.

De acuerdo al analisis de la amplificacion de los
12 microsatélites evaluados, 19 aislados mostraron
100% de amplificacion para todos los microsatéli-
tes evaluados; mientras que, para el aislado Pt14Ta
proveniente de Tantoyuca, Veracruz no se observo
la amplificacion para dos de los 12 pares de oligo-
nucledtidos evaluados (Cuadro 2), considerandose
como una cepa parcialmente clonal.

Con la finalidad de corroborar los resultados
obtenidos, los 12 amplicones de los microsatélites
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Table 2. Amplification of 12 microsatellites in 20 isolates of Peronospora tabacina collected in Mexico.
Cuadro 2. Amplificacién de 12 microsatélites en 20 aislados de Peronospora tabacina recolectados en México.

Muestras
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o

cledtidos Sa Sa Sa

Sa
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their design. In all the evaluated isolates in this
study, the sequences (100%) of the microsatellites
comprised dinucleotide regions (Table 4), mostly
corresponding to repeated motifs or structures
(GT)n or variations (TG)n. Motifs (AC)n, (CA)n,
(AT)n, and (AG)n were also visualized, and these
were perfect repetitions since the sequences were
not interrupted by non-repeated nucleotides.

With the obtained data, it was determined that
the P. tabacina isolates present in the tobacco
fields of the main producing states in Mexico are
genetically homogeneous since the amplification of
the reference microsatellites was observed in the 20
isolates evaluated in this study. Likewise, in a study
by Edreva et al. (1998), it was observed that P,
tabacina isolates collected in Europe (France and
Bulgaria) between 1978 and 1992 were genetically
stable. These results were supported by the
observation of a high similarity of the isoenzyme
patterns of natural populations of the pathogen
and the non-significant changes in these patterns.
Similarly, Zipper et al. (2009) also reported genetic
uniformity in European isolates of P. tabacina.
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evaluados se secuenciaron para los aislados Pt7SA
y Ptl6Na y las secuencias consenso obtenidas se
compararon con secuencias depositadas en el Gen-
Bank.

Las secuencias consenso mostraron porcentajes
de identidad que van de 95.83 a 100% (Cuadro 3)
comparadas con las secuencias de los aislados de P
tabacina del estudio de Trigiano ef al. (2012). Cabe
mencionar que, para los pares de oligonucleotidos
de los microsatélites PT034, PT041 y PT056, se
observo mala calidad en las secuencias obtenidas
aun cuando éstas se realizaron por triplicado, por lo
que se puede considerar que existe algin problema
con el disefio de los mismos.

En el total de los aislados evaluados en este es-
tudio, las secuencias (100%) de los microsatélites
comprendian regiones de dinucledtidos (Cuadro 4),
la mayoria correspondientes a motivos o estructu-
ras repetidas (GT)n o variaciones (TG)n, también
se visualizaron motivos (AC)n, (CA)n, (AT)n y
(AG)n, observandose que estas eran repeticiones
perfectas ya que las secuencias no estaban inte-
rrumpidas por nucleotidos no repetidos.
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Table 3. Microsatellite sequences and percentage identity compared with sequences deposited in GenBank.

Cuadro 3. Secuencias de microsatélites y porcentaje de identidad comparadas con secuencias depositadas en el

GenBank.

Locus

Secuencias consenso

No. de accesion

PT002

PT004

PTO007

PTO14

PT028

PT032

PT034
PT041

PTO047

PT048

PTO054

PTO056

CTGAACCATACGATGACCCCCATGGACCGCAGGGCACGTCACGGGCT
CTTGACGAAGAAAACGACAATGACTGAAGGACGTCGAGTCGACACG
ATGCGTGCGTGTGTGTGTGTGTGTGTCCTATGCAGTTGAGTTGTCCCT
TTCTAGTGCACGTGGAG

CAGTGGCTCGGAACCAGCACACACACACACACACACACACAGTTCC
ATAATATTTCGAAGGTGGCCAGCAGCAGGAAGAGCTTTCTTCGTTGC
AGCGA

AGAAGCAACCAACGGACAGGAAGCGGTCGGGAAGGAAGAGATGCG
AGACACACACACACACACGCGTTTCTAAGTTGGTTTGTGTATGGACA
AGTAAAGAGGGAAATGCGTGCGACAGAACGAACGGGTAATGGAGGA
GACGAGTGTGGCAGCGGCCAGCGGACGCGCGGTCATGGCGGTGAGC
AAGCGCGAGCAGAGCATGGCTGGCTGACTTTTGACT

TATTTGTTTTCACTTGTTTGCGTGCAGTTCCGATCCGCGTTCTTGGGGG
ACGTACGATACGGACGCGTTTTCTGTGTGCTATTTGAGACTCGTTGCTC
TGTCGTTGACTGTACAAATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTCTGTGTGA
CGCTCTTGTGGCGTTTTGTTTT

TCGTTGGACGTTCATGTATGTGTGTGTGTGTGTGCTTTGTGTAT
TGTAGACGATTCTGCACCGCATCTATGGCAAGTCGATGGCATTG
CGTTCGTTTATCCGTCGCTCGATCAATGACATGTTCTAC

GAGTGGCGTCCGAAATTGGCGGTACGTGACGAGCGGCAGTTGCTCGT
GCTTGATACGGGGTTTACGGACTGTTTTTGATGGTGTGTGTGTGTG

Datos no obtenidos
Datos no obtenidos

ATACATACCTCGCAACAACCCCCCATCCTATACATGCAATAGACACACA
CAAACTATTCAAAATGAACCATGAAACCACACGCCAATTCTTAGTTC
ACTTTAAATACTATGTATACATCATATATATATATAAAAATGCATTGCCG
GATACATAATAGAATCATAAATGCCTCGTCTGCATCCCTCA

ACACACACAGAGAGAGAAAGAGAGAGAGAGACACACACACACACA
CACTGGTCATCATCCCCGTTTCGAGTGTCTTCACCTTGTTCCTCCCA
TTTACCGGTAGTTTTTATTGTTCAATCCAAAAATCTAAGTCCAAACC
ACGACCCTACATCGTCA

GTCACTAGCTGCGTTCTCACGTCGATTGGCATGCCCGTGCTGTGCAT
GGTGAGCGAGCAGGACGCCTCTACAATCGGCAAAGTGAGCAGCAT
TGATTGCGATAAGCAAATTCGTATCAGATTGATCGAGCACTGATATG
TTTGTGTGTGTGTGTGTGTCTTGTCTGTAAAGTGGGCCATGTGTGGTA
CGATCATGCTGTTCGGTA

Datos no obtenidos

JF261112
100% de identidad

JF261113
100% de identidad

JF261114
95.91% de identidad

JF261115
96.89% de identidad

JF261116
100% de identidad

JF261118
98.92% de identidad

JF261120
100% de identidad

JF261121
99.36% de identidad

JF261122
99.02% de identidad

Oomycetes are diploid organisms with both
asexual and sexual reproduction in their life
cycle. Asexual reproduction tends to exhibit high
clonality, whereas sexual reproduction generally
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Con los datos obtenidos se determind que los
aislados de P. tabacina presentes en los campos de
tabaco de los principales estados productores en
Meéxico son genéticamente homogéneas, ya que se
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Table 4. Microsatellite sequences and different types of microsatellite repeat sequences identified in 20 isolates of

Peronospora tabacina collected in Mexico.

Cuadro 4. Secuencias de microsatélites y diferentes tipos de secuencias repetidas de microsatélites identificadas en 20

aislados de Peronospora tabacina recolectados en México.

Locus

Secuencias consenso

Motivos o estructuras repetidas

PT002

PT004

PT007

PTO14

PT028

PT032

PTO034
PT041

PTO047

PT048

PT054

PTO056

CTGAACCATACGATGACCCCCATGGACCGCAGGGCACGTCACGGGC
TCTTGACGAAGAAAACGACAATGACTGAAGGACGTCGAGTCGACA
CGATGCGTGCGTGTGTGTGTGTGTGTGTCCTATGCAGTTGAGTTG
TCCCTTTCTAGTGCACGTGGAG

CAGTGGCTCGGAACCAGCACACACACACACACACACACACAGT
TCCATAATATTTCGAAGGTGGCCAGCAGCAGGAAGAGCTTTCTTCG
TTGCAGCGA

AGAAGCAACCAACGGACAGGAAGCGGTCGGGAAGGAAGAGATGC
GAGACACACACACACACACGCGTTTCTAAGTTGGTTTGTGTATGG
ACAAGTAAAGAGGGAAATGCGTGCGACAGAACGAACGGGTAATGG
AGGAGACGAGTGTGGCAGCGGCCAGCGGACGCGCGGTCATGGCGG
TGAGCAAGCGCGAGCAGAGCATGGCTGGCTGACTTTTGACT

TATTTGTTTTCACTTGTTTGCGTGCAGTTCCGATCCGCGTTCTTGGGG
GACGTACGATACGGACGCGTTTTCTGTGTGCTATTTCGAGACTCGTT
GCTCTGTCGTTGACTGTACAAATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG
TCTGTGTGACGCTCTTGTGGCGTTTTGTTTT

TCGTTGGACGTTCATGTATGTGTGTGTGTGTGTGCTTTGTGTATTGT
AGACGATTCTGCACCGCATCTATGGCAAGTCGATGGCATTGCGTTCGT
TTATCCGTCGCTCGATCAATGACATGTTCTAC

GAGTGGCGTCCGAAATTGGCGGTACGTGACGAGCGGCAGTTGCTCGT
GCTTGATACGGGGTTTACGGACTGTTTTTGATGGTGTGTGTGTGTG

Datos no obtenidos
Datos no obtenidos

ATACATACCTCGCAACAACCCCCCATCCTATACATGCAATAGACACA
CACAAACTATTCAAAATGAACCATGAAACCACACGCCAATTCTTAG
TTCACTTTAAATACTATGTATACATCATATATATATATAAAAATGCAT
TGCCGGATACATAATAGAATCATAAATGCCTCTGTCTGCATCCCTCA

ACACACACAGAGAGAGAAAGAGAGAGAGAGACACACACACACA
CACACTGGTCATCATCCCCGTTTCGAGTGTCTTCACCTTGTTCCTCC
CATTTACCGGTAGTTTTTATTGTTCAATCCAAAAATCTAAGTCCAAAC
CACGACCCTACATCGTCA

GTCACTAGCTGCGTTCTCACGTCGATTGGCATGCCCGTGCTGTGCA
TGGTGAGCGAGCAGGACGCCTCTACAATCGGCAAAGTGAGCAGCAT
TGATTGCGATAAGCAAATTCGTATCAGATTGATCGAGCACTGATATGT
TTGTGTGTGTGTGTGTGTCTTGTCTGTAAAGTGGGCCATGTGTGGTA
CGATCATGCTGTTCGGTA

Datos no obtenidos

GT GT GT GT GT GT
GT GT GT

CACACACACACA
CACACACACACA

ACACACACACACACAC

TGTGTG TG TG TG
TGTGTG TG TG

TGTGTGTGTGTG TG TG

GT GT GT GT GT GT

AT AT AT AT AT AT

AGAGAGAGAGAG
ACACACACACAC
ACACAC

TGTGTGTGTGTGTG TG
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has a higher degree of genotypic diversity (Chen
and McDonald, 1996). Populations that reproduce
sexually produce offspring with a high level of
genetic diversity, while the variation of asexual
populations is limited by mutations that can occur
within populations (McDonald, 1997). Notably,
P tabacina is a pathogen that mainly reproduces
asexually through sporangia and sporangiophores,
while oospores, the sexual reproductive structures,
are rarely observed (Blanco-Meneses et al., 2017,
Nowicki et al., 2022).

These results differ from those reported by

Nowicki ef al. (2022), who observed high genetic
diversity and gene flow using nine microsatellite
molecular markers evaluated in 122 P. tabacina
isolates collected on three continents (Central,
Southern, and Western Europe, the Middle East,
Central and North America, and Australia).
However, they reported the presence of partially
clonal subpopulations among the isolates they
evaluated. Additionally, Nowicki et al. (2022)
mentioned that the high genetic variation and
population structure observed among the evaluated
isolates could be explained by continuous gene
flow across continents and by the exchange of
infected plant material and/or the dispersal of P
tabacina sporangia over long distances through
wind (LaMondia and Aylor, 2001).
The present study determined that the Peronospora
tabacina isolates causing the disease known as blue
mold of tobacco in the main tobacco-producing
states in Mexico are genetically homogeneous.
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observo la amplificacion de los microsatélites de
referencia en los 20 aislados evaluados en este es-
tudio. Asi mismo, en un estudio realizado por Edre-
va et al. (1998), se observo que aislados de P. taba-
cina recolectados en Europa (Francia y Bulgaria)
entre 1978 y 1992, fueron genéticamente estables,
sustentando lo anterior con la observacion de una
alta similitud de los patrones de isoenzimas de las
poblaciones naturales del patéogeno, y los cambios
no significativos en estos patrones. Similarmente,
Zipper et al. (2009), también reportaron uniformi-
dad genética en aislados europeos de P. tabacina.

Los oomicetes son organismos diploides cuyo
ciclo de vida incluye tanto reproduccion asexual
como sexual. Los organismos que se reproducen
asexualmente tienden a exhibir un alto grado de
clonalidad, mientras que los organismos que se
reproducen sexualmente generalmente tienen un
mayor grado de diversidad genotipica (Chen y
McDonald, 1996). Por el contrario, las poblacio-
nes que se reproducen sexualmente producen des-
cendencia con un alto nivel de diversidad genéti-
ca. Por esta razon, las recombinaciones genéticas
resultado de la reproduccion sexual permiten mas
combinaciones; mientras que, la variacion de las
poblaciones asexuales es limitada por la mutacion
que puede ocurrir dentro de las poblaciones (Mc-
Donald, 1997). Cabe mencionar que P. tabacina es
un patégeno que se reproduce principalmente por
via asexual mediante esporangios y esporangiofo-
ros; mientras que, las oosporas que son estructuras
de reproduccion sexual son raramente observa-
das (Blanco-Meneses et al., 2017, Nowicki et al.,
2022).

Estos resultados difieren de los reportados por
Nowicki et al. (2022), quienes observaron alta di-
versidad genética y flujo de genes mediante el uso
de nueve marcadores moleculares microsatélites
evaluados en 122 aislados de P. fabacina recolecta-
dos en tres continentes (Europa Central, Meridional
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y Occidental, Medio Oriente, América Central y
del Norte y Australia); sin embargo, ellos reporta-
ron la presencia de subpoblaciones parcialmente
clonales entre los aislados que evaluaron. Adicio-
nalmente, Nowicki et al. (2022) mencionaron que
la alta variacion genética y estructura poblacional
observada entre los aislados evaluados podrian ex-
plicarse por el flujo continuo de genes que se da a
través de los continentes y por el intercambio de
material vegetal infectado y/o por la dispersion de
los esporangios de P. tabacina a largas distancias a
través del viento (LaMondia y Aylor, 2001).

En este estudio se determino que los aislados de
Peronospora tabacina causantes de la enfermedad
conocida como moho azul del tabaco, presentes en
los principales estados productores de tabaco en
México son genéticamente homogéneas.
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Abstract. The decline and death of palms (Phoenix
canariensis) in Mexico City is a problem that has
increased in the last five years, causing the death
of more than 500 palms and others with different
degrees of damage. The causal agent has not been
determined, so the present study aimed to identify
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Resumen. El declinamiento y muerte de palmeras
(Phoenix canariensis) en la Ciudad de México ha
aumentado en los ltimos cinco afios hasta alcanzar
la muerte de mas de 500 palmeras y otras mas con
diferentes grados de dafio. El o los agentes causales
no han sido determinados, por lo que el presente
estudio tuvo como objetivo identificar los hongos
asociados al declinamiento y muerte de palmeras
(Phoenix canariensis) en la Ciudad de México.
Muestras de tejido vegetal sintomatico del tronco,
peciolo, raquis y foliolos, fueron colectadas en
nueve sitios de muestreo representativos, en siete
Alcaldias de la Ciudad de México, de febrero
a agosto de 2022. Se obtuvieron 144 aislados
de hongos que comprendieron 11 especies. Las
especies identificadas con mayor frecuencia fueron
Nalanthamala vermoesenii, Lasiodiplodia sp.,
Neopestalotiopsis sp., y Serenomyces sp., presentes
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the associated fungi of the decline and death of
palms (Phoenix canariensis) in Mexico City. From
February to August 2022, samples of symptomatic
plant tissue from the trunk, petiole, rachis, and
leaflets were collected at nine representative
sampling sites in seven Boroughs of Mexico
City. A total of 144 fungal isolates were obtained,
comprising 11 different species. The species
with the highest frequency were: Nalanthamala
vermoesenii, Lasiodiplodia sp., Neopestalotiopsis
sp., and Serenomyces sp., present mainly on the
petiole and rachis; and Alternaria alternata and
Phoma glomerata in the leaflets, these species
have been reported as causative agents of different
diseases in other countries and are reported for the
first time in Mexico associated with P. canariensis.
The information generated will allow establishing
management measures tending to reduce the death
of palms.

Keywords: Palm, tissues, symptoms.

Climate change threatens the health and survival
of urban trees, as well as the diverse benefits that
they provide the inhabitants of cities. By the year
2050, most species will be at risk due to the changes
projected for temperature and rainfall. Along
with the abiotic stress caused by global warming,
urban trees face increasing emerging diseases,
particularly those caused by fungal pathogens and
oomycetes (Rafiqi et al., 2022). Although they are
not classified as trees, palms play an important
role in the biodiversity of different urban areas or
in forestry; however, the majority of studies on the
pathologies have been carried out on species of
agronomic interest, such as the date palm (Phoenix
dactylifera), leaving an area of study to determine
what takes place in ornamental species found
in urban areas. In this sense, the genus Phoenix
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principalmente en peciolo y raquis; y Alternaria
alternata y Phoma glomerata en foliolos, dichas
especies han sido reportadas como agentes causales
de enfermedades en palmeras en otros paises y
reportadas por primera vez en México asociadas a
P canariensis. La informacion generada permitira
establecer medidas de manejo tendientes a reducir
la muerte de palmeras.

Palabras clave: Palmera, tejidos, sintomas.

El cambio climatico amenaza la salud y la
supervivencia de los arboles urbanos, asi como a
los diversos beneficios que brindan a los habitantes.
Para el ano 2050, la mayor parte de las especies
estaran en riesgo debido a los cambios proyectados
en la temperatura y precipitacion. Junto con el
estrés abiotico causado por el calentamiento
global, los arboles urbanos se enfrentan cada vez
mas a enfermedades infecciosas emergentes, en
particular las causadas por patdgenos fungicos
y oomicetos (Rafiqi et al., 2022). Aunque no son
clasificados como arboles, las palmeras juegan un
papel importante en la biodiversidad en diferentes
areas urbanas o en el ambito de la arboricultura;
sin embargo; la mayoria de los estudios realizados
sobre las patologias se han llevado a cabo en
especies de interés agrondmico como palma
datilera (Phoenix dactylifera) dejando un area
de estudio para determinar lo que sucede en las
especies ornamentales presentes en areas urbanas.
En este sentido, el género Phoenix (Phoeniceae:
Coryphoideae) comprende especies que presentan
una distribucion geografica amplia y diversa
(Barrow, 1998). Ocupan habitats muy diversos que
van desde zonas costeras hasta zonas de 2000 msnm.
Entre las primeras se encuentran P. canariensis, P.
reclinata, P. roebeleni'y P. sylvestris. P. dactylifera
es la unica de interés agronémico. Phoenix
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(Phoeniceae: Coryphoideae) comprises species that
display a wide and diverse geographic distribution
(Barrow, 1998). They live in very diverse habitats
which range from coastal areas to areas 2000 masl.
The former includes P canariensis, P. reclinata,
P dactylifera is
the only one of agronomic interest. Phoenix
canariensis is endemic to the Canary Islands, off
the coast of western Africa (Rivera et al., 2013).
In their natural habitat, they grow to about 18
to 20 m in height, unless affected by pests or
diseases, the plant can live up to 200 and 300 years.
Completely mature palms can weight up to 10 tons
(Barrow, 1998). This palm has diverse uses: as an
ornamental plant, it is enormously valuable, since it
is probably the most widely used palm in gardening
worldwide, in comparison with other resistant
ornamental palm species, such as the Californian
fan palm (Washingtonia filifera) and the Mexican

P. roebeleni and P. sylvestris.

fan palm (W. robusta). Phoenix canariensis 1is
distributed worldwide in temperate and warm areas
(Spennemann, 2018). In Mexico City, this plant
species is enormously important, since it is a part
of its landscape identity; there are an estimated 15
thousand palms distributed in the different boroughs
(SEDEMA, 2022). However, since 2011 there have
been records of palm mortality (SEDEMA, 2021),
supposed due to biotic factors, mostly caused by
fungi, without having determined the causal agent,
therefore the problem persists, and is on the rise,
with 500 dead palms on record to date (SEDEMA,
2022). Due to this, the aim of this work was to
determine the fungi related to symptoms of decline
and death of canary palms in Mexico City, in order
to propose the best management strategies.

Nine sites with palms with symptoms of decline
and death were sampled: Avenida Paseo de las
Palmas (APP) with nine palms, Diagonal San
Antonio (DSA) with four, Campestre Churubusco
Golf Club (CGC) with four, El Papalote Museo del
Nifio (PMN) with seven, La Glorieta de la Palma
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canariensis es endémica de las Islas Canarias frente
a la costa oeste de Africa (Rivera et al, 2013). En
su entorno natural crecen entre 18 y 20 m de altura,
a menos que se vea afectada por enfermedades
o plagas, la planta puede vivir entre 200 y 300
afios. Las palmeras completamente maduras
pueden pesar hasta 10 toneladas (Barrow, 1998).
Esta palma tiene diversos usos, como ornamental
posee un enorme valor, siendo probablemente
la palma mas utilizada en jardineria en todo el
mundo, en comparaciéon con otras especies de
palmeras ornamentales resistentes como la palma
de abanico californiana (Washingtonia filifera) y la
palma de abanico mexicana (W. robusta). Phoenix
canariensis se distribuye a nivel mundial en zonas
templadas y calidas (Spennemann, 2018). En la
Ciudad de México, esta especie es una planta
de suma importancia, ya que forma parte de su
identidad paisajista; se estima que hay alrededor
de 15 mil palmeras distribuidas en las diferentes
Alcaldias (SEDEMA, 2022). Sin embargo, desde el
2011, se tienen registros de mortalidad de palmeras
(SEDEMA, 2021), presuntamente debido a factores
bidticos principalmente causadas por hongos, sin
haber determinado el agente causal por lo que el
problema persiste y va en aumento teniendo hasta
el momento un registro de 500 palmeras muertas
(SEDEMA, 2022). Por lo anterior, el objetivo
del presente trabajo fue determinar los hongos
asociados a palmeras canarias con sintomas de
declinamiento y muerte en la Ciudad de México,
con la finalidad de proponer las mejores estrategias
de manejo.

Se muestrearon nueve sitios con palmas en
declinamiento y muerte, que fueron: La Avenida
Paseo de las Palmas (APP) con nueve palmeras,
Diagonal San Antonio (DSA) con cuatro, Club de
Golf Campestre Churubusco (CGC) con cuatro,
El Papalote Museo del Nifio (PMN) con siete,
La Glorieta de la Palma (LGP) con seis, Ferreria
(FER) con siete, Sara Esquina Saul (SES) con siete,
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(LGP) with six, Ferreria (FER) with seven, Sara
corner with Saul (SES) with seven, Anselmo de la
Portilla (ADP) with six and 535 Avenue corner with
Talisman (AET) with six, for a total of 56 palms in
Mexico City.

Using directed visual sampling, from February
to August of 2022, 10 asymptomatic palms were
selected, along with 46 with symptoms of chlorosis,
necrosis and death, which were classified based
on the proportion of living crown (Prcv), using a
scale of modified health visual evaluation of the
protocols by Blair et al. (2019ab) and Bond (2012),
being (a) a healthy or asymptomatic palm with a
Pcrv > 6; Initial, between 5 and 6; Intermediate =
4; and advanced, < 3.

A sample of trunk, petiole, rachis and leaflet was
taken from every palm, for a total of 224 samples
analyzed. They were separately placed in airtight
polyethylene bags and transported in ice chests for
processing in the Forest Pathology lab in the Plant
Health program of the Colegio de Postgraduados,
Campus Montecillo.

For the isolation of fungi, each sample was
washed with a 0.5 % sodium hypochlorite solution
and dried with sterile paper towels. They were
cut in 5 mm? pieces from the margin between
healthy and diseased tissue, then disinfested with
a 3 % sodium hypochlorite solution for 2 min,
rinsed three times with distilled water for 1 min
and dried at room temperature on sterilized paper
towels. They were then plated in Petri dishes with
water-agar (AA) medium and checked every 24
hours for mycelial growth. Once the mycelium
developed, pieces of culture medium were taken
and aseptically transferred onto potato-dextrose-
agar (PDA) medium and incubated at 22 °C with
a 12 h photoperiod until structures developed.
Monoconidial cultures were obtained, which were
preserved in tubes with PDA covered with sterile
mineral oil at 15 °C for their later study. Likewise,
humid chambers were performed to promote
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Anselmo de la Portilla (ADP) con seis y Avenida
535 Esquina Talisman (AET) con seis dando un
total de 56 palmeras en la Ciudad de México.

Mediante muestreo visual dirigido, de febrero
a agosto de 2022, se seleccionaron 10 palmeras
asintomaticas y 46 con sintomas de clorosis,
necrosis y muerte, las cuales se clasificaron
con base a la proporcion de corona viva (Prcv),
empleando una escala de evaluacién visual de
salud modificada de los protocolos de Blair et al.
(2019ab) y Bond (2012), siendo: (a) palmera sana
0 asintomatica con una Pcrv > 6; inicial entre 5 y 6;
intermedia = 4, avanzada < 3.

Se tomo una muestra de tronco, peciolo, raquis
y foliolos por palmera, dando un total de 224
muestras analizadas; se depositaron por separado en
bolsas de polietileno herméticas y se transportaron
en hieleras para su procesamiento en el laboratorio
de Patologia Forestal del Programa de Fitosanidad
del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.

Para el aislamiento de hongos, cada muestra se
lavé con una solucion de hipoclorito de sodio al
0.5 % y se secaron con papel absorbente estéril; se
cortaron trozos de 5 mm? del margen entre tejido
sano y enfermo, se desinfestaron con hipoclorito de
sodio al 3 % durante 2 min, se enjuagaron tres veces
con agua destilada estéril durante 1 miny se secaron
a temperatura ambiente sobre papel absorbente
estéril; posteriormente se sembraron en cajas Petri
con medio agua-agar (AA) , se revisaron cada 24
horas para la deteccidon de crecimiento de micelio.
Una vez desarrollado el micelio, se tomaron trozos
de medio de cultivo y se transfirieron asépticamente
a medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) y
se incubaron a 22 °C con un fotoperiodo de 12 h
hasta el desarrollo de estructuras. Se obtuvieron
cultivos monoconidiales que fueron preservados
en tubos con PDA cubiertos con aceite mineral
estéril a 15 °C para su posterior estudio. Asimismo,
se realizaron camaras himedas de tejido vegetal
para propiciar la esporulacion de conidiomatas
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the sporulation of conidiomata on the surface of
diseased plant tissue. The fungal cultures that
developed were placed in Petri dishes with culture
medium for their cultural and morphometric
characterizations using the literature (Barr et al.,
1989; Ligoxigakis et al., 2013; Rangel et al., 2021;
Troncoso y Tiznado, 2014).

The isolation frequency of the main fungi was
estimated by calculating the percentage of isolates
of each fungus in all the samples collected (number
of isolates/n, where n = 144 total of isolates).
Likewise, the rate of occurrence of each species
of fungus was calculated as the frequency of
occurrence of a species in the nine sampling sites.
In the present investigation, 144 fungal isolates
were obtained from the trunk, petiole, rachis and
leaflets of 56 palms (Phoenix canariensis) sampled
in Mexico City with symptoms of decline and
death. Eleven fungal species were identified by
morphology per damage category (Table 1).

From the 11 fungal species, four represented
81.9 % of the species isolated from the trunk,
petiole, rachis and leaflet, these were considered as
the most abundant in the nine sites in which the
investigation was carried out (Figure 1), namely:
Alternaria alternata, with the highest prevalence
34.7 N),
Nalanthamala vermoesenii and Lasiodiplodia sp.,
with 22.9 %, 13.9 % and 10.4 %, respectively. It
is worth pointing out that these four species form
well-defined groups, that is, those that attack the
petiole and rachis, mainly N. vermoesenii and

followed by Phoma glomerata,

Lasiodiplodia sp., although Neopestalotiopsis sp.
and Phomopsis sp. were also found, along with
those that attack the trunk and leaflets, such as 4.
alternata and P. glomerata.

On the other hand, Penicillium sp., Fusarium
sp., and Serenomyces sp. displayed a moderate
frequency of 2.77, 2.08 and 1.38 %, respectively.
Trichoderma sp. and Cladosporium sp. had a low
frequency, with percentages of 1.38-0.69.
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presentes en la superficie. Las colonias de hongos
desarrolladas se colocaron en cajas petri con
medio de cultivo para su caracterizacion cultural y
morfométrica por medio de literatura (Barr et al.,
1989; Ligoxigakis et al., 2013; Rangel et al., 2021;
Troncoso y Tiznado, 2014).

La frecuencia de aislados de los principales
hongos se estimo calculando el porcentaje de cada
hongo en todas las muestras recolectadas (ntimero
de aislamientos/n, donde n = 144 total de aislados).
Asimismo, la tasa de ocurrencia de cada especie de
hongo se calcul6é como la frecuencia de ocurrencia
de una especie en los nueve sitios de muestreo.
Durante la presente investigacion se obtuvieron 144
aislamientos de hongos del tronco, peciolo, raquis
y foliolos de las 56 palmeras (Phoenix canariensis)
muestreadas en la Ciudad de México con presencia
de declinamiento y muerte. Se identificaron por
morfologia 11 especies de hongos por categoria de
dafio (Cuadro 1).

De las 11 especies de hongos,
representaron el 81.94 % de las especies aisladas de
tronco, peciolo, raquis y foliolo, las cuales fueron
consideradas como las mas abundantes en los nueve
sitios donde se desarroll6 la investigacion (Figura

cuatro

1), estas fueron: Alternaria alternata con mayor
prevalencia (34.7 %) seguida de Phoma glomerata,
Nalanthamala vermoesenii 'y Lasiodiplodia sp.,
con 22.9 %, 13.9 % y 10.4 %, respectivamente.
Cabe senalar que estas cuatro especies forman
dos grupos bien definidos, es decir, las que atacan
peciolo y raquis, principalmente N. vermoesenii y
Lasiodiplodia sp., aunque también se encontrd a
Neopestalotiopsis sp., y Phomopsis sp., y los que
atacan el tronco y los foliolos como A. alternata 'y
P. glomerata.

Por otra parte, Penicillium sp., Fusarium sp.,
y Serenomyces sp., presentaron una frecuencia
moderada de 2.77, 2.08 y 1.38 %, respectivamente.
Trichoderma sp., y Cladosporium sp., tuvieron una
frecuencia baja con porcentajes de 1.38-0.69.
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Table 1. Fungal species isolated from palms with decline and death in Mexico City by damage category.
Cuadro 1. Especies de hongos aisladas de palmeras con declinamiento y muerte en la Ciudad de México por
categoria dafio.

Categoria Especies de hongos aisladas
de daiio Peciolo Raquis Foliolo Tronco
Alternaria alternata
Lasiodiplodia sp. Lasiodiplodia sp. Alternaria alternata

Aparentemente Nalanthamala vermoesenii

Nalanthamala
vermoesenii

sana g}ig}; ejtt;f;)tsmp S15 SP- Phoma glomerata
PSIS SP- Phomopsis sp.
Trichoderma sp.
.. Alternaria alternata
Nalanthamala vermoesenii
S Nalanthamala
.. Neopestalotiopsis sp. .
Inicial A vermoesenii
Penicillium sp.
Phomonpsis s Phoma glomerata
PSIS SP- Phomopsis sp.
Alternaria alternata
Cladosporium sp. Lasiodiplodia sp.
Intermedia Lasiodiplodia sp. ) Nalantham?la
Nalanthamala vermoesenii  vermoesenii
Neopestalotiopsis sp. Phoma glomerata
Serenomyces sp.
Lasiodiplodia sp. Alternaria alternata
Nalanthamala vermoesenii  Fusarium sp.
Avanzada

Phomopsis sp.
Serenomyces sp.

Lasiodiplodia sp.
Penicillium sp.

Lasiodiplodia sp.

Neopestalotiopsis sp.

Phoma glomerata
Phomopsis sp.

Alternaria alternata

Neopestalotiopsis sp.

Phoma glomerata

Alternaria alternata
Lasiodiplodia sp.
Phoma glomerata

Alternaria alternata
Lasiodiplodia sp.
Penicillium sp.
Phoma glomerata

Alternaria alternata

Alternaria alternata
Fusarium sp.
Phoma glomerata

Alternaria alternata
Phoma glomerata
Trichoderma sp.

Alternaria alternata
Phoma glomerata

The rate of occurrence of each fungal species
in each sampling site was variable (Figure 2).
According to the relative frequency, SES and AET
housed the greatest diversity of fungal species (six
species), followed by APP, DSA and PMN (five
species); CGC, LGP and ADP (four species), and
finally, FER (three species).

Alternaria  alternata presented a higher
occurrence, since it was present in all nine sites,
followed by Phoma glomerata, found in eight
sites; these fungi were isolated mainly from the
leaflets. On the other hand, out of the fungi found in
petioles and rachis, N. vermoesenii had the greatest
occurrence, since it was found in seven of the nine
sites, followed by Neopestalotiopsis sp. (five sites)

and Lasiodiplodia sp. (three sites).

ONLINE PUBLICATION, MAY 2023

La tasa de ocurrencia de cada especie de hongo
en cada sitio de muestreo fue variable (Figura 2).
De acuerdo con la frecuencia relativa, SES y AET
albergaron la mayor diversidad de especies de
hongos (seis especies); seguido por APP, DSA y
PMN (cinco especies); CGC, LGP y ADP (cuatro
especies), y finalmente FER (tres especies).

Alternaria alternata presentd una mayor
ocurrencia ya que estuvo presente en los nueve
sitios, seguida de Phoma glomerata presente en
ocho sitios, estos hongos se aislaron principalmente
de los foliolos. Por otra parte, de los hongos
presentes en peciolo y raquis, N. vermoesenii tuvo
la mayor ocurrencia al estar presente en seis de
los nueve sitios; seguida de Neopestalotiopsis sp.
(cinco sitios) y Lasiodiplodia sp. (tres sitios).
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Cladosporium sp.
Trichoderma sp.
Serenomyces sp.
Fusarium sp.
Penicillium sp.

Phomopsis sp.

Neaopestalotiopsis sp.

Lasiodiplodia sp.
Nalanthamala vermoesenii
Phoma glomerata

Alternaria alternata

T T T

20 25 30 35 40
Frecuencia

Figure 1. Frequency of fungal species isolated from the trunk, petiole, rachis and leaflet of Phoenix canariensis in nine

sampling sites in Mexico City.

Figura 1. Frecuencia de especies de hongos aislados de tronco, peciolo, raquis y foliolo de Phoenix canariensis, en nueve

sitios de muestreo en la Ciudad de México.

Based in the frequency and the number of
isolates obtained, Nalanthamala vermoesenii,
Lasiodiplodia sp., Neopestalotiopsis sp., Alternaria
alternata, Phoma glomerata and Serenomyces sp.
were determined as the fungi with the greatest
importance in terms of decline and death of palms
in Mexico City, although it is worth pointing out
that palms displayed one or more fungi, yet they
were recognized based on the type of symptom
described and the isolate of the fungus. Due to this,

the following symptoms are described:

Nalanthamala vermoesenii. The symptoms were
the death of leaves, which progresses from the
youngest to the oldest; leaves become dark brown.
One of the main characteristics was that the leaves
remain attached to the palm, but they precipitate
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Con base en la frecuencia y nimero de aislados
obtenidos, se determindé que Nalanthamala
vermoesenii, Lasiodiplodia sp., Neopestalotiopsis
sp., Alternaria alternata, Phoma glomerata
y Serenomyces sp., son los hongos de mayor
importancia en el declinamiento y muerte de
palmas en la CDMX, cabe aclarar que en las palmas
se presentaban uno o mas hongos, sin embargo; se
reconocieron con base al tipo de sintoma descrito
y el aislado del hongo. Por ello se describen los

siguientes sintomas:

Nalanthamala vermoesenii. Los sintomas fueron
muerte de hojas que progresa desde las mas jovenes
hacia las hojas mas viejas, las hojas adquieren
una coloracion café oscuro. Una caracteristica
principal fue que las hojas permanecen adheridas a
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APP DSA

LGP

CGC

SES ADP AET
Nalanthamala vermoesenii B Lasiodiplodia sp. W Alternaria alternata
m Neopestalotiopsis sp. B Phomopsis sp. Phoma glomerata
W Fusarium sp. Penicillium sp. Serenomyces sp.
B Cladosporium sp. m Trichoderma sp.

Figure 2. Species of fungi isolated from the trunk, petiole, rachis and leaflets in each sampling site and the percentage of
each fungal species in regard to the total species obtained for each site. APP: Avenida Paseo de las Palmas; DSA:
Diagonal San Antonio; CGC: Campestre Churubusco Golf Club; PMN: El Papalote Museo del Nifio; LGP: La
Glorieta de la Palma; FER: Ferreria; SES: Sara, corner with Saiil; ADP: Anselmo de la Portilla; AET: 535 Avenue,

corner with Talisman.

Figura 2. Especies de hongos aisladas de tronco, peciolo, raquis y foliolos en cada sitio de muestreo y el porcentaje de cada
especie de hongo con respecto al total de especies obtenidas por cada sitio. APP: La Avenida Paseo de las Palmas;
DSA: Diagonal San Antonio; CGC: Club de Golf Campestre Churubusco; PMN: El Papalote Museo del Niiio;
LGP: La Glorieta de la Palma; FER: Ferreria; SES: Sara Esquina Saul; ADP: Anselmo de la Portilla; AET:

Avenida 535 Esquina Talisman.

towards the trunk, taking the shape of a skirt. The
fronds display necrotic lesions, defined by a moist
margin, which covers from the petiole to the apex
of the frond (Figure 3 a). The internal symptoms
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la palma, pero se precipitan hacia el tallo tomando
la apariencia de una falda. Las frondas presentan
lesiones necroticas delimitadas por un margen de
consistencia himeda, que avanza del peciolo hacia
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Figure 3. Symptoms and signs of the six main fungi isolated from the petioles, rachis and leaflets of Phoenix canariensis. a
and b) Nalanthamala vermoesenii; ¢ and d) Lasiodiplodia sp.; e and f) Neopestalotiopsis sp.; g, h and i) Alternaria
alternata; j, k and 1) Phoma glomerata; m, n and o) Serenomyces sp.

Figura 3. Sintomas y signos de seis principales hongos aislados de peciolo, raquis y foliolos de Phoenix canariensis. a'y b)
Nalanthamala vermoesenii; ¢ y d) Lasiodiplodia sp.; e y f) Neopestalotiopsis sp.; g, h e i) Alternaria alternata; j, k y
1) Phoma glomerata; m, n 'y o) Serenomyces sp.
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display a rot in the bud with an unpleasant odor,
whereas the petiole and rachis in their initial stages
present a dark brown decoloring, as in the case of
the bud, and in advanced stages (death of fronds)
the decoloring is opaquer. The sign that indicates
the presence of pink rot are the abundant salmon-
or pink-colored spore masses on the infected
tissues (Figure 3 b). In some cases, pink rot causes
external symptoms that can be distinguished by the
lateral decoloring of the petiole and rachis.

Lasiodiplodia sp. The symptoms were the death
of fronds, which progresses from the older to the
younger leaves, all of which acquire a pale green
to light brown color. The leaves remain attached to
the palm, maintaining its natural structure, unlike
the palms infected with N. vermoesenii. In initial
to intermediate symptoms, leaflets present dieback,
a symptom known as blight (Figure 3 c¢) and the
transition zone (area between healthy and diseased
tissue) presents an olive green to light brown color;
in initial stages they presented dark brown areas
on the sides (Figure 3 d), whereas in later stages,
the color reaches the inner internal tissues, and
finally, when the fronds die, they become black.
Occasionally, the external part displays light brown
stripes that stretch from the petiole to the rachis of
the frond.

Neopestalotiopsis sp. The
observed mainly in the petiole. The external part
displays a dark brown color, mainly at the sides
of the petiole (Figure 3 e). Regarding internal
symptoms, a light brown color appears with a dark
brown to black margin (transition zone) (Figure 3
f). As the symptoms progress, the entire internal
tissue is affected, and black acervuli develop in the
diseased tissue.

symptoms  were

Alternaria alternata. The symptoms were dieback
of leaflets (from the tip to the base of the leafiet).
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el apice de la fronda (Figura 3 a). Los sintomas
internos, manifiestan una pudricion del cogollo
con olor desagradable, el peciolo y raquis en etapas
iniciales presentan una decoloracion de color café
oscuro al igual que en el caso del cogollo, en estados
avanzados (muerte de frondas) la decoloracion es
mas opaca. El signo indicativo de la presencia de la
pudricidn rosa, son las abundantes masas de esporas
de color salmon o rosa sobre los tejidos infectados
(Figura 3 b). En algunos casos la pudricién rosa
causa sintomas externos que se distinguen por la
decoloracion lateral del peciolo y raquis.

Lasiodiplodia sp. Los sintomas fueron, muerte de
frondas que progresa desde las mas viejas hacia las
hojas mas jovenes, adquieren una coloracion verde
palido a café claro. Las hojas permanecen adheridas
a la palma conservando su estructura natural,
a diferencia de las palmeras infectadas con N.
vermoesenii. En sintomas iniciales a intermedios,
los foliolos presentan una muerte descendente (de
la punta hacia la base), sintoma conocido como
tizén (Figura 3 ¢) y la zona de avance (margen entre
el tejido sano y enfermo) presenta una coloracion
verde olivo a café claro y de apariencia himeda.
Sus sintomas internos son en el peciolo y raquis,
en etapas iniciales presentaron areas de color café
oscuro inicialmente en los lados (Figura 3 d), en
estados avanzados la coloracion se extiende hacia
todos los tejidos internos, finalmente cuando las
frondas mueren se presenta una coloracidén negra.
En ocasiones, en la parte externa se presentan
lineas de color café claro que van desde el peciolo
al raquis de la fronda.

Neopestalotiopsis sp. Los sintomas se observaron
principalmente en peciolo. En la parte externa
se presenta una coloracion café oscuro, esto
principalmente a los lados del peciolo (Figura 3 e).
Respecto a los sintomas internos, se presenta una
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In advanced stages, the symptoms appear as blight,
covering the entire leaf, leaflets become light brown
(Figure 3 g), in the transition between the healthy
and diseased tissue, a darker color appears (Figure
3 h e i), and in this zone over the tissue is where
the conidia, characteristic of this pathogen, appear.
Phoma glomerata. Symptoms were mainly
observed in leaflets and, to a lesser extent, in the
rachis. In the leaflets, light brown circular spots
surrounded by a dark brown margin (Figure 3 j),
whereas in later stages, the lesions grew in size and
coalesced, forming longer spots (Figure 3 k). In
the rachis, circular spots develop, similar in color
to the case of the leaflets (Figure 3 1), and in the
lesions, light brown pycnidia are developed.

Serenomyces sp. Symptoms were mainly observed
in the petiole and rachis. The begin with slightly
sunken, moist-looking spots, bright brown un the
center and circumscribed by maroon margins. In
later stages, the spots coalesce and form maroon
lines, either in the middle part or on the sides of the
petiole and rachis (Figure 3 m and n), and on the
diseased tissue in a moist chamber, dark brown to
black, semi-sunken perithecia develop, with a long
neck through which the light brown ascospores are
expelled (Figure 3 o).

Little investigation has been carried out on
phytopathogenic fungi that affect the Canary Island
date palm (P. canariensis), despite being a very
important ornamental species. Worldwide, this palm
species has presented diseases such as pink palm
rot, cause by the fungus Nalanthamala vermoesenii
(syn.  Penicillium  vermoesenii, Gliocladium
vermoesenii), which is widely distributed in
temperate, Mediterranean and subtropical climates
in Spain, Egypt, Australia, Belgium, Congo, Czech
Republic, India, Japan, New Zealand, Russia,
South Africa, the United Kingdom, United States,

ONLINE PUBLICATION, MAY 2023

decoloracion café claro con un margen (zona de
avance) de color café oscuro a negro (Figura 3 f), a
medida que avanzan los sintomas, la totalidad del
tejido interno se ve afectado y en el tejido enfermo
se desarrollan acérvulos de color negro.

Alternaria alternata. Los sintomas fueron muerte
descendente de foliolos (de la punta hacia la base
del foliolo), en estados avanzados los sintomas
se presentan como atizonamiento abarcando la
totalidad del area foliar, los foliolos adquieren una
coloracion café claro (Figura 3 g), en la zona de
avance (transicion entre el tejido sano y enfermo)
se presenta una coloracion mas oscura (Figura 3
h e 1), asimismo, en esta zona sobre el tejido se
desarrollan los conidios caracteristicos de este
patoégeno.

Phoma glomerata. Los sintomas se observaron
principalmente en foliolos y en menor medida en el
raquis. En los foliolos se desarrollan inicialmente
manchas circulares de color café claro, delimitadas
por un margen marrédn a café oscuro (Figura 3 j), en
estados avanzados, las lesiones crecen en tamarfio
y coalescen formando manchas mas alargadas
(Figura 3 k), en el raquis se desarrollan manchas
circulares, similares en coloraciéon que en el caso
de los foliolos (Figura 3 1), en las lesiones se
desarrollaron picnidios de color café claro.

Serenomyces sp. Los sintomas se observaron
principalmente en peciolo y raquis, inician con
manchas de apariencia hiimeda, poco hundidas, de
color café brillante en el centro y delimitadas por
margenes de color marrén. En estados avanzados,
las manchas coalescen y forman lineas de color
marrén ya sea en la parte media o a los lados del
peciolo y raquis (Figura 3 m y n) y en camara
htimeda, sobre el tejido enfermo se desarrollan
peritecios seminmersos de color café oscuro a
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Greece (Ligoxigakis et al., 2013; Mohamed et al.,
2016).

Likewise, three species of Fusarium have been
reported: F. oxysporum f. sp. canariensis, causal
agent of wilting by Fusarium, present in France,
Italy, Japan, United States, Argentina, Australia,
Canary Islands, Greece and Spain (Elena, 2004;
Palmucci, 2005; Hernandez et al., 2010). Fusarium
proliferatum, the causal agent of wilting by
Fusarium, syndrome of sudden decline, present
in the Canary Islands and Spain (Hernandez et
al., 2010). F oxysporum f. sp. palmarum, causal
agent of wilting by Fusarium, lethal death, present
mainly in the United States, in the state of Florida
(Elliott et al., 2010; Elliott, 2011).

In Mexico, this investigation is the first study
focused on the identification of the associated
agents with the decline and death of P. canariensis
palms in Mexico City. The study reveals 11 fungal
species via the sampling and diagnosis, as the
agents related to the trunk, petiole, rachis and
leaflets. Alternaria alternata and Phoma glomerata
were mainly isolated from diseased leaflets, and
the former coincides with reports by Maitlo et
al. (2014), except for the fact that these authors
isolated them from Phoenix dactylifera. In the case
of Phoma, other species have been isolated from
leaflets such as Phoma sp. (Abdullah et al., 2010)
and Phoma ucladium (Maitlo et al., 2014), as well
as in P. dactylifera. 1t is worth pointing out that the
present investigation also isolated A. alternata and
P. glomerata from the trunk, which has not been
reported by any other author to date. Regarding the
fungi that were most frequently isolated from petiole
and rachis, that is, N. vermoesenii, Lasiodiplodia
sp., Neopestalotiopsis sp., and Phomopsis sp., in the
case of N. vermoesenii, this coincides with reports
by Mohamed et al. (2016), Ligoxigakis et al.
(2013), who also isolated this species of petiole and
rachis in P. canariensis. In regard to Lasiodiplodia
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negro, con cuello largo por donde son expulsadas
las ascosporas de color café claro (Figura 3 o).

Existe poca investigacion respecto a los hongos
fitopatogenos que afectan a la Palma Canaria (P,
canariensis) a pesar de ser una especie de gran
importancia ornamental. A nivel mundial, en esta
especie de palma se han reportado enfermedades
como la pudriciéon rosa de las palmas, causada
por el hongo Nalanthamala vermoesenii (syn.
Penicillium vermoesenii; Gliocladium vermoesenii)
la cual se encuentra ampliamente distribuida en
climas templados, mediterraneos y subtropicales
en Espafia, Egipto, Australia, Bélgica, Congo,
Reptiblica Checa, India, Japon, Nueva Zelanda,
Rusia, Sudafrica, Reino Unido, Estados Unidos,
Grecia (Ligoxigakis et al., 2013; Mohamed et al.,
2016).

Asimismo, se han reportado tres especies de
Fusarium: F. oxysporum f. sp. canariensis, agente
causal de la marchitez por Fusarium, presente en
Francia, Italia, Japon, Estados Unidos, Argentina,
Australia, Islas Canarias, Grecia y Espafia
(Elena, 2004; Palmucci, 2005; Hernandez et al.,
2010). Fusarium proliferatum, agente causal
de la marchitez por Fusarium, sindrome del
declinamiento subito, presente en Islas Canarias y
Espana (Hernandez et al., 2010). F. oxysporum f.
sp. palmarum, agente causal de la marchitez por
Fusarium, muerte letal, presente principalmente en
Estados Unidos, en el estado de Florida (Elliott e?
al., 2010; Elliott, 2011).

En México, esta investigacion representa el
primer estudio enfocado en identificar los agentes
asociados al declinamiento y muerte de palmas de
P. canariensis en la Ciudad de México, el estudio
revel6 11 especies de hongos mediante el muestreo
y diagnoéstico de los agentes asociados a tronco,
peciolo, raquis y foliolos. Alternaria alternata y
Phoma glomerata fueron aislados principalmente de
foliolos enfermos, en el caso de la primera coincide
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sp., our results only coincide with reports by Santos
et al. (2020), who isolated L. theobromae and L.
pseudotheobromae from rachis (among other
tissues) from Cocos nucifera. These and other
species of this fungus have been isolated from
P. dactylifera such as L. hormozganensis and L.
theobromae from roots (Al-Hammadi et al., 2019);
L. theobromae from P. dactylifera and P. hanceana
from unspecified tissue (Farr and Rossman, 2020),
from leaves of Cocos nucifera (Ramjegathesh et
al., 2019) and the pod of the leaf of P. roebelenii.
In Germany L. brasiliensis, L. euphorbicola, L.
lodoiceae and L. mexicanensis were found in leaves
from Mexico of the palm species Chamaedorea
elegans, C. metallica, C. seifrizii, Dypsis lutescens
and Lodoicea maldivica (Douanla and Scharnhorst,
2021). Neopestalotiopsis sp. has been reported in
oil palm with the species N. saprofitica (Ismail et
al.,2017).

Out of the least frequently isolated species, it
is worth mentioning the presence of Fusarium in
rachis and trunk, unlike reports by Vergara et al.
(2023), where the most frequently isolated fungi
were F. incarnatum, F'. verticillioides and F. solani,
and in which the latter was pointed out as the cause
of the regressive death of Phoenix canariensis in
urban areas of Querétaro, Mexico. This fungus
is considered one of the most devastating for date
palm in the United Arab Emirates (Alwahshi ef al.,
2019), and it causes different diseases called sudden
decline and wilting syndrome from Fusarium,
attributed to Fusarium oxysporum, F. moniliforme,
F. proliferatum and F. solani; vascular fusariosis
or Bayoud’s disease, caused by F. oxysporum f.
sp. albedinis, found in northern Africa, and which
caused de death of around two thirds of the date
palm plants (Tantaoui et al., 1996); wilting by
Fusarium, caused by Fusarium oxysporum f. sp.
canariensis, is the main cause of disease in P
canariensis and other palm species in the Canary
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con lo reportado por Maitlo et al. (2014), solo que
estos autores los aislaron de Phoenix dactylifera. En
el caso de Phoma, otras especies han sido aisladas
de foliolos como Phoma sp. (Abdullah et al., 2010)
y Phoma ucladium (Maitlo et al., 2014) también
en P. dactylifera. Cabe senalar que en la presente
investigacion también se aislo a 4. alternata y P.
glomerata de tronco, lo cual a la fecha no ha sido
reportado por otros autores. En el caso de los hongos
que se aislaron con mayor frecuencia de peciolo y
raquis, esto es, N. vermoesenii, Lasiodiplodia sp.,
Neopestalotiopsis sp., y Phomopsis sp., para el
caso de N. vermoesenii coincide con lo reportado
por Mohamed et al. (2016), Ligoxigakis et al.
(2013) quienes también aislaron a esta especie
de peciolo y raquis en P. canariensis. En lo que
respecta a Lasiodiplodia sp., nuestros resultados
solo coinciden con lo reportado por Santos et
al. (2020) quienes aislaron a L. theobromae y L.
pseudotheobromae de raquis (entre otros tejidos),
pero de Cocos nucifera; estas y otras especies
de este hongo han sido aisladas de P. dactylifera
como L. hormozganensis y L. theobromae de
raiz (Al-Hammadi et al., 2019); L. theobromae
de P. dactylifera y P. hanceana sin especificar el
tejido (Farr y Rossman, 2020), de hojas de Cocos
nucifera (Ramjegathesh et al., 2019) y de la vaina
de la hoja de P. roebelenii. En Alemania se detecto
a L. brasiliensis, L. euphorbicola, L. lodoiceae y
L. mexicanensis en follaje procedente de México
de las especies de palma Chamaedorea elegans, C.
metallica, C. seifrizii, Dypsis lutescens y Lodoicea
maldivica (Douanla and Scharnhorst, 2021).
Neopestalotiopsis sp., ha sido reportada en palma
de aceite con la especie N. saprofitica (Ismail et al.,
2017).

De las especies aisladas con menor frecuencia,
resulta importante mencionar la presencia de
Fusarium en raquis y tronco, caso contrario a lo
reportado por Vergara et al. (2023), donde los
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Islands (Hernandez et al., 2010). In addition,
during this investigation, the identification and in
vitro planting of Serenomyces sp., isolated from
the petiole and rachis of P. canariensis, becomes
important, which coincides with reports by Elliott
and Jardin (2006) and Elliott and Jardin (2014),
who also isolated this fungus from the petiole and
rachis of the same palm species, except in Florida,
United States, where it causes the disease known
as chlorosis and necrosis of the petiole and rachis.
Based on the most frequent fungi, Nalanthamala
vermoesenii and Lasiodiplodia sp. were related to
the decline and death of palms in Mexico City, and
less frequently, Neopestalotiopsis sp., Serenomyces
sp., Alternaria alternata and Phoma glomerata.
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Abstract. During the years 2017 and 2018, leaves
and stems with dark brown lesions containing
hypophilic telia surrounded by chlorotic halos were
collected from Sphaeralcea angustifolia plants
located in Axapusco, State of Mexico. Based on the
morphological characteristics, the fungus Puccinia
sherardiana was identified. Uredinal stage was not
detected during the observation period. Verification
of the identity of the fungus was carried out by
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Resumen. Durante los afios 2017 y 2018, se re-
colectaron hojas y tallos con lesiones café oscuras
conteniendo telios hipdfilos rodeados por halos
clordticos en plantas de Sphaeralcea angustifolia
localizadas en Axapusco, Estado de M¢xico. Con
base en las caracteristicas morfoldgicas, se identifi-
c6 al hongo Puccinia sherardiana. No se detecto el
estado uredinial durante el periodo de observacion.
La verificacion de la identidad del hongo se reali-
z6 mediante un analisis filogenético con parte de
una secuencia del gen 28S del ADN ribosomico. Se
realizaron pruebas de patogenicidad en plantas de
S. angustifolia mediante la inoculacion de teliospo-
ras. Las plantas inoculadas desarrollaron sintomas y
signos 15 dias después de la inoculacion, iniciando
con la presencia de ecios errumpentes en la epider-
mis del hospedante y posteriormente la formacion
de telios, completando los Postulados de Koch. El
hongo P. sherardiana se describio previamente
como una roya con ciclo de vida microcicliclo
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means of a phylogenetic analysis with part of a
sequence of the 28S gene of ribosomal DNA.
Pathogenicity tests were performed on S.
angustifolia plants by inoculating teliospores.
The inoculated plants developed symptoms and
signs 15 days after inoculation, beginning with the
presence of eruptive aecia in the epidermis of the
host and later the formation of telia, completing
Koch’s Postulates. The fungus P. sherardiana was
previously described as a rust with a microcyclic
life cycle on species of the genera Alcea,
Malvastrum, Sidalcea and Sphaeralcea, belonging
to the Malvaceae family; however, in this study the
pathogen behaved differently. P. sherardiana will
continue to be studied to determine if its life cycle
is demicyclic in Mexico.

Key words: morphology, pathogenicity test,
phylogenetic analysis, rust.

The genus Sphaeralcea, which belongs to the
Malvaceae family, is comprised of approximately
40 species mainly distributed in the western part
of North America. More than half of these species
are found in Mexico, with the most representative
being Sphaeralcea angustifolia Cav. G. Don.,
commonly known as “vara de San Jos¢,” “hierba
del negro,” or “tlixihuitl” in the Nahuatl language
(Rzedowski and Rzedowski, 2005). This species
is widely distributed (McVaugh, 2001). Andrade-
Ceto (2009) reports that it has been used for its anti-
inflammatory effect in diseases such as tonsillitis,
bronchitis, conjunctivitis, rheumatism, bruises, and
hemorrhoids. It is also used as a healing agent and
for the treatment of gastrointestinal disorders such
as diarrhea and dysentery (Garcia-Rodriguez et
al., 2012; Calzada et al., 2017) and osteoarthritis
(Romero-Cerecero et al., 2013).

The Pucciniales (Basidiomycota) are a group of
fungi that parasitize vascular plants, with complex
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sobre especies de los géneros Alcea, Malvastrum,
Sidalcea y Sphaeralcea, pertenecientes a la familia
Malvaceae; sin embargo, en este estudio el patoge-
no tuvo un comportamiento diferente. Se continua-
rd estudiando a P. sherardiana para determinar si
en México su ciclo de vida es demiciclico.

Palabras clave: morfologia, patogenicidad, anali-
sis filogenético, roya.

El género Sphaeralcea perteneciente a la fami-
lia Malvaceae, esta representado por alrededor de
40 especies que se encuentran principalmente en la
parte occidental de Norteamérica, y mas de 50%
se distribuyen en México, la especie mas represen-
tativa es Sphaeralcea angustifolia Cav. G. Don.,
una planta cominmente conocida como vara de
San José, hierba del negro o tlixihuitl en la lengua
nahuatl (Rzedowski y Rzedowski, 2005), la cual
se encuentra ampliamente distribuida (McVaugh,
2001). Andrade-Ceto (2009) reporta que ha sido
utilizada por su efecto antiinflamatorio en enfer-
medades como tonsilitis, bronquitis, conjuntivitis,
reumatismo, contusiones y hemorroides. También
se utiliza como cicatrizante, en el tratamiento de
desordenes gastrointestinales como diarrea y disen-
teria (Garcia-Rodriguez et al., 2012; Calzada et al.,
2017) y la osteoartritis (Romero-Cerecero et al.,
2013).

Los Pucciniales (Basidiomycota) son un orden
de hongos parasitos obligados de plantas vascula-
res, con ciclos de vida complejos y causantes de en-
fermedades conocidas como royas (Toome-Heller,
2016; Aime et al., 2018). En la actualidad, se estima
que existen de 7500 a 8500 especies descritas de
Pucciniales siendo el género Puccinia el que mas
pérdidas econémicas causa (Toome-Heller, 2016)
y el que comprende el mayor nimero de especies
reportadas con aproximadamente 4000. Por lo ante-
rior, y por la alta especificidad con sus hospedantes,
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life cycles and causing diseases known as rusts
(Toome-Heller, 2016; Aime et al., 2018). There
are currently an estimated 7,500 to 8,500 described
species of Pucciniales, with the genus Puccinia
causing the most economic losses (Toome-Heller,
2016) and
species. Due to their high host specificity, studying
their evolution is complicated (Aime et al., 2018).
Puccinia sherardiana (Horst, 2013; Demers et
al., 2015) affects different species of the genera

comprising approximately 4,000

Sphaeralcea, Sidalceae, Althaea, Malvastrum,
Alcea (Malvaceae). This rust is reported as
microcyclic (Briere and Franc, 1998; Dugan and
Nazaire, 2011) and produces symptoms and signs
in the stem and leaves, such as the presence of dark
brown telia surrounded by chlorotic halos. These
symptoms have been reported in Sphaeralcea
grossulariaefolia, S. munroana, and Sidalcea
malviflora in the USA (Briere and Franc, 1998;
Sampangi et al., 2010). The objectives of this study
were to observe the life cycle of P. sherardiana in
S. angustifolia, provide a detailed morphological
description of the fungus,
pathogenicity.

From June to August in 2017 and 2018, S.
angustifolia plants with sori were collected in the
Santa Maria region (19°51°23.60” N, 98°44°57.02”
W), Axapusco, State of Mexico. To describe the
pathogen morphometrics, spermatia, aeciospores,
teliospores, and sections of spermogonia, aecia,
and telia were mounted separately in a drop
of lactophenol with cotton blue on glass slides
for observation under light microscopy. The
morphology and size of 50 spores were determined
at a magnification of 40X. The surface structures
of the aeciospores and teliospores were observed
directly using a scanning electron microscope (Carl
Zeiss®). Telia and teliospores characteristics were
compared with taxonomic keys and descriptions by
Hotson (1934) and Arthur (1962).

and confirm its
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se complica el estudio de su evolucion (Aime et al.,
2018). Diferentes especies de los géneros Sphae-
ralcea, Sidalceae, Althaea, Malvastrum, Alcea
(Malvaceae), son afectadas por Puccinia sherar-
diana (Horst, 2013; Demers ef al., 2015), una roya
reportada como microciclica (Briere y Franc, 1998;
Dugan y Nazaire, 2011), la cual se caracteriza por
producir sintomas y signos tanto en el tallo como
en las hojas que consisten de la presencia de telios
de color café oscuro, rodeados por halos cloréticos.
Estos sintomas se han reportado en Sphaeralcea
grossulariaefolia, S. munroana y Sidalcea malvi-
flora en EE. UU. (Briere y Franc, 1998; Sampan-
gi et al., 2010). Los objetivos del presente trabajo
fueron observar el ciclo de P sherardiana en S.
angustifolia, realizar una descripcion morfologica
detallada del hongo y verificar su patogenicidad.

Durante junio a agosto, en los afios 2017 y
2018, se recolectaron plantas de S. angustifolia con
desarrollo de soros, en la region de Santa Maria
(19°51°23.60” N, 98°44°57.02” O), Axapusco, Es-
tado de México. Para la descripcion morfométrica
del patogeno, los espermacios, eciosporas y telios-
poras, asi como secciones de los espermogonios,
ecios y telios se montaron por separado en una gota
de lactofenol con azul de algodon sobre portaobje-
tos para su observacion en microscopia de luz. Se
determiné la morfologia y tamafio de 50 esporas a
una magnificacion de 40X. Las estructuras superfi-
ciales de las eciosporas y teliosporas se observaron
directamente usando un microscopio electronico de
barrido de emision de campo (Carls Zeiss®). Las
caracteristicas de los telios y teliosporas se com-
pararon con claves taxonomicas y descripciones
realizadas previamente por Hotson (1934) y Arthur
(1962).

Para confirmar la identidad del hongo, se ras-
paron eciosporas a partir de un ecio de plantas sin-
tomaticas colectadas en campo, a partir del cual se
extrajo el ADN. La calidad del ADN se verifico

259



MExiICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY
RevisTA MExicaNa DE FITOPATOLOGIA

FuLLy BILINGUAL

To confirm the identity of the fungus,
aeciospores were collected from an aecium of
symptomatic plants in the field and DNA was
extracted from them. The quality of the DNA
was verified by electrophoresis on a 1% agarose
gel stained with ethidium bromide and visualized
under UV light using an M-26X transilluminator
(UVP Ltd®, USA). The identity of the fungus was
confirmed by amplifying part of the 28S ribosomal
DNA gene (including D1 and D2 domains) using
the LROR and LR6 primers (Vilgalys and Hester,
1990, Aime et al., 2006). Each reaction mixture (50
uL) contained PCR Buffer 1X, 0.02 U uL!' of DNA
polymerase (Promega®, USA), 2.5 mM MgCl,, 0.2
mM dNTPs, 0.8 Mm of each primer, and 2 ng of
template DNA. The PCR was carried out in a Bio-
Rad C1000 thermocycler (Bio-Rad Laboratories®,
USA) with initial denaturation at 95 °C for 3 min,
35 cycles of 95 °C for 90 s, 50 °C for 60 s, 72 °C
for 90 s (alignment), followed by a final extension
at 72°C for 7 min. The amplified PCR products
were purified using the QIAquick PCR purification
kit (Qiagen®, USA) and sequenced at Macrogen
(Seoul, Korea). Similar sequences deposited
in the GenBank NCBI (National Center for
Biotechnology Information) were obtained using
the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
algorithm. The matrices were compiled using the
MEGA 5.0.5 program and analyzed using Bayesian
inference criteria. The alignments were performed
online using the MAFFT 7 program with E-INS-i
and FFT-NS-i strategies and default parameters.
Plants of S. angustifolia were propagated under
isolated conditions in a greenhouse. The plants
were potted in polyethylene bags with a substrate
comprised of agrolite, peat, and forest soil in a
ratio of 20, 30, and 50%, respectively. The mixture
was sterilized in an autoclave at 121 Ib three
times for 30 minutes each time. At six weeks of
age, the plants were inoculated via leaf spray with
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mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%
teflido con bromuro de etidio y visualizado bajo luz
UV usando un transiluminador M-26X (UVP Ltd®,
EE. UU.). Se amplifico por PCR parte del gen 28S
del ADN ribosémico (incluyendo los dominios D1
y D2) usando los iniciadores LROR y LR6 (Vil-
galys y Hester, 1990, Aime et al., 2006). Cada mez-
cla de reaccion (50 pL) contenia Buffer para PCR
1X, 0.02 U uL! de ADN polimerasa (Promega®,
EE. UU.), 2.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs,
0.8 Mm de cada iniciador y 2 ng de ADN molde. La
PCR se llevo a cabo en un termociclador Bio-Rad
C1000 (Bio-Rad Laboratories®, EE. UU.) usando
las siguientes condiciones: desnaturalizacion ini-
cial a 95 °C por 3 min, 35 ciclos a 95 °C por 90 s, 50
°C por 60 s, 72 °C por 90 s (alineamiento), seguido
de una extension final a 72°C por 7 min. Los pro-
ductos amplificados de PCR se purificaron usando
el kit de purificacion QIAquick PCR (Qiagen®, EE.
UU.), y se secuenciaron en la empresa Macrogen
(Seul, Corea). Se realizaron busquedas utilizan-
do el algoritmo BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) para obtener secuencias similares
depositadas en el GenBank NCBI (National Cen-
ter for Biotechnology Information). Las matrices
fueron compiladas utilizando el programa MEGA
5.0.5. Los alineamientos fueron realizados en inter-
net utilizando el programa MAFFT 7 mediante las
estrategias E-INS-i y FFT-NS-i y los parametros
por defecto. Las matrices fueron analizadas utili-
zando criterios de inferencia Bayesiana.

Plantas de S. angustifolia se reprodujeron bajo
condiciones aisladas en invernadero. Las plantas
se colocaron en bolsas de polietileno con sustrato
a base de agrolita, turba y tierra de monte en una
proporcion de 20, 30 y 50%, respectivamente; la
mezcla se desinfestd en autoclave a 121 1b tres ve-
ces durante 30 min cada vez. Cuando las plantas
alcanzaron una edad de seis semanas, las hojas se
inocularon mediante aspersién con una suspension
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a suspension of teliospores at a concentration
of 1 x 10* teliospores mL"', sourced from plants
displaying symptoms of the pathogen. Inoculated
plants were kept in greenhouse conditions, with an
average temperature of 22 °C during the day and
18 °C at night, and relative humidity of 60%. The
experiment was replicated twice.

In the field, symptoms began as light green
circular spots on both the adaxial and abaxial
surfaces of the leaves (Figure 1A and 1B). Small

de teliosporas a una concentracion de 1 ~ 10 telios-
poras mL!, estas se obtuvieron a partir de plantas
con signos del patdgeno. Las plantas inoculadas
se conservaron bajo condiciones de invernadero
(temperatura promedio de 22 °C en el diay 18 °C
durante la noche y 60 % de humedad relativa). El
ensayo se repitid dos veces.

En campo, los sintomas iniciaron con una deco-
loracion verde claro en forma de manchas circula-
res que se observaron por ambos lados de la hoja

Figure 1. Symptoms and signs induced by Puccinia sherardiana in plants of Sphaeralcea angustifolia. A, B) Light green
circular spots; C, D and E) Development of yellow aecia; F and G) Development of telia on leaf and stem; H) Telia

delimited by a chlorotic halo.

Figura 1. Sintomas y signos inducidos por Puccinia sherardiana en plantas de Sphaeralcea angustifolia. A, B) Manchas
circulares de color verde claro; C, D y E) Desarrollo de ecios de color amarillo; F y G) Desarrollo de telios en hoja

y tallo; H) Telios delimitados por una halo clorético.
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light brown dots subsequently developed in the
center of the spots, corresponding to the formation
of spermogonia. The spots then progressed to a
light yellow color and irregularly increased in
size, accompanied by the development of yellow
accia and aeciospores on the abaxial surface
(Figure 1C, 1D, and 1E). Telia were then formed
(Figure 1F), which gave rise to teliospores. Both
telia and teliospores were exclusively observed on
the abaxial surface, as well as on the stem (Figure
1G). Telia were surrounded by chlorotic halos, and
lesions of brown color delimited by the chlorotic
halo were observed on the adaxial surface (Figure
1H).

The pycnia (spermogonia) were found to
develop in small groups on opposite sides of
the aecium. These structures were epiphyllous,
subepidermal, and belonged to the V group type 4
classification (Cummins and Hiratsuka, 2003) light
brown, located on opposite sides of the ecium,
globose, 120-150 um in diameter (Figure 2A).

The pycniospores (spermatia) were ellipsoidal
to subglobose, hyaline to yellowish, and not septate,
measuring 3.5 x 2.5 um. The aecia were observed
to be hypophyllous, cup-shaped, and clustered
with a light brown color, measuring 219-230 pm
in diameter (Figura 2B, 2C). The aeciospores were
oblong to ellipsoidal, finely echinulate, 16.46 X
14.38 pum, and possessed a hyaline wall 1.5 pm
thick, with the inner part appearing light brown or
yellowish (Figura 2D). The telia found on stems
were hypophyllous, cushion-shaped, verrucose,
and regularly confluent, with a reddish-brown to
dark brown color. Teliospores appeared mostly
ellipsoidal to oblong, bicellular, and contained
a central constriction with an apical pore. They
averaged 15 x 42 um and had smooth, dark brown
or brown walls, measuring 0.5-1.5 pum thick at
the sides and 1.5-3 um apically (Figura 2E, 2F).
The teliospore pedicels were usually yellowish,
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(adaxial y abaxial) (Figura 1Ay 1B); en el centro se
desarrollaron pequefios puntos de color café claro
que correspondieron a la formacién de los esper-
mogonios; posteriormente, las manchas se tornaron
de color amarillo claro y crecieron en tamafio de
forma irregular, en esta etapa en la parte abaxial se
observo el desarrollo de ecios y eciosporas de co-
lor amarillo (Figura 1C, 1D y 1E). Posteriormente,
se formaron los telios (Figura 1F) y estos dieron
origen a teliosporas, ambos casos sucedieron uni-
camente en la parte abaxial, asi como en el tallo
(Figura 1G); los telios estuvieron delimitados por
halos cloroticos, en la parte adaxial se distinguie-
ron lesiones de color café delimitadas por el halo
clorédtico (Figura 1H).

Los picnios (espermogonios) se desarrollaron en
grupos pequenos y fueron epifilos, subepidermales,
del grupo V tipo 4 (de acuerdo con la clasificacion
de Cummins y Hiratsuka, 2003), cafés claros, lo-
calizados en lados opuestos del ecio, globosos, de
120-150 pm de diametro (Figura 2A). Las picnios-
poras (espermacios) fueron hialinos a amarillentos,
no septados, elipsoidales a subglobosos, de 3.5 x 2.5
um. Los ecios fueron hipoéfilos, cupulados, agrupa-
dos, café claro, de 219-230 um de diametro (Figura
2B, 2C). Las eciosporas fueron oblongas a elipsoi-
dales, finamente equinuladas, de 16.46 x 14.38 um,
con pared hialina de 1.5 pm de grosor, pero con la
parte interior café claro o amarillento (Figura 2D).
Los telios sobre tallos fueron hipofilos, pulvinados,
verrucosos, regularmente confluentes, café rojizo
a café oscuro. Las teliosporas se presentaron en
grupos, mayormente elipsoidales a oblongas, con
una constriccion central, bicelulares, con poro api-
cal, de tamafio promedio de 15 x 42 um, lisa, café
oscuro a caf¢, con pared de 0.5-1.5 um de grosor a
los lados y 1.5-3 pum apicalmente (Figura 2E, 2F).
Los pedicelos de las teliosporas usualmente fueron
amarillentas, persistentes, de 105 pm de longitud y
con paredes lisas de 1.5 um de grosor. Basados en
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persistent, 105 pum long, and had smooth walls 1.5
um thick. Puccinia sherardiana was identified as
the rust based on morphological characteristics
of the teliospores, according to previous studies
(Arthur, 1962; Dugan and Nazaire, 2011; Demers
et al., 2015). The observation period did not reveal
the uredinial state.

caracteristicas morfolégicas de las teliosporas, la
roya se identifico como Puccinia sherardiana (Ar-
thur, 1962; Dugan y Nazaire, 2011; Demers ef al.,
2015). El estado uredinial no se presentd durante el
periodo de observaciones.

Los sintomas y signos foliares se observaron a
los 15 dias después de la inoculacién en invernadero,

Figure 2. Reproductive structures of Puccinia sherardiana as seen by light microscopy (A) and scanning electron microscopy
(B-F). A) Longitudinal section of a spermogonium. B-C) Eciospores. D) Eciospores. E-F) Teliospores.

Figura 2. Estructuras de reproduccion de Puccinia sherardiana vistas en microscopia de luz (A) y microscopia electrénica
de barrido (B-F). A) Corte longitudinal de un espermogonio. B-C) Ecios. D) Eciosporas. E-F) Teliosporas.
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Symptoms and signs on leaves were observed
15 days
were observed in formation at this time, which

after greenhouse inoculation. Ecia
subsequently gave rise to eciospores after rupturing
the leaf epidermis. The formation of telia and
teliospores was observed five days later. The
characteristics of the teliospores were observed
and confirmed to be consistent with those of P.
sherardiana, completing Koch’s Postulates.

The sequence generated in this study was
deposited in the GenBank database under accession
number MN967778.1. Phylogenetic analysis was
conducted using the partial sequence of the 28S
gene and the Bayesian inference criterion. The
analysis showed a posterior probability value of
0.99 with sequences of P. sherardiana isolates
BPI871783 and BP1102198 (Figure 3).

Pucciniasherardianahasbeenreported infecting
various species within the family Malvaceae in
the United States (Arizona, California, Colorado,
Nevada, Oregon, Washington, Idaho, Nebraska,
New Mexico, Texas, Utah, Wyoming, Montana,
and North Dakota) infecting different species
of the genera Alcea, Malvastrum, Sidalcea and
Sphaeralcea, within the family of the family
Malvaceae (Arthur, 1962; Briere and Franc, 1998;
Dugan and Nazaire, 2011; Demers et al., 2015).
In Mexico, the presence of P. sherardiana was
reported by Arthur (1962), but information about
the collection site or host was not provided. Demers
et al. (2015) identified this rust in two specimens
(origin unknown) of Sphaeralcea sp. intercepted
in El Paso, Texas, from goods entering from the
border with Mexico. Morphometrically, teliospore
characteristics of P. sherardiana identified on
S. angustifolia were similar to those reported by
Arthur (1962), Briere and Franc (1998), Dugan
and Nazaire (2011), and Demers et al. (2015), but
differences were found in this study. The teliospores
were narrower (15.8 pm) than the size reported
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tiempo en el cual se presentaron ecios en forma-
cion, los cuales posteriormente dieron origen a la
formacion de eciosporas, después de romper la epi-
dermis de la hoja. Cinco dias después se observo
la formacion de telios y teliosporas, estas ultimas
fueron observadas para completar los Postulados
de Koch, sus caracteristicas correspondieron con
las observadas previamente para el caso de P. she-
rardiana.

La secuencia generada en este estudio se depo-
sitd en la base del GenBank con numero de acceso
MNO967778.1. El analisis filogenético generado con
la secuencia parcial del gen 28S y usando el criterio
de inferencia Bayesiana mostr6é un valor de 0.99
de probabilidad posterior con secuencias de los ais-
lados BPI871783 y BPI102198 de P. sherardiana
(Figura 3).

Puccinia sherardiana se ha reportado en los EE.
UU. (Arizona, California, Colorado, Nevada, Ore-
gon, Washington, Idaho, Nebraska, Nuevo México,
Texas, Utah, Wyoming, Montana y North Dakota)
infectando diferentes especies de los géneros A/-
cea, Malvastrum, Sidalcea y Sphaeralcea, dentro
de la familia Malvaceae (Arthur, 1962; Briere y
Franc, 1998; Dugan y Nazaire, 2011; Demers et al.,
2015). En el caso de México, Arthur (1962) men-
ciond que P. sherardiana esta presente en el pais;
sin embargo, no se proporcionaron datos del sitio
de colecta ni del hospedante; por su parte Demers
et al. (2015), identificaron a esta roya en dos es-
pecimenes (de origen desconocido) de Sphaeral-
cea sp., en intercepciones realizadas en El Paso,
Texas, en mercancia que entraba por la frontera de
Meéxico. En lo que respecta a la morfometria, las
caracteristicas de las teliosporas de P. sherardiana
identificadas sobre S. angustifolia fueron similares
a las reportadas por Arthur (1962), Briere y Franc
(1998), Dugan y Nazaire (2011) y Demers et al.
(2015). Sin embargo, en este estudio se presenta-
ron diferencias, por ejemplo, las teliosporas fueron
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Figure 3. Bayesian tree generated from alignment of partial 28S gene sequences of Puccinia species. Bayesian posterior
probability values above 0.50 are shown at the nodes. Pucciniosira pallidula isolate BP1863541 was used as an

outgroup.
Figura 3. Arbol Bayesiano generado a partir de alineamiento de secuencias parciales del gen 28S de especies de Puccinia.
Los valores de probabilidad posterior Bayesianos arriba de 0.50 se muestran en los nodos. El aislado BP1863541

de Pucciniosira pallidula se usé como grupo externo.
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(27-30 um) by previously mentioned authors for
different hosts, such as 30.85 pm in Sphaeralcea
grossulariaefolia and S. munroana, 21-25 pm in
Sidalcea malviflora, and 18-30 um in Alcea rosea.
Briere and Franc (1998) reported the presence of
telia on both sides of the leaf in S. grossulariaefolia
and S. munroana. Dugan and Nazaire (2011)
observed telia primarily on the adaxial side of
leaves of Sidalcea malviflora, whereas in this
study, they were only found on the abaxial side.
Under greenhouse conditions, foliar symptoms
were successfully reproduced by inoculating six-
week-old S. angustifolia plants with P. sherardiana
teliospores for a period of 15 days, with an average
temperature of 22 °C during the day and 18 °C at
night. Briere and Franc (1998) completed Koch’s
postulates in a period of 13 days using 8-week-
old plants and temperatures of 20 °C and 15 °C
during the day and night, respectively. This work
provides the first description of the morphometric
characteristics of the pycnia and pycniospores and
reports the aecial phase, along with a description
of the aecia and aeciospores. It presents the
first evidence for a possible reclassification of
P. sherardiana as a demicyclic rust, rather than
microcyclic, as previously reported by Arthur
(1962), Briere and Franc (1998), and Dugan and
Nazaire (2011), which stated that the rust lacked
the aecial and uredinial phases. However, it is still
unknown whether it does or does not present the
uredinial part.

CONCLUSIONS

P. sherardiana is reported for the first time in
Axapusco, State of Mexico. Based on pathogenicity
tests, it has been demonstrated that healthy plants
inoculated with this rust can develop symptoms
and signs similar to those observed in the initial
phase. The present study aims to provide insights
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mas angostas (15.8 um), respecto al tamafo re-
portado (27-30 wm) por los autores anteriormente
mencionados en diferentes hospedantes, 30.85 um
en Sphaeralcea grossulariaefolia y S. munroana,
21-25 um en Sidalcea malviflora, y de 18-30 um
en Alcea rosea. Con respecto al desarrollo de telios,
Briere y Franc (1998) reportaron que estan presen-
tes en ambos lados de la hoja en S. grossulariaefo-
lia y S. munroana. Por su parte, Dugan y Nazaire
(2011) observaron telios principalmente en la parte
adaxial de hojas de Sidalcea malviflora, mientras
que en este estudio solo se presentaron en la parte
abaxial. Los sintomas foliares son factibles de re-
producir mediante la inoculacion de plantas de S.
angustifolia de seis semanas de edad con teliospo-
ras de P. sherardiana en condiciones de inverna-
dero y en un periodo de 15 dias con temperatura
promedio de 22 °C en el dia y 18 °C durante la
noche. Por su parte, Briere y Franc (1998) com-
pletaron los postulados de Koch en un periodo de
tiempo de 13 dias al utilizar plantas de 8 semanas
de edad y temperatura de 20 y 15 °C durante el dia
y noche, respectivamente. Es importante mencio-
nar que en este trabajo se describen por primera vez
las caracteristicas morfométricas de los picnios y
picniosporas y se reporta la fase ecial con la respec-
tiva descripcidon de los ecios y eciosporas, con lo
cual se presentan las primeras evidencias para una
posible reclasificacion de P. sherardiana como una
roya demiciclica y no microciclica como se ha re-
portado anteriormente por Arthur (1962), Briere y
Franc (1998) y Dugan y Nazaire (2011) al mencio-
nar que la roya carece de la fase ecial y uredinial.
Sin embargo, atin se desconoce si presenta o no la
parte uredinal.

CONCLUSIONES

Se reporta por primera vez a P. sherardiana en
Axapusco, Estado de México. Las pruebas de
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into the life cycle of P. sherardiana, specifically
focusing on the various stages involved in infecting
Sphaeralceae angustifolia.
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Abstract. The chili crop (Capsicum annuum) in
Mexico represents an important economic source;
however, every year there are losses in production
of 40 to 100% due to the root disease known as
wilt, which causes premature death of plants, this
disease is caused by the fungi complex formed
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Resumen. El cultivo de chile (Capsicum annum)
en México representa una fuente importante de in-
gresos; sin embargo, cada afio se presentan pérdidas
en la produccioén entre el 40 y 100% por la enferme-
dad conocida como marchitez. Esta enfermedad
provoca la muerte prematura de plantas ocasionada
por el complejo formado por Rhizoctonia solani,
Fusarium oxysporum, F. solani y Phytophthora
capsici. El objetivo de esta investigacion fue ais-
lar hongos antagonicos a patégenos asociados a la
marchitez del chile a partir de muestras de suelo
obtenidas en el sur de Guanajuato, México. Se ais-
laron hongos con potencial antagénico a Phyto-
phthora spp., Fusarium spp. y Rhizoctonia spp. Se
identificaron tres hongos con actividad antagénica
constante, inhibiendo el crecimiento micelial, entre
el 41-83%. La identificacion molecular de los an-
tagonistas se realizd amplificando las regiones in-
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by Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum,
and Phytophthora capsici.
The objective of this research was to isolate
antagonistic fungi to the pathogens causing wilt
from soil samples obtained in the southern of the
state of Guanajuato, Mexico. Antagonistic fungi

Fusarium solani

potential against Rhizoctonia spp., Fusarium spp.
and Phytophthora spp. were isolated. Then three
fungi isolates presented antagonistic potential,
inhibiting mycelial growth by 41 to 83%. Molecular
identification of the antagonist fungi was performed
by amplifying the intergenic transcriptional regions
(ITS) of the 18S ribosomal DNA component
of fungi. This research contributes to the study
of biological control of root pathogens using
beneficial native microorganisms present in crop
soils affected by pathogens associated with chili
wilt in southern Guanajuato, Mexico.

beneficial

Keywords:  Growth inhibition,

microorganisms, root pathogens.

In 2021, chili pepper (Capsicum annuum)
production in Mexico reached 3,086,742 t, valued
at 30,642.66 million pesos (SIAP, 2022). Despite
this, various root diseases have been affecting chili
pepper yields in recent years, resulting in wilting
and premature plant death (Pérez-Acevedo, 2017).
Depending on chili genotypes, environmental
conditions, pathogenicity of the pathogens, and
inoculum quantity in the soil, wilting can cause
losses of 40 to 100% in chili pepper cultivation
(Tembhurne et al., 2017). This disease complex
is caused by Rhizoctonia solani, Fusarium
oxysporum, F. solani, and Phytophthora capsici
(Montero-Tavera et al, 2013), which lead to
wilting, premature leaf drop, chlorosis, necrosis,
strangulation at the stem base, and soft, watery rot
due to vascular bundle obstruction (Pérez-Acevedo,
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tergénicas transcripcionales (ITS) del componente
ADN 18S ribosomal, identificando los géneros 7ri-
choderma, Aspergillus y Penicillium. Esta inves-
tigacion contribuye al estudio de alternativas de
control bioldgico de patogenos de raiz, emplean-
do microorganismos nativos presentes en suelos de
cultivo afectados por la marchitez del chile en el
sur de Guanajuato, México.

Palabras clave: Inhibicion de crecimiento, micro-
organismos benéficos, patdogenos de raiz.

La produccion de chile (Capsicum annuum)
en México en 2021 gener6 una produccion de
3,086,742 t conun valor de produccion de 30,642.66
millones de pesos (SIAP, 2022). No obstante, en
los tultimos afios el rendimiento de esta hortaliza
ha sido afectado por diversas enfermedades, princi-
palmente de raiz, que provoca sintomas de mar-
chitez y muerte prematura de la planta (Pérez-
Acevedo, 2017). Se estima que la marchitez puede
causar pérdidas en el cultivo del chile del 40 al
100%, esto dependera de los genotipos de chile,
las condiciones ambientales, la patogenicidad de
los patogenos y la cantidad de inoculo en el suelo
(Tembhurne et al., 2017). De acuerdo con diver-
sos autores, esta enfermedad es ocasionada por un
complejo formado por Rhizoctonia solani, Fusa-
rium oxysporum, F. solani y Phytophthora capsici
(Montero-Tavera et al., 2013). Este complejo causa
marchitamiento y caida prematura de las hojas, clo-
rosis, necrosis y estrangulamiento en la base del
tallo, pudricion suave y acuosa, estos sintomas se
presentan debido a la obstruccion de los haces vas-
culares (Pérez-Acevedo, 2017). Ademas, del dafio
causado por P. capsici, como la pérdida de turgen-
cia y amarillamiento de hojas, necrosis en la base
del tallo y muerte de planta en menos de 25 dias
(Gémez-Hernandez et al., 2018; Pérez-Acevedo
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2017). P. capsici can cause loss of turgidity,
yellowing leaves, necrosis at the stem base, and
plant death in under 25 days (Goémez-Hernandez et
al., 2018; Pérez-Acevedo et al., 2017). Fusarium
spp. causes leaf discoloration and curling, followed
by total wilting due to damage to the vascular
system and interruption of physiological processes
(Morid et al., 2012). During the first days of
seedling growth, the association of Rhizoctonia
sp. and Phytium sp. leads to wilting, chlorosis,
necrosis at the stem base, epidermis fall, and plant
death (Pérez-Acevedo et al., 2017).

Crop management practices for these pathogens,
including agrochemical application, control of soil
moisture, and cultural practices (Gonzalez-Chavira
et al., 2009). However, in recent years, studies
have focused on biological control to reduce
agrochemical use, protect consumer health, and
minimize environmental impact (Zhao et al., 2021).
Bacteria, actinomycetes, and mycoparasitic fungi
are the most commonly used microorganisms for
controlling P. capsici, R. solani, and F. oxysporum
(Yadav et al, 2021). These biological control
agents occur naturally in the soil microbiota, where
they can persist in a microscopic mix of thousands
and millions of microorganisms per gram of
soil (Ezziyyani et al., 2004). The importance of
biological control relies significantly on native
microorganism species, which can function as
antagonists through antibiosis, competition for
space or nutrients, direct interactions with the
pathogen (mycoparasitism and enzymatic lysis),
and induction of resistance.

Due to the economic significance of chili
cultivation in Guanajuato, Mexico, the objective
of this study was to isolate antagonistic fungi
from soil samples collected in production areas
located in the southern region of the state, with the
purpose of determining their effectiveness against
fungi associated with chili wilt. By conducting
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et al., 2017). De acuerdo con Morid et al. (2012)
la sintomatologia causada por Fusarium spp. es la
decoloracion y enrollamiento de las hojas, seguido
del marchitamiento total de la planta causado por el
dafio al sistema vascular y la interrupcion de los
procesos fisiologicos para la produccion. Duran-
te los primeros dias de crecimiento de plantulas se
ha determinado la asociacion de Rhizoctonia sp.
y Phytium sp. (Pérez-Acevedo et al., 2017), cau-
sando marchitez, clorosis, seguido de necrosis en
la base del tallo, caida de epidermis y por ultimo la
muerte de la planta.

Para el manejo de estos patogenos, se realiza di-
ferentes practicas de manejo del cultivo como la
aplicacion de agroquimicos, control de humedad
del suelo y practicas culturales (Gonzalez-Cha-
vira et al., 2009). En los ultimos afios se han desa-
rrollado estudios enfocados en el control biologico
con el fin de reducir la aplicacion de agroquimicos,
ademas de salvaguardar la salud del consumidor y
reducir el impacto al medio ambiente (Zhao ef al.,
2021). Los microorganismos mas utilizados para el
control de P. capsici, R. solani y F. oxysporum son
bacterias, actinomicetos y hongos micoparasitos
(Yadav et al.,, 2021). Estos agentes de control bio-
logico se encuentran de forma natural en la mi-
crobiota del suelo, donde pueden persistir en una
mezcla microscopica de miles y millones de ellos
por cada gramo de suelo (Ezziyyani ef al., 2004).
La importancia del control biolégico depende en
gran medida de las especies nativas de microorga-
nismos que pueden funcionar como antagonistas a
través de la antibiosis, competencia por espacio o
por nutrimentos, interacciones directas con el pato-
geno (micoparasitismo y lisis enzimatica) e induc-
cion de resistencia.

Dada la importancia econdomica del cultivo de
chile en Guanajuato, el presente trabajo tuvo como
objetivo aislar hongos antagénicos a partir de
muestras de suelo obtenidas en areas de produccion

270



FuLLy BILINGUAL

MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY
REvISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

this investigation, valuable local information is
provided for the biological control of wilt-causing
fungi.

In July 2017, fungi and oomycetes associated
with chili wilt were isolated from three plots of
San Luis cv. poblano chili plants at the Bajio
Experimental Field of the National Institute of
Forestry, Agriculture and Livestock Research
(INIFAP). Five plants displaying symptoms of
wilt, stem rot, stunting, thick stem, and shoot death
selected from each plot, placed in polyethylene
bags inside a cooler, and transported to the
laboratory for processing. Soil collections were
carried out during the OI-2018 and PV-2019
cycles in 25 locations across eight chili-producing
municipalities in Guanajuato, where plants in
vegetative growth with characteristic symptoms
of wilt, stem rot, chlorosis, and stunting were
recorded. It was observed in both cycles that
no agronomic management was implemented,
including soil disinfection before planting; poor
weed control, and waterlogging caused by uneven
terrain or leaks from the irrigation tape. Five soil
subsamples were taken from around the chili plants
at a depth of 15-20 cm and homogenized to obtain
a composite sample of 500 g (Table 1).

To process the wilted plants, we removed their
aerial parts, preserved the stem, root collar, and
root, and made 1 cm? tissue cuts. The cuts were
disinfected with 5% sodium hypochlorite for 30 s
and washed twice with sterile water. We placed the
tissue on Potato Dextrose Agar (PDA) medium and
incubated it at 25 °C. After five to seven days, we
observed mycelial growth and isolated the colonies
that developed. We identified all strains of interest
according to their morphological characteristics
(Sneh et al., 1991; Van der Plaats-Niterink, 1981;
Barnett and Hunter, 1972). To purify the strains,
we re-isolated them on PDA using hypha tips
(Rhizoctonia sp., Phytium sp., and Phytophthora
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del sur de Guanajuato, México, para determinar su
efecto contra hongos asociados a la marchitez de
chile. Con este estudio se aporta informacion local
para el control biologico de los hongos causantes
de la marchitez.

En julio de 2017 se aislaron hongos y oomi-
cetos asociados a la marchitez en plantas de chile
poblano cv. San Luis cultivada en tres parcelas del
Campo Experimental Bajio del Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricoas y Pecua-
rias (INIFAP). Se seleccionaron cinco plantas de
cada parcela que presentaban marchitez, pudricion
de tallo, achaparramiento, tallo grueso y muer-
te de brotes, se colocaron en una hielera en bol-
sas de polietileno hasta su traslado al laboratorio
para su procesamiento. Durante el ciclo OI-2018
y PV-2019 se realizaron colectas de suelo en 25
localidades de ocho municipios productores de chi-
le en Guanajuato. Se registraron plantas en creci-
miento vegetativo con sintomas caracteristicos de
marchitez: pudricidn en tallo, clorosis y enanismo.
En ambos ciclos se constatd que no se realizé un
manejo agronéomico (nula desinfestacion previa a
la siembra del suelo, deficiente control de malezas
y encharcamientos causados por el terreno mal ni-
velado o por fugas de agua de la cinta de riego).
Se tomaron cinco submuestras de suelo de alrededor
de las plantas de chile a una profundidad de 15-20
cm, estas se homogenizaron para obtener una muestra
compuesta de 500 g (Cuadro 1).

Las plantas con sintomas de marchitez se pro-
cesaron de la siguiente manera: se elimind la parte
aérea de las plantas, se conservo el tallo, cuello de
raiz y raiz, y se realizaron cortes de 1 cm? de tejido,
mismos que se desinfestaron con hipoclorito de so-
dio al 5% por 30 s y dos lavados con agua estéril.
El tejido se colocod en medio Papa Dextrosa Agar
(PDA) y se incubaron a 25°C y se observo el cre-
cimiento de micelio durante cinco a siete dias. Una
vez que se desarrollaron las colonias se procedio a
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Table 1. Soil and chili bell pepper plant collection sites for isolation of antagonistic organisms
associated with chili wilt in southern Guanajuato. Sampling cycles, Fall-Winter 2018 and

Spring-Summer 2019.

Cuadro 1. Sitios de colecta de sueloy plantas de chile para el aislamiento de organismos antagonicos
asociados a la marchitez del chile en el sur de Guanajuato. Ciclos de muestreo, Otofio-
Invierno 2018 y Primavera Verano 2019.

Municipio Localidad Coorde'nadas Var.iedades de chile .}for
geograficas unidad de produccion
0-1/2018
Celaya Rancho “Estrada” 20.530793; -100.869292 Crusadier, Aristoteles
Irapuato Cuarta Brigada 20.623832; -101.275164 Crusadier, Aristoteles
Irapuato Rancho “Los Lobos” 20.592263;-101.31285 Crusadier; Aristoteles
Villagran Rancho “El Pintor” 20.514751 -100.944374 Imperial
Silao Loma Bonita 20.992519; -101.507566 Hungaro
Silao Rancho “Santa Faustina” 20.887298; -101.435176 Secuoya, Estrella
Romita Fraccion Puerta Grande 20.88635; -101.495124 Don Vicente
Pénjamo Rancho “Buenos Aires” 20.381657; -101.834033 Arista
Pénjamo Rancho “San Gabriel” 20.429055; -101.598688 5807
Abasolo Rancho “El Palomar” 20.413018;-101.556484 5807
P-V/2019
Cortazar Rancho “Las Fuentes” 20.447392; -100.969701 Serrano
. , Rancho “La Charca” 20.500479; -101.026391 Bravo
Villagran . ,
Villagran 20.490822; -101.027278 Serrano
J. Rosas Santiago Cuenda 20.599575; -101.002517 Serrano
En nombre de Dios 20.548681; -101.549556 Serrano
La Galera 20.441680; -101.569290 Serrano
Abasolo
Rancho 1 20.450681; -101.595814 Serrano
Rancho “El Pitayo” 20.470594; -101.575088 Tajin
Pénjamo Rancho “Buenos Aires” 20.386537; -101.837438 Jalapefio
Guanajuato San José de Llanos 20.845623; -101.315313 Jalapefio
Rancho “Santa Faustina” 20.889908;-101.438975 Pimiento
Silao Parcela junto RSF 20.924923; -101.433522 Pimiento
Rancho de Elisa 20.935769; -101.435210 Pimiento
Romita El Ranchito 20.893356; -101.488338 Jalapefio
La Aldea 20.898463; -101.481889 Serrano

sp.) and single conidial cultures (Fusarium sp. and
Alternaria sp.).

The soil samples underwent serial dilutions
(10'-107), with 1 g of sieved soil sample taken and
saline solution (0.8% NaCl) used as the diluent.
After homogenization in a Genius® vortex for 1
minute, 500 pL of dilutions 103, 10°, and 107 were
cultivated in triplicate on Potato Dextrose Agar
(PDA) and Luria Agar (LA) by surface spreading,
resulting in 18 culture plates per sample. The plates
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su aislamiento. Todas las cepas de interés se iden-
tificaron de acuerdo con sus caracteristicas morfo-
logicas (Sneh et al.,, 1991; Van der Plaats-Niterink,
1981; Barnett y Hunter, 1972). Para la purificacién
de cepas se hicieron re aislamientos en PDA me-
diante punta de hifa (Rhizoctonia sp., Phytium sp.
y Phytophthora sp.) y cultivos monoconidales (Fu-
sarium sp. y Alternaria sp.).

Las muestras de suelo se procesaron mediante
diluciones seriadas (10'-107), se tomé 1 g de muestra
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were then incubated at 25°C for 72 h. Fungi that
grew on the culture media were re-isolated on
PDA and identified at the genus level based on
their macroscopic and microscopic characteristics,
including size, color, type of mycelium, and colony
shape, as well as hyphae, mycelium, conidia, and
conidiophores. Colonies with similar morphological
characteristics were discarded, and those with slow
growth were eliminated. Monosporic cultures were
used to obtain pure strains. To pre-select fungi with
possible antagonistic capacity, dual confrontations
with Phytophthora spp., Fusarium spp., and
Rhizoctonia spp. were performed. Four points were
marked on a PDA culture plate, separated by 1.7
cm, and the candidate antagonist microorganism
was seeded at the first point (approximately 1 cm
from the edge of the plate), with the remaining three
points seeded with the fungus. Possible antagonists
were seeded three days prior to the confrontation
to give them an advantage in growth. The
incubation was carried out at 25°C for five days.
The confrontations were performed in triplicate,
using 12 culture plates and control. To determine
the percentage of radial growth inhibition (PRGI),
the growth radius of Phytophthora spp., Fusarium
spp., and Rhizoctonia spp. was measured, and the
formula used by Suarez et al. (2008) was employed
to calculate the PRGI:

-R2

R1
PRGI= —— x 100
R1

Where R1: radius of the fungus associated with wilt
(control) and R2: radius of the fungus associated
with wilt against the antagonist.

The fungi with a PRGI greater than 50% and
an antagonistic effect against the confronted fungi
were selected. To conduct this test, a PDA medium
disk with Phytophthora spp., Fusarium spp., and
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de suelo tamizado, como diluyente se empled so-
lucion salina (NaCl 0.8 %). Todas las diluciones se
® por 1 mi-
nuto. Se tomaron 500 uL de las diluciones 107,
10° y 107 y se sembraron por triplicado en medio
PDA y Agar Luria (AL) por extension en superfi-
cie, con un total de 18 cajas de cultivo por muestra,
que se incubaron a 25°C por 72 h, los hongos
que crecieron en los medios de cultivo se re aisla-
ron en medio PDA y se identificaron a nivel género
considerando sus caracteristicas macroscopicas y
microscopicas, tales como tamafio, color, tipo de
micelio y forma de las colonias; ademas de hifas,
micelio, conidios y conidiéforos. Las colonias que
presentaban caracteristicas morfologicas similares
fueron descartadas y se eliminaron aquellas con
crecimiento lento. Para la obtencidn de cepas puras
se realizaron cultivos monosporicos. Los hongos
con posible capacidad antagdnica, se sometieron a
una preseleccion a través de confrontaciones dua-

homogenizaron en un vortex Genius

les con Phytophthora spp., Fusarium spp. y Rhi-
zoctonia spp. En cajas de medio PDA se marcaron
en linea cuatro puntos separados por 1.7 cm; en el
primer punto (aprox. a 1 cm del borde de la caja) se
sembrd el microorganismo antagonista candidato y
en los tres puntos restantes se sembro el hongo. Los
posibles antagonistas se sembraron con tres dias de
anticipacion a la confrontacion, con la finalidad
de dar ventaja a su crecimiento. La incubacién se
desarrolld a 25°C durante cinco dias. Las confron-
taciones se hicieron por triplicado, se emplearon 12
cajas de cultivo y un testigo. Se midi6 el radio de
crecimiento de Phytophthora spp., Fusarium spp.
y Rhizoctonia spp. para determinar el porcentaje
de inhibicion del crecimiento radial (PICR). Para
el calculo del PICR se empleo la formula utilizada
por Sudrez et al. (2008):

R1-R2

PICR= x 100
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Rhizoctonia spp. mycelium was placed 1 cm from
the edge of the Petri dish, and the antagonist fungus
was placed at the other end (Correa et al., 2007).
Ten repetitions were carried out for this test. The
growth diameters of the fungi associated with wilt
were measured at 120 hours. The radial growth of
Phytophthora spp., Fusarium spp., and Rhizoctonia
spp. in the absence of the antagonist was
determined as a control. The PRGI was determined
using the formula proposed by Suarez et al. (2008).
Additionally, the degree of antagonism of the
selected isolates was determined using the scale
of Bell et al. (1982), which classifies the area that
the antagonistic organism colonizes in the presence
of the phytopathogen into six categories. The
PRGI in the pre-selection and dual cultures were
analyzed using a factorial design of two factors:
antagonist (11 levels) and pathogen (3 levels). The
data were transformed using the arcsine function
and subjected to analysis of variance and mean
comparison. The R version 1.1.1717 software,
PBC, was used for the statistical analysis.

DNA extraction from 15-day-old fungal strains
was performed using the protocol described by
Lievens et al. (2003). Genomic DNA was quantified
at a wavelength of 260 nm using the Nanodrop
8000 spectrophotometer (Thermo Scientific®),
and its integrity was verified by electrophoresis on
1% agarose gels. All DNA samples were diluted to
concentrationof 10ng uL-1. Theinternal transcribed
spacer (ITS) region of the fungal 18S ribosomal
DNA component was amplified using the primers
ITST (5TCCGTAGGTGAACCTG-CGG3’) and
ITS4 (5TCCTCCGCTTATTGATATGC3’), as
described by White et al. (1990). The expected final
PCR product was 650 bp. The PCR product was
purified using the ZR DNA Sequencing Cleanup
KitTM D4050S following the manufacturer’s
protocol. Sequencing was performed at the Genomic
Services Department of Langebio, CINVESTAV-
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Donde R1: radio del hongo asociados a la marchi-
tez (testigo) y R2: radio del hongo asociados a la
marchitez frente al antagonista.

Se eligieron los hongos que presentaron PICR
mayor a 50%, ademas de que tuvieran efecto anta-
gobnico frente a los hongos confrontados, esta prue-
ba consistio en colocar a 1 cm del borde de la caja
petri un disco de medio PDA con micelio de Phyto-
phthora spp., Fusarium spp. y Rhizoctonia spp. en
el otro extremo el hongo antagonista (Correa et al.,
2007). En esta prueba se emplearon 10 repeticio-
nes. Los diametros de crecimiento de los hongos
asociados a la marchitez se midieron a las 120 h.
Para el testigo se determiné el crecimiento radial
de Phytophthora sp., Fusarium sp. y Rhizoctonia
sp. en ausencia del antagonista, el PICR se determi-
no con la formula utilizada por Suarez et al. (2008).
Adicionalmente, se determiné el grado de antago-
nismo de los aislados seleccionados segun la escala
de Bell et al. (1982), que indica en seis clases el
area que coloniza el organismo antagdnico en pre-
sencia del fitopatogeno. Los PICR en la preselec-
cion y en los cultivos duales se establecieron bajo
un disefio factorial de dos factores: antagonista (11
niveles) y patogeno (3 niveles). Los datos se trans-
formaron con la funcidn arcoseno para realizar un
analisis de varianza y comparacion de medias. Se
empled el software R version 1.1.1717, PBC.

Para la identificacion molecular de los hongos
se utilizé en la extraccion de ADN el protocolo de
Lievens et al. (2003) a partir de cepas de 15 dias.
El ADN gendmico se cuantificé en el espectrofo-
tometro Nanodrop 8000 (Thermo Scientific®) a
una longitud de onda de 260 nm, y su integridad
se verifico por electroforesis en geles de agarosa al
1%. Todas las muestras de ADN fueron diluidas a
10 ng uL_l. Se realizo la amplificacion de la region
espaciador interno (ITS) del componente ADN 18S
ribosomal de hongos, con los iniciadores descritos
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Campus Irapuato, and the obtained information
was analyzed using the Finch TV program (Version
1.4.0) and compared against the BLAST: Basic
Local Alignment Search Tool database.
Microorganisms associated with chili wilt were
identified in the collected samples, with Fusarium
spp. being the most prevalent, followed by
Rhizoctonia spp. and Phytophthora spp. In addition,
the presence of Pythium spp. and Alternaria spp.
was also observed. Table 2 presents the observed
symptoms in the collected plants along with the
corresponding fungus or oomycete identified.

por White et al. (1990) ITS1 (5’ TCCGTAGGTGA-
ACCTG- CGG3’) y ITS4 (S"TCCTCCGCTTATT-
GATATGC3”). El producto de PCR final esperado
fue de 650 pb. La purificacion del producto de PCR
se realizo con el kit ZR DNA Sequencing Cleanup
Kit™ D4050S segun el protocolo del fabricante.
La secuenciacion se realizé en el Departamento de
Servicios Gendmicos del Langebio, CINVESTAV-
Campus Irapuato. La informacion se analiz6 con el
programa Finch TV, Version 1.4.0. y comparada en
la base de datos del BLAST: Basic Local Align-
ment Search Tool.

Table 2. Isolates of fungi and oomycetes associated with chili wilt in symptomatic plants collected in

southern Guanajuato, Mexico.

Cuadro 2. Aislados de hongos y oomicetos asociados a la marchitez del chile en plantas sintomaticas
colectadas en el sur de Guanajuato, México.

Tejido muestreado

Hongo aislado

Sintoma
Marchitez de planta, achaparramiento Raiz, tallo
Marchitez de planta, achaparramiento Raiz, tallo
Muerte de brote Raiz, tallo
Muerte de brote Raiz
Muerte de brote
Muerte de brote Raiz
Muerte de brote Raiz
Tallo grueso Tallo
Marchitez

Raiz, tallo, cuello de raiz

Raiz, tallo, cuello de raiz

Rhizoctonia spp. (binucleada)
Rhizoctonia spp. (mono nuclear)
Rhizoctonia spp. (binucleada)
Pythium spp.

Fusarium spp.

Alternaria spp.

Alternaria spp.

Alternaria spp.

Phytophthora spp.

In total, 120 fungi with potential antagonistic
activity were isolated and screened for pre-selection
asantagonisticagents based on theirmorphologyand
growth rate, resulting in the selection of 11 strains.
The analysis of variance revealed a significant
interaction between the two factors (Table 3) at
a significance level of 0.001. H5P1 exhibited the
highest inhibitory effect against Phytophthora
spp. (80.12%), whereas HMZA (80.1%) and
H6P2 (82.41%) showed similar inhibitory effects
against Fusarium spp. for Rhizoctonia spp., both
HMZA (80.6%) and H6P2 (81.69%) showed the
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Los microorganismos asociados a la marchitez
del chile presentes en las muestras fueron Fusarium
spp., seguido de Rhizoctonia spp. y Phytophthora
spp.; sin embargo, también se observo la presencia
de Pythium spp. y Alternaria spp. En el Cuadro 2 se
indica la sintomatologia observadas en las plantas
colectadas y el hongo u oomiceto que se asocio.

Adicionalmente, se obtuvieron 120 hongos con
posible actividad antagonica; con la determinacion
de morfologia y velocidad de crecimiento, se eli-
gieron a 11 de ellos para emplearlos en la prese-
leccion como agentes antagonistas. El analisis de
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Table 3. Percentage of Radial Growth Inhibition (PRGI %) of pre-selected strains of fungal isolates with antagonistic potential for fungi associated
with chili wilt in southern Guanajuato, Mexico.
Cuadro 3. Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR %) de las cepas preseleccionadas de hongos aislados con potencial antagonico para
hongos asociados a la marchitez del chile en el sur de Guanajuato, México.

Hongos antagonistas

Hongo —i7a H4P5 H4CI12 H5P1 H6P2 HIIP HI3P H14P HI4P3 H20P H22P
Ph 714+24 3145+1.6 5558+0.5 80.12+19 7538+14 2558+23 50.04+23 2514+1.8 2948+44 27.55+2.1 2546+2.0
Y cde nopq f ab bed pqr fghi er nopq opqr pqr
80.1+1.1 20.72+1.5 43.94+1.8 66.67+12 8241+13 3586+22 3594+1.1 5044+£2.0 33.49+25 5241+26 52.81+1.8
Fus .. . .
ab rs ghij e a jklmn jklmn fgh Imnop fg f
. 80.6+1.2 4233+22 30.76+0.9 77.71+0.9 81.69+23 1647+39 41.57+3.6 3522+3.5 5723+74 53.13+5.0 40.08+2.6
Rhi .. .. .
ab hijk nopq bc a s ijkl klmno f f jklm

Phy: Phytophthora spp., Fus: Fusarium spp., Rhi: Rhizoctonia spp. Note: Equal letters do not present significant statistical differences (p<0.001). Values
correspond to the mean and + standard deviation. / Phy: Phytophthora spp., Fus: Fusarium spp., Rhi: Rhizoctonia spp. Nota: Letras iguales no presentan

diferencias estadisticas significativas (p<0.001). Los valores corresponden a la media y + desviacion estandar.

highest inhibitions. The lowest PRGI was observed
for the confrontation of Rhizoctonia spp. against
H11P (16.44%). Therefore, strains HSP1, H6P2,
and HMZA were selected due to their consistent
antagonistic potential with PRGI in the range of 50
to 82% and were identified at the molecular level.
The ITSI
for amplification,

and ITS4 primers were used
resulting in amplicons of
approximately 650 bp, which are characteristic
of fungal isolates (White et al., 1990). Following
sequencing and gene comparison using BLAST,
the isolates were identified with 100% homology.
Aspergillus flavus (H5P1), Penicillium sp. (H6P2),
and Trichoderma harzianum (HMZA) were
identified as the antagonistic fungi (GenBank
accession no. KM386418.1, KP131554.1,
KJ598874.1, respectively). The average PRGI
of the antagonist strains against Phytophthora
spp., Fusarium spp., and Rhizoctonia spp. was
observed to be 50-82% (Table 4). An interaction
was found between the levels of antagonist and
pathogen at a significance level of 0.001. Under
the dual confrontation technique, similar behavior
was observed, where A. flavus (79.72%) and
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varianza mostro interaccion entre los dos factores
a un nivel de significancia de 0.001 (Cuadro 3). El
mayor efecto inhibitorio para Phytophthora spp. se
observo con H5P1 (80.12%). Para Fusarium spp.
se tuvieron dos resultados similares con HMZA
(80.1%) y H6P2 (82.41%). En el caso de Rhizoc-
tonia spp., tanto HMZA (80.6%) y H6P2 (81.69%)
mantuvieron las mayores inhibiciones. El menor
PICR se obtuvo con la confrontacion de Rhizocto-
nia spp. contra H11P (16.44%). Por lo anterior se
seleccionaron a las cepas H5P1, H6P2 y HMZA
debido a que mostraron constante potencial anta-
gonico con PICR en un intervalo de 50 a 82% y se
identificaron a nivel molecular.

La amplificacion con los iniciadores ITS1 e
ITS4 mostraron amplicones de aproximadamente
650 pb, caracteristicos de aislados fungicos (White
et al., 1990). Con la secuenciacion y comparacion
de genes del BLAST se logré la identificacion de
los aislados con homologia del 100%. Los hon-
gos antagonicos identificados fueron Aspergillus
flavus (H5P1), Penicillium sp. (H6P2) y Tricho-
derma harzianum (HMZA). (No. de accesion Ge-
neBank KM386418.1, KP131554.1, KJ598874.1,
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Table 4. Percentage of radial growth inhibition (PRGI) of antagonistic fungi
isolated against fungi associated with chili wilt in southern Guanajuato,
Mexico.
Cuadro 4. Porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR) de hongos
antagonicos aislados contra hongos asociados a la marchitez de chile
en el sur de Guanajuato, México.

Hongo T harzianum A. flavus Penicillium sp.

70.19+£2.03 cd
82.55+1.29a
80.36 = 1.59 ab

79.72 +£2.06 ab 75.30+£2.55 be
66.83 +11.69de 50.77+289¢g
59.18+2.01f 62.59 +£2.00 ef

Phytophthora spp.
Fusarium spp.
Rhizoctonia spp.

Note: Equal letters do not present significant statistical differences (p<0.001).
Values correspond to the mean and + standard deviation. / Nota: Letras iguales no
presentan diferencias estadisticas significativas (p<0.001). Los valores corresponden

a la media y + desviacion estandar.

Penicillium sp. (75.30%) showed greater inhibition
of radial growth of Phytophthora spp., while T.
harzianum exhibited higher inhibition against
Fusarium spp. and Rhizoctonia spp. (82.55%
and 80.36%, respectively). The lowest inhibition
percentages were observed in the confrontation of
Fusarium spp. against Penicillium sp. (50.77%)
and Rhizoctonia spp. against Aspergillus flavus.
Additionally, it was determined that the
obtained antagonism belonged to class 2 and 3
according to Bell et al’s (1982) classification
system (Table 5). Class 2 antagonism covered two-

respectivamente). En cuanto a la capacidad de
inhibicion de las cepas los hongos antagonis-
tas contra Phytophthora spp., Fusarium spp. y
Rhizoctonia spp., se observo un PICR promedio
de 50 a 82% (Cuadro 4). Se encontrd interaccion
entre los niveles del antagonista y de los patogenos
con un nivel de significancia de 0.001. Se observé un
comportamiento similar bajo la técnica de confron-
tacion dual, la inhibicion del crecimiento radial de
Phytophthora spp. fue mayor cuando se confrontd
con A. flavus (79.72%) y Penicilliun sp. (75.30%);
Fusarium spp. y Rhizoctonia spp. presentaron

Table 5. Antagonism class according to Bell ez al. (1982) of T. harzianum,
A. flavus and Penicillium sp. vs fungi associated with chili wilt.

Cuadro 5. Clase de antagonismo segun Bell e al. (1982) de T. harzianum,
A. flavus 'y Penicillium sp. vs hongos asociados a la marchitez

del chile.

Hongo antagonista

Hongo Clase de antagonismo

Trichoderma harzianum  Phytophthora spp.
Fusarium spp.
Rhizoctonia spp.
Phytophthora spp.
Fusarium spp.
Rhizoctonia spp.
Phytophthora spp.
Fusarium spp.
Rhizoctonia spp.

Aspergillus flavus

Penicillium sp.

LN W NN WD N
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thirds of the pathogen’s growth area, while class
3 was characterized by the antagonistic agent and
pathogen colonizing half of the surface each. Class
3 antagonism was observed in the confrontations
of Penicillium sp. against Phytophthora spp.
and Rhizoctonia spp., and T. harzianum against
Rhizoctonia spp., as depicted in Figure 1.

The fungi recovered from plants exhibiting wilt
symptoms are consistent with those reported by
researchers such as Gomez-Hernandez et al. (2018),
Albaiil-Juarez et al. (2015), and Velasquez-Valle
et al. (2013), who linked the disease to P. capsici,
Rhizoctonia sp., Fusarium sp., Verticillium sp.,
and Pythium sp. Alternaria sp was found in the
roots of plants that displayed shoot death, although
this pathogen is not always detected in chili wilt.
Vasquez-Lopez et al. (2009) identified Alternaria in
symptomatic plants, but they could not accurately
determine its pathogenicity. Meanwhile, Garibaldi
et al. (2019) and Begum et al. (2010) demonstrated
that Alternaria alternata and Alternaria tenuis
caused symptoms and even severe damage to the
production. Albanil-Juarez et al. (2015) reported
that F. oxysporum had the highest incidence,
followed by Rhizoctonia sp. and Phytophthora sp.,
in the Bajio and southwest of Guanajuato.

The three antagonistic fungi that exhibited the
highest potential for induced systemic resistance
(PRGI) have been previously documented as
biocontrol agents against various pathogens. For
instance, Polanco-Florian et al. (2020) identified
Aspergillus and Penicillium as biocontrollers of
Lasiodiplodia theobromae and Fomitopsis meliae,
which are the causative agents of citrus stem-
end rot. These fungi were previously considered
as saprophytes and toxin producers; however,
atoxigenic strains that act via competitive exclusion
have been identified, making them suitable for
use in commercial formulations of biocontrol
products. Trichoderma, a widely used biocontrol
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mayor inhibicion frente a 7 harzianum (82.55 %y
80.36%, respectivamente). Los porcentajes menores
de inhibicion se observaron en la confrontacion de
Fusarium sp. contra Penicillium sp. (50.77%) y Rhi-
zoctonia sp. frente a Aspergillus flavus.

Por otra parte, se determino que de acuerdo con
la clasificacion de Bell et al. (1982) se obtuvieron
antagonismo clase 2 y 3 (Cuadro 5). Para la clase
2 se cubrieron dos terceras partes del area de cre-
cimiento de los patdogenos; para la clase 3 el agen-
te antagdnico y el patdogeno colonizaron cada uno
la mitad de la superficie, antagonismo clase 3 se
observo con Penicillium sp. frente a Phytophthora
spp. y Rhizoctonia spp., de la misma forma 7. har-
zianum frente a Rhizoctonia spp. (Figura 1).

Los hongos encontrados en las plantas que pre-
sentaron sintomas de marchitez coinciden con lo
documentado por autores como Gémez-Hernandez
et al. (2018), y Albaiiil-Juarez et al. (2015) y Ve-
lasquez-Valle et al. (2013), quienes asociaron a la
enfermedad con P. capsici, Rhizoctonia sp., Fusa-
rium sp., Verticillium sp. y Pythium sp. En el caso
de Alternaria sp, se encontrd en raices de plantas
que presentaron muerte de brote, este patdégeno no
siempre ha sido detectado en la marchitez de chile,
autores como Vasquez-Lopez et al. (2009) identifi-
caron a Alternaria en plantas con sintomas; sin em-
bargo, no determinaron con exactitud su patogeni-
cidad. En tanto, Garibaldi et al. (2019) y Begum et
al. (2010) demostraron que Alternaria alternata y
Alternaria tenuis causaron sintomas e incluso da-
fos severos en la produccion. Albaiiil-Juarez et al.
(2015) documentaron en el Bajio y suroeste de
Guanajuato que los hongos con mayor incidencia
han sido F. oxysporum, seguido de Rhizoctonia sp.
y Phytophthora sp.

Los tres hongos antagénicos que mostraron ma-
yores PICR han sido documentados como agentes
de biocontrol para otros patéogenos, Polanco-Flo-
rian et al. (2020) identificaron a Aspergillus y
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Figure 1.Dual confrontation (phytopathogen vs. antagonist) Phytophthora spp., Fusarium spp. and Rhizoctonia spp. A) T.
harzianum vs Phytophthora spp., B) T. harzianum vs Fusarium spp., C) T. harzianum vs Rhizoctonia spp., D) A.
flavus vs Phytophthora spp. F) A. flavus vs Fusarium spp., G) A. flavus vs Rhizoctonia spp., H) Penicillium sp. vs
Phytophthora spp., J) Penicillium sp. vs Fusarium spp., K) Penicillium sp. vs Rhizoctonia spp. Above: pathogen
strain, below: antagonist strain. Cultures of 5 days of growth.

Figura 1.Confrontacion dual (fitopatégeno vs. antagoénico) Phytophthora spp., Fusarium spp. y Rhizoctonia spp. A) T.
harzianum vs Phytophthora spp., B) T. harzianum vs Fusarium spp., C) T. harzianum vs Rhizoctonia spp., D) A.
flavus vs Phytophthora spp., F) A. flavus vs Fusarium spp., G) A. flavus vs Rhizoctonia spp., H) Penicillium sp.
vs Phytophthora spp., J) Penicillium sp. vs Fusarium spp., K) Penicillium sp. vs Rhizoctonia spp. Arriba: cepa de
patégeno, abajo: cepa de antagénico. Cultivos de S dias de crecimiento.
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agent, is commercially available as a resistance
stimulator, biofertilizer, bioplaguicide, and growth
enhancer (Asad, 2022). The biocontrol mechanism
of Trichoderma against soil-borne pathogens has
been extensively studied. Abd-El-Khair et al.
(2019) reported that Trichoderma could stimulate
plant defense via the production of enzymes that
inhibit the pathogen, thereby reducing root wilt and
rot. Jamil (2021) indicated that 7Trichoderma acts as
an endophytic symbiont by colonizing plant roots
and secreting beneficial chemical stimulants for
plants. Michael-Aceves et al. (2009) demonstrated
that Trichoderma species maintain a scale of 1 to 3
values of mycoparasitism against phytopathogens.
The selection of Trichoderma strains for
biocontrol depends on their aggressiveness to
mycoparasitism and their growth rate advantage
over the pathogen (Guédez et al., 2012). In this
work, 7. harzianum was observed to cover or
grow over the phytopathogen Phytophthora spp. in
less than a week at room temperature, similar to
the observations made by Ezziyyani et al. (2004),
where T. harzianum was capable of surpassing P.
capsici and reducing the pathogen’s colony in just
four days during in vitro confrontation. In the case
of root pathogens, Andrade-Hoyos et al. (2019)
demonstrated the effectiveness of 7. asperellum, T.
viride, and T. harzianum isolated from soil against
Rhizoctonia sp., Fusarium sp., and Phytophthora
capsici, with over 85% inhibition of the strains.
The authors attributed this response to the synthesis
of secondary metabolites and mycoparasitism
mechanisms of action. In another study by
Mousumi-Das et al. (2018), T. harzianum exhibited
inhibition against £ oxysporum of 78.3%, against
P, capsici of 65.3%, and against R. solani of 45.3%.
Lastly, Miguel-Ferrer et al. (2021) reported a PGRI
of 53% and a class 2 antagonism on the Bell scale
of T harzianum against F. solani.

Penicillium shown to control pathogens through
nutrient competition, mycelium disintegration, and
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Penicillium como biocontroladores de Lasiodiplo-
dia theobromae y Fomitopsis meliae causantes de
la muerte regresiva de los citricos, los autores indi-
caron que durante mucho tiempo estos hongos se
han considerado saprofitos, incluso productores de
toxinas; sin embargo, basandose en otras investi-
gaciones, se indica que existen razas atoxigénicas
que actuan por exclusion competitiva y que por es-
tas caracteristicas han sido considerados para em-
plearse en formulaciones comerciales de productos
para biocontrol. Trichoderma se ha usado por
aflos para el control de patdégenos de suelo, de
forma comercial se ofrece como un estimulador a
la resistencia, biofertilizante, bioplaguicida y me-
jorador de crecimiento (Asad, 2022). El biocontrol
que ejerce Trichoderma sobre patdogenos asociados
a enfermedades de raiz ha sido comunmente estu-
diado, de acuerdo con Abd-El-Khair ez al. (2019)
es capaz de estimular la defensa de las plantas a
través de la produccion de enzimas que inhiben
al patégeno y por lo tanto se reduce el marchita-
miento y pudriciones de raices. Jamil (2021) indica
que Trichoderma actia como simbionte endoéfito
al colonizar las raices de las plantas y al mismo
tiempo secreta estimulantes quimicos benéficos
para las plantas. Se ha demostrado que especies
de Trichoderma mantienen valores de micopara-
sitismo frente a fitopatdgenos en una escala de 1
a 3 (Michael-Aceves et al., 2009), para la eleccion
de cepas de este antagonista se hace referencia
a su agresividad para micoparasitar y la ventaja
contra el patégeno con respecto a su velocidad de
crecimiento (Guédez ef al., 2012). En este trabajo
se observo que T. harzianum fue capaz de cubrir o
crecer sobre el fitopatdgeno Phytophthora spp. en
menos de una semana a temperatura ambiente, esto
coincide con lo mencionado por Ezziyyani et al.
(2004) quienes observaron que en la confrontacion
in vitro, T. harzianum es capaz de sobre pasar a P,
capsici y llegar a reducir la colonia del patogeno en
solo 4 dias. Para patdgenos de raiz Andrade-Hoyos

280



FuLLy BILINGUAL

MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY
REvISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

lytic action antibiosis (Jiménez-Camargo et al.,
2018). In addition, the production of antimicrobial
compounds, such as Glandicolina B, has been
identified (Sanchez-Fernandez et al., 2013). As for
Aspergillus, it is generally capable of inhibiting
pathogen growth via antibiosis and nutrient
competition (Quiroz-Sarmiento et al., 2008).
This fungus has also found to produce antifungal
compounds, such as Fumitremorgin B (Sanchez-
Fernandez et al., 2013).

Atallaeral. (2020) demonstrated that Aspergillus
oryzae reduced the linear growth of root rot-causing
pathogens, including A. alternata, F. oxysporum,
Phoma destructor, R. solani, and Sclerotium rolfsii,
through the production of xylanase in fava bean.
However, Quiroz-Sarmiento et al. (2008) noted
that although some strains of Aspergillus exhibit
antagonism against root pathogens, pathogenicity
tests are necessary to evaluate the possible
production of enzymes and toxicological risks to
the plant. There are studies demonstrating effective
biological control of root-associated pathogens
using Penicillium. Boughalleb-M’Hamdi et al
(2018) found that applying P. italicum and P.
digitatum reduced root damage and disease severity
in melon seedlings. The degree of antagonism of
Aspergillus and Penicillium has not been extensively
documented, and there are few studies regarding
the type of antagonism they exhibit. Rather than
defining the type of antagonism, the percentage
of inhibition of pathogen growth is referred to
Silva-Acosta and Paez-Redondo (2021) evaluated
the effect of strains of Aspergillus, Penicillium,
and Trichoderma on the control of Phytophthora
sp. associated with oil palm. Their results showed
that 4. niger and Trichoderma sp. exhibited 74%
and 79% inhibition in the growth of the oomycete,
respectively. Moreover, Almeyda-Leén et al.
(2020) identified Aspergillus and Penicillium as
biocontrollers in the growth of Macrophomina
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etal.(2019) demostraron la efectividad de 7. aspere-
llum, T viride y T. harzianum aislados de suelo so-
bre el crecimiento de Rhizoctonia sp., Fusarium sp.
y Phytophthora capsici, sus resultados mostraron
que no existieron diferencias significativas en la in-
hibicion de las cepas, que fue superior a 85%; los
autores sefialaron que esta respuesta se debia a la
sintesis de metabolitos secundarios y mecanismos
de accion de micoparasitismo. En otro estudio reali-
zado por Mousumi-Das et al. (2018) determinaron que
T harzianum mostro6 inhibicion frente a £ oxysporum
de 78.3%, para P. capsici de 65.3% y con R. solani
45.3%. Por otra parte, Miguel-Ferrer et al. (2021),
determinaron un PICR de 53% y una clase 2 de an-
tagonismo en la escala de Bell de 7. harzianum frente
a F solani.

En el caso de Penicillium, el biocontrol se ha
determinado por competencia de nutrientes, desin-
tegracion del micelio del patdgeno y por antibiosis
de accion litica (Jiménez-Camargo et al., 2018),
ademas también se ha identificado la produccion
de compuestos antimicrobianos como la Glandico-
lina B (Sanchez-Fernandez et al., 2013). De forma
general, Aspergillus tiene la capacidad de inhibir el
crecimiento de patogenos a través de la antibiosis
yla competencia por nutrientes (Quiroz-Sarmiento
et al., 2008), también se ha identificado en este
hongo la produccion de compuestos antifungico
como la Fumitremorgina B (Sanchez-Fernandez ef
al., 2013).

Por otra parte, Atalla et al. (2020) demostraron
que Aspergillus oryzae a través de la produccion de
xilanasa disminuyo el crecimiento lineal de 4. al-
ternata, F. oxysporum, Phoma destructor, R. sola-
ni 'y Sclerotium rolfsii causantes de la pudricion de
raiz en haba. No obstante, Quiroz-Sarmiento et al.
(2008) reconocen que, aunque se han encontrado
cepas de Aspergillus que presentan antagonismos
frente a patdgenos de raiz, es necesario realizar
pruebas de patogenicidad y evaluar la posible
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phaseolina in percentages above 60%. Similarly,
Jiménez-Camargo et al. (2018) demonstrated that
strains of Penicillium caused inhibitions ranging
from 54% to 81% in the development of P. capsici
isolated from seedlings with wilt symptoms.

Rhizoctonia spp., Phythium spp., Fusarium spp.,
Alternaria spp. and Phytophthora spp. were isolated
from chili bell pepper plants grown in production
fields located in southern Guanajuato, Mexico.
Three strains, namely 7. harzianum, A. flavus,
and Penicillium sp., exhibit constant antagonism
against these pathogens, resulting in inhibition
levels ranging from 41% to 83%. Other studies are
required to determine if A. flavus and Penicillium
sp. can be used as effective biocontrol agents. These
findings suggest that these three organisms are an
alternative to control phytopathogens associated
with soil wilt in production areas. In light of the
in vitro inhibitory effect observed, it is crucial to
continue and scale up the potential control of the
disease in situ to ensure its efficacy and practical
application.
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la severidad de la enfermedad. El grado de anta-
gonismo de Aspergillus y Penicillium no ha sido
documentado de forma extensa, son escasos los es-
tudios con respecto a la clase de antagonismo que
ejercen, no se define el tipo de antagonismo sino
refieren el porcentaje de inhibicidon del crecimien-
to de los patogenos. Silva-Acosta y Paez-Redondo
(2021) evaluaron el efecto de cepas de Aspergillus,
Penicillium y Trichoderma sobre el control de
Phytophthora sp. asociado a palma aceitera, sus
resultados demostraron que 4. niger'y Trichoderma
sp. mostraron 74 y 79% de inhibicion en el cre-
cimiento del oomicete, respectivamente. Por otra
parte, Almeyda-Leon et al. (2020) identificaron a
Aspergillus 'y Penicillium como biocontroladores
en el crecimiento de Macrophomina phaseolina en
porcentajes superiores al 60%. De la misma for-
ma, Jiménez-Camargo et al. (2018) demostraron
que cepas de Penicillium causaban inhibiciones del
54 al 81% en el desarrollo de P. capsici aislada de
plantulas con sintomas de marchitez.

Se aislaron Rhizoctonia spp., Phythium spp.,
Fusarium spp., Alternaria spp. y Phytophthora
spp. asociados a plantas de chile en predios de
produccion, ubicados en el sur de Guanajuato,
Meéxico. Con el muestreo realizado en las unidades
productoras de chile con problemas de marchitez,
se identificaron tres cepas (7. harzianum, A. flavus
y Penicillium sp.) que presentaron antagonismo
constante, con inhibicion de 41 al 83%. En el caso
de A. flavus y Penicillium sp., es importante con-
tinuar con estudios detallados para determinar si
es posible utilizarlos como biocontroladores. Los
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Abstract. In previous works, a method was
developed for the differentiation at the foliar level
of the response of banana plants to Fusarium race
1 wilt, which constitutes a useful tool to increase
the efficiency of resistance selection in ex vitro
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Resumen. En trabajos previos se desarrolld un
método para la diferenciacion a nivel foliar de la
respuesta de plantas de banano a la marchitez por
Fusarium raza 1, el cual constituye una herramien-
ta util para incrementar la eficiencia de la seleccion
de la resistencia en condiciones ex vitro. El objeti-
vo de este trabajo consistid en evaluar la resistencia
a esta enfermedad en nuevos clones de banano me-
diante el método de evaluacion mencionado. Para
ello se realizaron seis momentos de evaluacion; y
se utilizaron diez plantas de cada linea seleccio-
nada del clon ‘Zanzibar’ irradiado. Los resultados
evidenciaron que las plantas de las lineas evaluadas
del clon ‘Zanzibar’ irradiado indican ser materia-
les promisorios para el mejoramiento genético en
el cultivo dirigido a la resistencia a esta enferme-
dad. Por otra parte, se obtuvo una respuesta a la
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conditions. The objective of this work was to
evaluate resistance to this disease in new banana
clones using the evaluation method mentioned. For
this, six moments of evaluation were made; and
ten plants of each selected line of the irradiated
‘Zanzibar’ clone were used. The results showed
that the plants of the evaluated lines of the
irradiated ‘Zanzibar’ clone indicate that they are
promising materials for genetic improvement in
the crop aimed at resistance to this disease. On the
other hand, a response to selection was obtained in
a short time (48 hours), as well as evaluating the
lines selected from large populations of plants (60
plants) with the exclusion of other organisms; and
the control of environmental conditions that could
interfere with the results obtained. However, it is
necessary to continue additional studies in the field
to confirm the resistance in the evaluated lines.

Key words: biotechnology, disease, Musa spp.,
early selection.

Bananas and plantains (Musa spp.) are a
significant source of food for a large portion of
the global population. However, their production
is threatened by diseases such as Fusarium wilt
caused by Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(FOC), which is one of the most destructive and
economically important diseases in the genus
Musa. The control of this vascular pathogen
using agrochemicals is expensive and harmful to
the environment (FAOSTAT, 2020). Therefore,
genetic improvement for resistance is considered
the only effective and safe control method in
recent years (Saraswathi et al., 2016). The use of
biotechnological techniques to support genetic
improvement for resistance to Fusarium wilt
in bananas has facilitated the introduction of
improvement results much faster than conventional
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seleccion en un reducido tiempo (48 horas), asi
como evaluar las lineas seleccionadas a partir de
grandes poblaciones de plantas (60 plantas) con la
exclusion de otros organismos; y el control de las
condiciones ambientales que pudieran interferir en
los resultados obtenidos. Sin embargo, constituye
una necesidad continuar estudios adicionales en
campo para confirmar la resistencia en las lineas
evaluadas.

Palabras clave: biotecnologia, enfermedad, Musa
spp., seleccion temprana.

Los bananos y platanos (Musa spp.) constitu-
yen una importante fuente de alimento para una
gran parte de la poblacion mundial. Sin embargo,
la produccion de las musaceas se encuentra ame-
nazada por la incidencia de enfermedades como la
marchitez por Fusarium. Esta enfermedad causada
por Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC) re-
presenta una de las enfermedades mas destructivas
y de importancia econémica en el género Musa. El
control del patégeno vascular con el uso de agro-
quimicos resulta costoso y causa serios dafios al
medio ambiente (FAOSTAT, 2020). Por ello, en los
ultimos anos se ha considerado al mejoramiento
genético para la resistencia como la unica forma de
control efectivo y segura (Saraswathi et al., 2016).
En este sentido, la utilizacion de técnicas biotec-
noldgicas en apoyo al mejoramiento genético para
la resistencia a la marchitez por Fusarium en ba-
nano ha permitido introducir los resultados de la
mejora con mayor rapidez; en comparacion con los
métodos del mejoramiento genético convencional
(Garcia et al., 2021). Por otro lado, han permitido
aumentar la eficiencia de los programas de mejo-
ramiento genético en el cultivo (Saraswathi et al.,
2016). Ventura et al. (2015) mediante el uso combi-
nado del cultivo de tejidos y la mutagénesis in vitro
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genetic improvement methods (Garcia ef al., 2021).
Moreover, it has increased the efficiency of genetic
improvement programs in cultivation (Saraswathi
et al, 2016). Ventura et al. (2015) obtained a
wide genetic variability in the ‘Zanzibar’ cultivar
(group AAB) using a combination of tissue culture
and in vitro mutagenesis in meristematic apices,
selecting 15 mutants. ‘Z 13°, ‘Z 30°, and ‘Z 30
A’ were the most promising materials for genetic
improvement in the cultivation, due to their high
yield, elimination of superficial corms, decreased
height, and ordered suckering. This study aimed
to evaluate the resistance to Fusarium wilt race 1
in new banana clones ‘Z 13°, ‘Z 30, and ‘Z 30 A’
obtained through biotechnological techniques in
Cuba.

The research was carried out at the Laboratory
of Plant-Pathogen Interaction of the Bioplants
Center of the University of Ciego de Avila "Méaximo
Goémez Baez”, Cuba.

Evaluated lines of clone ‘Zanzibar’ (group
AAB). The study utilized selected lines from the
‘Zanzibar’ clone (group AAB) - ‘Z 13°, ‘Z 30°,
and ‘Z 30 A’. These lines were obtained from
the Musa spp. genetic improvement program at
the National Institute of Tropical Root and Tuber
Crops Research in Santo Domingo, Villa Clara,
Cuba (INIVIT). The program utilized ionizing
radiation (gamma rays) on meristematic apices of
the ‘Zanzibar’ clone in vitro culture, resulting in
the selection of 15 mutants. After three vegetative
cycles under field conditions, ‘Z 13°, ‘Z 30°, and
‘Z 30 A’ lines were chosen as the most advanced
materials for genetic improvement in cultivation.
These lines are being proposed for registration as
new genotypes in Musa spp. by the International
Atomic Energy Agency (IAEA) (Ventura et al,
2015).
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en apices meristematicos del cultivar ‘Zanzibar’
(grupo AAB) obtuvieron una amplia variabilidad
genética en el clon ‘Zanzibar’ donde seleccionaron
15 mutantes. Las lineas ‘Z 13°, 230’y el "Z30 A’
resultaron los mejores materiales promisorios para
el mejoramiento genético en el cultivo por su alto
rendimiento; por la eliminacion de los cormos su-
perficiales; por la disminucion en la altura; y por el
ahijmiento ordenado. El presente trabajo se realizd
con el objetivo de evaluar la resistencia a marchitez
por Fusarium raza 1 en nuevos clones de banano ‘Z
137, °Z 30’ y el ’Z 30 A’ obtenidos mediante técni-
cas biotecnologicas en Cuba.

La investigacion se desarrolld en el Laborato-
rio de Interaccion Planta — Patogeno del Centro de
Bioplantas de la Universidad de Ciego de Avila
“"Maximo Gomez Baez", Cuba.

Lineas evaluadas del clon ‘Zanzibar’ (grupo
AAB). Se utilizaron las lineas seleccionadas del
clon ‘Zanzibar’ (grupo AAB) (‘Z 13°, ‘Z 30’ y el
’Z 30 A’). Las cuales fueron obtenidas en el progra-
ma de mejoramiento genético de Musa spp. que se
desarrolld en el Instituto Nacional de Investigacio-
nes en Viandas Tropicales de Santo Domingo, Villa
Clara, Cuba (INIVIT). En el cual mediante la utili-
zacion de radiaciones ionizantes (rayos gamma) en
apices meristematicos del clon ‘Zanzibar’, a partir
del cultivo in vitro lograron la seleccion de 15 mu-
tantes. Posteriormente, en condiciones de campo,
y durante tres ciclos vegetativos seleccionaron las
lineas ‘Z 13°, ‘Z 30’ y el ’Z 30 A’ como los mate-
riales mas avanzados para el mejoramiento gené-
tico en el cultivo. Los cuales son propuestos para
ser registrados por el Organismo Internacional de
Energia Atémica (OIEA) como nuevos genotipos
en Musa spp. (Ventura et al. 2015).

Material vegetal. Se utilizaron muestras foliares
de las lineas ‘Z 137, ‘Z 30’y el ‘Z 30 A’ de ocho a
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Plant material. Leaf samples from the ‘Z 13°, ‘Z
30’ and ‘Z 30 A’ lines, eight to nine months old,
planted in the INIVIT Banana Germplasm Bank,
were used.

Fungal strain. We used a FOC race 1 isolate
(belonging to the vegetative compatibility group
(VCG) [01210] from the culture collection of
the Institute of Plant Health Research (INISAV),
Havana, Cuba.

Filtration of the fungus culture (FC). To obtain
a liquid culture of the fungus, mycelial discs
measuring 8§ mm in diameter were taken from
the periphery of colonies grown on Petri dishes
containing Potato Dextrose Agar culture medium.
Next, 100 mL of Czapek broth culture medium with
a pH of 5.5 was added to a 250 mL Erlenmeyer
flask. A mycelial disc was then inoculated into the
flask and incubated for 24 days at 2842 °C, 56 umol
m-2 s-1 light intensity, and a 12-hour light/12-hour
dark photoperiod. The fungal culture (FC) was
harvested after 24 days and filtered through four
layers of gauze and Whatman No. 1 filter paper.
Following filtration, it was centrifuged at 8000
rpm for 20 minutes in a Sigma-201M centrifuge
to remove mycelial and conidial debris. The
supernatant was then passed through filters with
0.22 um diameter pores (Sartorius, NG, Gottingen,
Germany). The FC was then concentrated to 80%
(v/v) through rotary evaporation, using a Heidolph
rotary evaporator, Bioblock, Paris, France. Two
treatments were utilized in the experiment: 1)
concentrated FC of the fungus (Czapek broth
culture medium inoculated with the fungus and
incubated for 24 days); and 2) Czapek broth culture
medium without the fungus and incubated for 24
days, which was used as a control treatment.

Procedure for evaluating resistance to Fusarium
wiltrace 1. To evaluate resistance and susceptibility,
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nueve meses de plantadas en el Banco de Germo-
plasma de Banano del INIVIT.

Cepa fungica. Se utiliz6 un aislado de FOC raza
1 (perteneciente al grupo de compatibilidad vege-
tativa (GCV) [01210] procedente del cepario del
Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal
(INISAV), La Habana, Cuba.

Filtrado del cultivo del hongo (FC). Para obtener
el cultivo en medio liquido del hongo, se tomaron
discos de micelio de 8 mm de diametro proximos a
la periferia de la colonia crecida en placas de Petri
con medio de cultivo Agar Papa Dextrosa. Se afia-
di6 100 mL de medio de cultivo Caldo Czapek con
un pH 5.5, en un matraz Erlenmeyer de 250 mL
de capacidad. En el matraz se sembr6 un disco de
micelio y se incubo6 durante 24 dias a 2842 °C, 56
umol m? s de intensidad luminosa; y con un foto-
periodo de 12 horas luz/12 horas oscuridad. El FC
del hongo se cosecho a los 24 dias, donde se filtrd
mediante cuatro capas de gasa y luego por papel
de filtro Whatman No. 1. Se centrifug6 a 8000 rpm
durante 20 minutos en una centrifuga Sigma-201M
para eliminar los restos de micelio y conidios. El
sobrenadante se paso a través de filtros con poros
de 0.22 mm de diametro (Sartorius, NG, Gottingen,
Alemania). El FC se concentré por rotoevapora-
cion (en rotoevaporador Heidolph, Bioblock, Paris,
Francia) al 80% (v/v). Para llevar a cabo el expe-
rimento se utilizaron dos tratamientos que consis-
tieron: 1) el FC del hongo concentrado (medio de
cultivo Caldo Czapek inoculado con el hongo e in-
cubado durante 24 dias); y 2) el medio de cultivo
Caldo Czapek, sin el hongo e incubado durante 24
dias, y que se utiliz6 como tratamiento testigo.

Procedimiento para evaluar la resistencia a
marchitez por Fusarium raza 1. Para evaluar la
resistencia y/o susceptibilidad se establecieron seis
momentos de evaluacion (cada dos meses en el
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six evaluation intervals were established (every two
months within the same year of the experiment).
Healthy middle-aged leaves were collected from
each line (‘Z 13°, ‘Z 30°, and ‘Z 30 A’) in the
field. Eighteen punctures were made on each leaf
using a sterile needle on the adaxial side of the
leaf blade, spaced 3 cm apart and in three different
positions (distal, middle, and proximal). After
the damage was inflicted, 5 puL of fungus culture
filtrate (FC) and 5 pL of concentrated medium
without fungus (control treatment) were added.
The leaves were incubated for 48 hours at 28 + 2
°C, 56 umol m s! light intensity, 12-hour light/12-
hour dark photoperiod, and 70% relative humidity.
The elliptical lesion area (mm?) of the leaves was
measured after 48 hours according to Companioni
et al. (2005). Leaf fragments with elliptical lesions
of 5 x 5 cm were then extracted and placed in liquid
nitrogen for subsequent biochemical analyses.
Biochemical
activity, chlorophyll pigment levels (a, b, and
total), free and cell wall-bound phenol content,
malondialdehyde, other aldehydes, and proteins
were evaluated.

Peroxidase activity was assessed using the
Pascual et al. (1983) method. Leaf fragments
(100.0 mg) were pulverized in liquid nitrogen and
then extracted with a tris-HCI buffer solution (0.01
mol L', pH 7.0). The reaction mixture consisted of
0.1 mL of leaf extract, 1.0 mL of tris-HCI buffer
solution (0.01 mol L), 0.15 mL of guajacol (100
mmol L), and 20 pL of hydrogen peroxide. The
absorbance at 470 nm was monitored every 15
seconds for three minutes, and the average change
in absorbance of the linear segment of the curve was
used to estimate peroxidase activity. The reaction
of the guajacol and hydrogen peroxide substrates
was accounted for in each determination. Guajacol
peroxidase enzymatic activity was reported as
U g! fresh leaf weight, where 1 U represents the

indicators, including peroxidase

ONLINE PUBLICATION, MAY 2023

mismo afio del desarrollo de la experimentacion).
Se realizo la colecta en campo de hojas sanas de
mediana edad segun la posicidon en la planta (ho-
jas 3, 4 y 5) de cada linea a evaluar (‘Z 13°, ‘Z
30’y el °Z 30 A’). En cada hoja se realizaron 18
punteaduras con una aguja estéril en el lado adaxial
del limbo de la hoja con 3 cm de separacion entre
ellas; y en tres posiciones diferentes (distal, medio
y proximal). Después del dafio, se agregaron 5 uL
del filtrado de cultivo del hongo (FC) y 5 uL del
medio de cultivo sin el hongo y concentrado (trata-
miento testigo). Las hojas se incubaron durante 48
horas a 28 =2 °C, 56 umol m* s! de intensidad lu-
minosa, fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas os-
curidad y 70% de humedad relativa. Transcurridas
las 48 horas se midi6 el area de las lesiones eliptica
(mm?) de las hojas de acuerdo a Companioni et al.
(2005); y se extrajeron fragmentos de hoja con las
lesiones elipticas de (5 x 5 cm) que se colocaron
en nitrogeno liquido para los posteriores analisis
bioquimicos. Se evaluaron los siguientes indicado-
res bioquimicos: actividad peroxidasa, niveles de
pigmentos clorofilicos (a, b y totales), contenido de
fenoles libres y ligados a las paredes celulares, ma-
londialdehido, otros aldehidos y proteinas.

La actividad peroxidasa se determin6 segun el
método de Pascual et al. (1983). Los fragmentos de
hoja de 100.0 mg se maceraron en nitrogeno liqui-
do. La extraccion se realiz6 con solucion amorti-
guadora tris-HCI (0.01 mol L', pH 7.0). La mezcla
de la reaccion incluyo: 0.1 mL de extracto de hojas,
1.0 mL de solucion amortiguadora tris-HCl (0.01
mol L), 0.15 mL de guayacol (100 mmol L) y 20
pL de peroxido de hidrogeno. Se evaluo la absor-
bancia 470 nm cada 15 segundos durante tres minu-
tos. El promedio de la variacion de la absorbancia
de la seccion lineal de la curva se tomo para estimar
la actividad peroxidasa. En cada determinacion se
considero la reaccidon espontanea en el tiempo de
los sustratos guayacol y peroxido de hidrogeno. La
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conversion of 1 pumol of substrate per minute.
Additionally, peroxidase activity was expressed as
U mg! of protein.

The chlorophyll pigment content was determined
following Porras (1991). Leaf fragments weighing
100.0 mg were macerated in liquid nitrogen and
then mixed with 0.5 mL of 80% acetone. After
centrifugation at 12,100 xg for 15 minutes at 4 °C,
the supernatant was collected and the absorbance
was measured at 647 nm and 664 nm. Chlorophyll
content was calculated as: 13.19*Absorbance,
— 2.57*Absorbance,,, . Chlorophyll b content
was calculated as 22.10*Absorbance
—  5.26*Absorbance,, .  Total
pigment content was determined by adding
7.93*Absorbance,,, + 19.53*Absorbance,, .

The method of Gurr ef al. (1992) was used to
determine the content of free and cell wall-bound
phenols. Leaf fragments weighing 100.0 mg were
macerated in liquid nitrogen followed by the
addition of 0.5 mL of methanol. After vortexing
and centrifugation at 12,100 xg for 15 minutes,
the precipitate was subjected to two additional
cycles of extraction with methanol. The resulting
supernatant was collected and designated as the
fraction of free phenols. The precipitate was treated
with sodium hydroxide (2.0 mol L) for 16 hours
at 70 °C, followed by addition of hydrochloric acid
(0.25 mL, 2.0 mol L") and centrifugation at 12,100
xg for 15 minutes. The resulting supernatant

647 nm

chlorophyll

was considered the reservoir of cell wall-bound
phenols. To quantify free and cell wall-bound
phenols, 20 pL of the supernatant was mixed with
980.0 uL of distilled water, and Folin- Ciocalteau’s
phenol reagent (100.0 pL) was added, followed
by incubation for 5 minutes. Sodium bicarbonate
(600.0 pL, saturated with sodium hydroxide (0.1
mol L) was then added, and after 60 minutes, the
absorbance at 725 nm was measured. The content
of phenols was expressed in mg of phenols g-1
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actividad enzimatica guayacol peroxidasa fue ex-
presada como unidades U g'! masa fresca de la hoja
donde 1 U corresponde a 1 umol de sustrato trans-
formado en 1 minuto.

El contenido de pigmentos clorofilicos se deter-
mino segun Porras (1991). Los fragmentos de hoja
de 100.0 mg se maceraron en nitrogeno liquido y
posteriormente se adicionaron 0.5 mL de acetona
al 80%. Las muestras se centrifugaron a 12 100 xg,
4 °C durante 15 minutos. Se colect6 el sobrenadan-
te y se evalud la absorbancia 647 nm y 664 nm.
El contenido de clorofila se calculé de la siguien-
te forma: 13.19*Absorbancia , ~— 2.57*Absor-
bancia,,, . El contenido de clorofila b se midi6 a
traves de la diferencia de 22.10*Absorbancia,,,
—5.26*Absorbancia,, . El contenido total de pig-
mentos clorofilicos se obtuvo a partir de la suma de
7.93*Absorbancia,,, -+ 19.53*Absorbancia,,, .

El contenido de fenoles libres y ligados a las
paredes celulares se determiné de acuerdo a Gurr
et al. (1992). Los fragmentos de hoja de 100.0
mg se maceraron en nitrogeno liquido y luego se
adiciond 0.5 mL de metanol. Las muestras fueron
agitadas en un vortex y se centrifugaron a 12 100
xg, durante 15 minutos. El precipitado se sometio
a dos ciclos adicionales de extraccion con metanol,
como se describié anteriormente. El sobrenadante
se colecto siempre y se considerd como la fraccion
de los fenoles libres. El precipitado se incub6 con
0.25 mL de hidroxido de sodio (2.0 mol L) duran-
te 16 horas a 70 °C. Se adicion¢ acido clorhidrico
(0.25 mL, 2.0 mol L) después de la incubacion.
Las muestras se centrifugaron a 12 100 xg, durante
15 minutos. El precipitado se descarto y el sobrena-
dante se considerd como el reservorio de los feno-
les ligados a las paredes celulares. Con el objetivo
de cuantificar los niveles de fenoles libres y ligados
a las paredes celulares, 20 puL del sobrenadante se
mezclaron con 980.0 puL de agua destilada. Se adi-
ciond 100.0 pL del reactivo de Folin-Ciocalteau,
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fresh leaf weight and was referenced to a standard
curve of chlorogenic acid.

The levels of malondialdehyde and other
aldehydes were evaluated following the protocol
of Heath and Packer (1968). Leaf fragments
weighing 100.0 mg were macerated in liquid
nitrogen and mixed with 1.4 mL of distilled water,
briefly vortexed. Then, 1.5 mL of thiobarbituric
acid (0.5%, w/v; in trichloroacetic acid 20%,
v/v) was added, and the samples were incubated
at 100 °C for 25 minutes in a water bath. After
cooling the samples on ice for 15 minutes, they
were centrifuged at 756 xg for 10 minutes. The
supernatant’s absorbance was measured at 455 nm,
532 nm, and 600 nm. The non-specific absorbance
of the reaction product was measured at 600 nm
and subtracted from the maximum absorbance at
532 nm for malondialdehyde measurements and
at 455 nm for other aldehydes. The concentrations
of malondialdehyde were calculated using an
extinction coefficient of 155 mmol! cm™ at 532
nm. For other aldehydes, the extinction coefficient
was 45.7 mmol! cm™ (average of the extinction
coefficients of propanal, butanal, hexanal, and
propanal-dimethylacetal) at 532 nm.

The protein concentration was determined
according to Bradford (1976). Leaf fragments
weighing 100.0 mg were macerated in liquid
nitrogen, and extracted with a tris-HCl buffer
solution (0.01 mol L', pH 7.0). A 0.1 mL leaf
extract was mixed with 1.0 mL of Bradford reagent,
and the absorbance was measured at 595 nm. The
protein content was expressed in mg of protein
per g of fresh leaf mass, using a standard curve of
bovine serum albumin (BSA). The protein content
present in the fungal culture filtrate was subtracted
from the total protein content determined in the
leaves, 48 hours after the application of the fungal
culture filtrate.

Each treatment included three leaves from
different plants in each evaluated line (‘Z 13°, ‘Z 30’
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y las muestras se incubaron durante 5 minutos. Se
adiciond bicarbonato de sodio (600.0 pL, saturado
con hidroéxido de sodio (0.1 mol L)) y transcurri-
do 60 minutos se determiné la absorbancia a 725
nm. El contenido de fenoles se expres6 en mg de
fenoles g de masa fresca de la hoja referidos a una
curva patrén de acido clorogénico.

El contenido de malondialdehido y otros alde-
hidos se evalu6é segiin Heath y Packer (1968). Los
fragmentos de hoja de 100.0 mg se maceraron en
nitrégeno liquido. Las muestras maceradas se mez-
claron con 1.4 mL de agua destilada, y se agitaron
brevemente en un vortex. Se adicionaron 1.5 mL de
acido tiobarbiturico (0.5%, m/v; en acido tricloacé-
tico 20%, v/v), y las muestras se incubaron en bafio
de Maria a 100 °C, durante 25 minutos. Mas tarde,
las muestras se enfriaron en hielo por un tiempo de
15 minutos, y se centrifugaron a 756 xg, durante 10
minutos. Se evalud la absorbancia del sobrenadante
a 455 nm, 532 nm y 600 nm. La absorbancia no
especifica del producto de la reaccion se midié a
600 nm, y se sustrajo de la absorbancia maxima a
532 nm para las mediciones del malondialdehido,
y a 455 nm para otros aldehidos. Para los calculos
de las concentraciones del malondialdehido se uti-
liz6 un coeficiente de extincion de 155 mmol ! cm™!
a 532 nm. Para los otros aldehidos, el coeficiente
de extincion fue de 45.7 mmol! cm™! (promedio de
los coeficientes de extincidon del propanal, butanal,
hexanal, y propanal-dimetilacetal) a 532 nm.

La concentracion de proteinas se determino se-
gun Bradford (1976). Los fragmentos de hoja de
100.0 mg se maceraron en nitrogeno liquido. La
extraccion se realizd con solucion amortiguadora
tris-HC1 (0.01 mol L', pH 7.0). El extracto de hoja
de 0.1 mL se mezcldé con 1.0 mL de reactivo de
Bradford. Se evalu¢ la absorbancia a 595 nm. El
contenido de proteinas se expresdé en mg de pro-
teinas g!' de masa fresca de la hoja referido a una
curva patron de albiimina de suero bovino (BSA).
El contenido de proteinas presente en el filtrado del
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and ‘Z 30 A’). The area of elliptical lesions resulting
from 54 punctures/treatment (18 punctures/leaf)
was evaluated, and three independent samples (one
from each leaf) were used for each biochemical
determination. Using these measurements, each
plant was evaluated in the discriminant functions
described by Companioni et al. (2005) to assess if
they were accurately classified (Table 1).

Asthe lesion areas were measured in three groups
of 18 lesions, and each biochemical determination
was repeated three times, three sets of data were
available for each plant in the original matrix. The
three sets of data for each plant were assessed using
the discriminant function for resistant clones and
the discriminant function for susceptible clones.
The obtained results were compared using the
parametric t-test to determine statistical differences
between the results of each function. The maximum
probability of making a type I error was 0.05. The
Statistical Package for Social Sciences (SPSS for
Windows, version 8, Copyright SPSS Inc., 1989-
1997) was used for the statistical processing of
the data. In addition, the evaluation procedure for
Fusarium race 1 resistance in the ‘Zanzibar’ clone
lines, as described by Companioni et al. (2012), is
presented below (Figure 1).

The study evaluated the resistance to Fusarium
wilt caused by race 1 GCV [01210] in each assessed
line and at every evaluation time using discriminant
functions (Table 2). After applying the treatments
as described and conducting biochemical analyses
of the leaves from the ‘Zanzibar’ clone lines, the
discriminant functions classified 93.3% of the
evaluated ‘Z 30’ mutant plants (56 out of 60) as
resistant. Similarly, 91.6% of the evaluated ‘Z 13’
plants (55 out of 60) were classified as resistant,
while 96.6% of the plants in line ‘Z 30A’ were
classified as resistant (58 out of 60). These results
suggest that the selected lines from the irradiated
‘Zanzibar’ clone, namely ‘Z 13°, ‘Z 30°, and ‘Z
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cultivo del hongo se le rest6 al contenido total de
proteinas determinado en las hojas, a las 48 horas
después de la aplicacion del filtrado del cultivo del
hongo.

Cada tratamiento incluyo tres hojas de plantas
diferentes en cada linea evaluada (‘Z 13°, ‘Z 30’y
el ’Z 30 A’). Se evaluaron las areas de la lesion elip-
tica de 54 punteadura/tratamiento (18 punteadura/
hoja) y cada determinacion bioquimica implico a
tres muestras independientes (una de cada hoja).
Con las mediciones citadas se evalu6 cada planta
en las funciones discriminantes descritas por Com-
panioni et al. (2005) para conocer si eran clasifica-
das correctamente (Cuadro 1).

Como las areas de las lesiones se habian medi-
do en tres grupos de 18 lesiones cada uno, y cada
determinacion bioquimica se habia repetido tres
veces, entonces se disponia de tres juegos de da-
tos por cada planta de la matriz original. Los tres
juegos de datos de cada planta se evaluaron en la
funcion discriminante para clones resistentes y en
la funcion discriminante para clones susceptibles.
Los resultados obtenidos se compararon mediante
la prueba paramétrica t-test para conocer si los re-
sultados de cada funcion eran estadisticamente di-
ferentes. La probabilidad maxima de cometer error
de tipo I fue 0.05. En el procesamiento estadistico
de los datos se utilizo el utilitario Statistical Pac-
kage for Social Sciences (SPSS para Windows, ver-
sion 8, Copyright SPSS Inc., 1989-1997). Por otra
parte, el procedimiento descrito anteriormente para
la evaluacion de la resistencia por Fusarium raza 1
en las lineas del clon ‘Zanzibar’ se presenta a conti-
nuacion segin Companioni et al. (2012) (Figura 1).

La evaluacion de la resistencia a marchitez por
Fusarium raza 1 GCV [01210] en cada linea eva-
luada y en cada momento de evaluacién segun las
funciones discriminantes se describen a continua-
cion (Cuadro 2). Después de las 48 horas de la apli-
cacion de los tratamientos descritos, y el posterior
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Table 1. Discriminant functions to differentiate banana clones resistant and susceptible to Fusarium oxysporum f. sp. cubense
race 1 according to Companioni ez al. (2005).
Cuadro 1. Funciones discriminantes para diferenciar clones de banano resistentes y susceptibles a Fusarium oxysporum f.
Sp. cubense raza 1 segiin Companioni e al. (2005).

Funcion para clones susceptibles S: 11.87a+66.73b+24.60c+ 13.47d+0.09¢e+51.60 f+20.39g-16.85h+
11.201i-11.13j-49.20

Funcion para clones resistentes  R: 18.94a+42.84b+7.45¢c+19.58d+3.84e+4572f+15.79g-5.11h-231i+
0.21j - 41.55

Legend (The fractions on the right correspond to the reciprocal of the larger value. These are constants in the discriminant
functions):

a = Lesion area of leaves treated with uninoculated culture medium (mm?) * 1/1.22 mm?

b = Lesion area of leaves treated with fungal culture filtrate (mm?) * 1/48.84 mm?

¢ = Free phenol content in leaves treated with uninoculated culture medium (mg g-1 fresh leaf mass) * 1/43.13 mg phenols g! fresh
leaf mass.

d = Free phenol content in leaves treated with fungus culture filtrate (mg g fresh leaf mass) * 1/27.51 mg phenols g' fresh leaf
mass.

e = Content of phenols bound to cell walls in leaves treated with uninoculated culture medium (mg g of fresh leaf mass) * 1/118.51
mg g of fresh leaf mass.

f= Content of phenols bound to cell walls in leaves treated with fungus culture filtrate (mg g of fresh leaf mass) * 1/103.73 mg g’!
of fresh leaf mass.

g = Aldehyde content (except malondialdehyde) in leaves treated with uninoculated culture medium (umol g fresh leaf mass) *
1/1.06 pmol g! fresh leaf mass.

h = Aldehyde content (except malondialdehyde) in leaves treated with fungus culture filtrate (umol g-1 of fresh leaf mass) * 1/0.83
umol g-1 of fresh leaf mass.

i = Protein content in leaves treated with uninoculated culture medium (mg protein g fresh leaf mass) * 1/5.88 mg g! fresh leaf
mass.

Leyenda (Las fracciones a la derecha corresponden al reciproco del valor mayor. Estas son constantes en las funciones
discriminantes):

a = Area de la lesion de hojas tratadas con medio de cultivo sin inocular (mm?) * 1/1.22 mm?

b = Area de la lesion de hojas tratadas con filtrado del cultivo del hongo (mm?) * 1/48.84 mm?

¢ = Contenido de fenoles libres en hojas tratadas con medio de cultivo sin inocular (mg g de masa fresca de la hoja) * 1/43.13 mg
de fenoles g' de masa fresca de la hoja.

d = Contenido de fenoles libres en hojas tratadas con filtrado del cultivo del hongo (mg g de masa fresca de la hoja) * 1/27.51 mg
de fenoles g' de masa fresca de la hoja.

e = Contenido de fenoles ligados a las paredes celulares en hojas tratadas con medio de cultivo sin inocular (mg g' de masa fresca
de la hoja) * 1/118.51 mg g’ de masa fresca de la hoja.

f= Contenido de fenoles ligados a las paredes celulares en hojas tratadas con filtrado del cultivo del hongo (mg g' de masa fresca
de la hoja) * 1/103.73 mg g de masa fresca de la hoja.

g = Contenido de aldehidos (excepto malondialdehido) en hojas tratadas con medio de cultivo sin inocular (umol g de masa fresca
de la hoja) * 1/1.06 umol g' de masa fresca de la hoja.

h = Contenido de aldehidos (excepto malondialdehido) en hojas tratadas con filtrado del cultivo del hongo (umol g' de masa fresca
de la hoja) * 1/0.83 umol g' de masa fresca de la hoja.

i= Contenido de proteinas en hojas tratadas con medio de cultivo sin inocular (mg de proteinas g"' de masa fresca de la hoja) * 1/5.88
mg g de masa fresca de la hoja.

j = Contenido de proteinas en hojas tratadas con filtrado del cultivo del hongo (mg de proteinas g-1 de masa fresca de la hoja) *
1/4.85 mg g-1 de masa fresca de la hoja.
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1 Cultivo monospérico

Aislamiento de Fusarium -

oxysporumf. sp. cubenseraza 1.

Aplicacion del filtrado o medio de cultivo
del hongo en el limbo de la hoja (en todas
las zonas: distal, media, proximal).

9
Determinaciones bioquimicas:

* Fenoles libres y ligados a las paredes celulares.
« Aldehidos (excepto malondialdehido).

» Proteinas totales.

3

10

e Evaluacién de los datos en las funciones
discriminantes para clones Resistentes vy
Susceptibles.

» Aplicacion de la prueba T-test para verificar que
los resultados de ambas funciones son
estadisticamente diferentes.

Inoculaciéon del hongo en el medio de cultivo Caldo
Czapek modificado: 1.0 g.L-1 de nitrato de sodio, 1.5
g.L de fosfato de potasio, 0.25 g.L'1 de cloruro de
potasio, 0.006 g.L-1 de sulfato de hierro II'y 15.0
g.L! de sacarosa.

Incubaciéon durante 24 dias.

a4

Filtracién del cultivo del hongo con papel de
filtro Whatman, rotoevaporacion, filtracion por
0.22 umde diametro.

Incubacion durante 48 horas (28 + 2 °C, 56
pmol.m2.s°1 de intensidad luminosa,
fotoperiodo de 12 horas luz/12 horas

oscuridad y 70% de humedad relativa.

Corte de los 8
fragmentos Evaluacién
del area

de la
lesion.

11

Si el resultado en la funcién discriminante para
clones Resistentes es significativamente mayor

que el resultado en la funcién para clones
Susceptibles, entonces la planta puede
considerarse como Resistente.

Figure 1. Method for leaf-level differentiation of resistance to Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 1 in banana according

to Companioni ez al. (2012).

Figura 1. Método para la diferenciacion a nivel foliar de la resistencia a Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 en

banano segiin Companioni ef al. (2012).

30A’, may be promising materials for genetic
improvement in cultivation focused on resistance
to FOC race 1 GCV [01210]. However, to confirm
the resistance observed in these lines, additional
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analisis bioquimico en las hojas de las lineas del
clon ‘Zanzibar’ se pudo observar que las funcio-
nes discriminantes clasificaron como resistente al
93.3% de las plantas evaluadas del mutante ‘Z 30’
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Table 2. Classification into susceptible or resistant made by discriminant functions on
selected lines of the irradiated ‘Zanzibar’ clone.
Cuadro 2. Clasificacion en susceptibles o resistentes hecha por las funciones
discriminantes en las lineas seleccionadas del clon ‘Zanzibar’ irradiado.

Numero total de plantas

Moment9§ de Lineas Numero total de potencialmente resistentes
evaluacion evaluadas plantas evaluadas , . L
segun funciones discriminantes
1 ‘Z-30° 10 10 (100%)
2 ‘Z-30° 10 8 (80%)
3 ‘Z-30° 10 9 (90%)
4 ‘Z-30° 10 9 (90%)
5 ‘Z-30° 10 10 (100%)
6 ‘Z-30° 10 10 (100%)
1 ‘Z-13 10 8 (80%)
2 ‘Z-13 10 9 (90%)
3 ‘Z-13 10 9 (90%)
4 ‘Z-13 10 10 (100%)
5 ‘Z-13° 10 10 (100%)
6 ‘Z-13° 10 9 (90%)
1 ‘Z-30A° 10 10 (100%)
2 ‘Z-30A° 10 9 (90%)
3 ‘Z-30A° 10 9 (90%)
4 ‘Z-30A° 10 10 (100%)
5 ‘Z-30A° 10 10 (100%)
6 ‘Z-30A° 10 10 (100%)

field studies are necessary. The first and most
crucial step when assessing a new banana clone
is evaluating resistance in plants against different
‘formae specialis’
(Buddenhagen, 2009).
Even though in vitro resistance evaluations
are performed, supposedly resistant plants require
field studies (Dita et al., 2018). In this context,
Saraswathi et al. (2016) selected banana mutants
of the Rasthali cultivar (Silk, AAB) for resistance
to race 1 of GCV [0124/5] of FOC through in vitro
selection. To achieve this, they used toxin (fusaric
acid) and the pathogen’s culture filtrate (CF) as
selection agents. Individual banana mutant shoots
obtained after the third or fourth subculture were
transferred to multiplication medium supplemented
with  different of the

of Fusarium oxysporum

concentrations toxin
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(56 plantas de 60). Mientras, que en la linea ‘Z 13°
se clasificaron como resistentes el 91.6% de las
plantas evaluadas (55 plantas de 60). Por ultimo, en
lalinea Z 30A’ se observo que las funciones discri-
minantes en este cultivar clasificaron al 96.6% de
las plantas como resistente (58 plantas de 60). Los
resultados evidenciaron que las lineas selecciona-
das del clon ‘Zanzibar’ irradiado (‘Z 13°, ‘Z 30’y
el ‘Z 30 A’) pueden ser materiales promisorios para
el mejoramiento genético en el cultivo, dirigido a
la resistencia a FOC raza 1 GCV [01210], donde su
resistencia oscilo del 91.6 al 96.6%. Sin embargo,
no se descarta la necesidad de continuar estudios
adicionales en campo para verificar la resistencia
en las lineas evaluadas. El primero y mas crucial
de todos los pasos al evaluar un nuevo clon de ba-
nano consiste en la evaluacion de la resistencia en
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(commercial fusaric acid) (Sigma Aldrich, USA)
(0.0125, 0.025, 0.0375, 0.05, and 0.0625 mM) and
3,4,5,6,7,and 8% concentrations of the pathogen’s
CF, in addition to the growth regulator. After three
weeks, they observed 50% survival of the explants
at a concentration of 0.050 mM of the toxin and
7% with the fungal CF. At higher concentrations,
there was a rapid decrease in banana mutant shoot
growth. The selected mutants were transferred for
pot tests under controlled conditions by inoculating
the substrate with a spore suspension of 12 X
109 conidia mL" of the fungus for the next three
months. After six months of resistance evaluation,
three putatively resistant mutants to race 1 of FOC
were obtained, which were massively multiplied in
vitro for further interaction studies. It is important
to note that determining the correct concentration
of pathogen CF or toxin for the expression of
differential phytotoxic activity between varieties
is necessary for establishing resistance selection
systems. This increases the chances of obtaining
stable lines of plants with disease resistance (Portal
etal., 2021).

The findings of this study demonstrate that the
selected lines of the irradiated ‘Zanzibar’ clone (‘Z
13°,°7230°,and ‘Z 30 A”) showed resistance to FOC
race 1 GCV [01210] when evaluated at different
selection times using the method described by
Companioni et al. (2005; 2012) for differentiating
susceptibility or resistance to Fusarium wilt.
Additionally, the ease of evaluating resistance
using the FC of the fungus and the reduced response
time (48 hours) to determine plant susceptibility or
resistance were also observed. Furthermore, this
method facilitates the evaluation of a significant
number of samples under laboratory conditions,
enabling the acceleration of genetic improvement
programs for this disease. These results highlight
the potential of biotechnology in crop genetic
improvement.
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plantas frente a las diferentes ‘formae specialis’ de
Fusarium oxysporum (Buddenhagen, 2009).

Por otro lado, aunque se realicen evaluaciones
de la resistencia in vitro, las plantas supuestamen-
te resistentes deben someterse a estudios en campo
(Dita et al., 2018). En este sentido, Saraswathi et
al. (2016) realizaron la seleccion de los mutantes
de banano del cultivar Rasthali (Silk, AAB) con
resistencia a la raza 1 del GCV [0124/5] de FOC
mediante la seleccion in vitro. Para ello, utilizaron
como agentes de seleccion toxina (4cido fusarico),
y FC del patégeno. Los brotes individuales de los
mutantes de banano obtenidos después del tercer o
cuarto subcultivo fueron transferidos al medio de
cultivo de multiplicacion, suplementado con dife-
rentes concentraciones de la toxina (acido fusari-
co comercial) (Sigma Aldrich, EE. UU.) (0.0125;
0.025; 0.0375; 0.05 y 0.0625 mM); y a las concen-
traciones de 3; 4; 5; 6; 7y 8% del FC del patdgeno.
Ademas, afadieron el regulador de crecimiento.
Después de tres semanas observaron el 50% de su-
pervivencia de los explantes en la concentracion de
0.050 mM de la toxina; y 7% con el FC del hongo.
En concentraciones superiores observaron una ra-
pida disminucién en el crecimiento de los brotes de
los mutantes de banano. A los tres meses siguien-
tes, los mutantes seleccionados fueron transferidos
para realizar las pruebas en macetas, en condicio-
nes controladas mediante la inoculacion al sustrato
con una suspension de esporas de 12 x 10° conidios
mL" del hongo. Posterior a los seis meses del pro-
ceso de evaluacion de la resistencia obtuvieron tres
mutantes putativos resistentes a la raza 1 de FOC.
Los cuales fueron multiplicado in vitro de forma
masiva para continuar otros estudios en la interac-
cion. Es importante senalar que para el estableci-
miento de sistemas de seleccion de la resistencia
la determinacion de una concentracion correcta del
FC del patogeno o toxina, para la expresion de la
actividad fitotoxica diferencial entre variedades es
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necesaria. Lo cual incrementa las posibilidades de
obtener lineas estables de plantas con resistencia
a las enfermedades (Portal ef al. 2021). Como se
puede mostrar, aunque se realicen selecciones in
vitro las plantas supuestamente resistentes deben
someterse a estudios en campo.

Los resultados obtenidos en este trabajo de-
muestran que las lineas seleccionadas del clon
‘Zanzibar’ irradiado (‘Z 13°, ‘Z 30’y el ‘Z 30 A’)
evaluadas en los diferentes momentos de la se-
leccién mostraron resistencia a FOC raza 1 GCV
[01210] segin el método para la diferenciacion
de la susceptibilidad o resistencia a marchitez por
Fusarium descrito por Companioni et al. (2005;
2012). Por otra parte, se evidencia la facilidad para
realizar el trabajo de evaluacion de la resistencia
con FC del hongo; asi como la reduccion del tiem-
po necesario de respuesta para conocer si una plan-
ta es resistente o susceptible (48 horas). Por ultimo,
permite evaluar un numero importante de muestras
en condiciones de laboratorio, y de esta manera
acelerar los programas de mejoramiento genético
a esta enfermedad. Lo cual evidencia el potencial
de la biotecnologia en el campo del mejoramiento
genético en el cultivo.

Fin de la versiéon en Espafiol ~~——~——~——~—
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Abstract. Cuajinicuil (Inga spuria) and soursop
(Annona muricata) fruit trees presented leaf spots
that reached a severity of 50% in June 2019. The
present study was established with the aim of
identifying through ITS the fungi of the foliage
of both trees. For this purpose, 10 orchards per
fruit tree were selected in Pefia Negra, Santa
Lucia Monteverde, Oaxaca, Mexico, where five
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Resumen. Los arboles frutales de cuajinicuil
(Inga spuria) y guandbana (Annona muricata)
presentaron manchas foliares que alcanzaron una
severidad del 50% en junio del 2019. El presente
estudio se establecio con el objetivo de identificar
a través de la secuenciacion del ITS a los hongos
asociados al follaje de ambos arboles. Para ello se
seleccionaron 10 huertas por frutal en Pefia Ne-
gra, Santa Lucia Monteverde, Oaxaca, México, en
donde se colectaron cinco hojas sintomaticas por
huerta. Los hongos aislados de cuajinicuil presen-
taron conidios ovoides, aseptados y hialinos. Los
conidios aislados de guanabana fueron subovoides
a elipsoidales, con 4apices redondeados, hialinos y
aseptados (inmaduros), con un septo y color café
(maduros). Los postulados de Koch se realizaron
en hojas sanas de ambos frutales, en 10 camaras
himedas por frutal. Una vez demostrada su pa-
togenicidad se identificaron molecularmente. En
cuajinicuil se identificod a Diaporthe sp. (NCBI:
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symptomatic leaves per orchard were collected.
Fungi isolated from cuajinicuil presented ovoid,
aseptate and hyaline conidia. The conidia isolated
from soursop were subovoid to ellipsoidal, with
rounded apices, hyaline and aseptate (immature),
with a septum and brown in color (mature). Koch’s
postulates were carried out on healthy leaves of both
fruit trees, in 10 moist chambers per each. Once
their pathogenicity was demonstrated, isolates were
identified. In cuajinicuil Diaporthe sp. (NCBI:
MW418007) and in soursop to Lasiodiplodia
sp. (NCBI: MW418003) were identified. These
species are reported for the first time in the fruit
trees of this community. These findings represent
a scientific contribution for the benefit of small
agricultural communities in Mexico.

Keywords: Inga spuria, Annona muricata, Internal
transcribed spacer (ITS), Diaporthe, Lasiodiplodia.

Most of the rural communities in Oaxaca,
Mexico,
prehispanic agricultural systems, such as the
organization that promotes community work and
the production of local crops. Fruit trees such as

currently maintain elements from

Inga spuria (cuajinicuil) and Annona muricata
(soursop) are among the main socially and economic
important species grown in the community of Pefia
Negra, in the county of Santa Lucia Monteverde,
Oaxaca. The community is located at an altitude
of 1200 masl, its average temperature is 26 °C and
a relative humidity varies between 50 and 90%
throughout the years. The production of soursop in
Pefia Negra is of 0.25 t a year, and for cuajinicuil,
0.5 t a year. This production is for self-supply and
is also sold in the local market.

In June, 2019, these two fruit trees first displayed
fungal symptoms on leaves, causing heavy
defoliation, mummification and loss of fruits, with
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MW418007) y en guandbana a Lasiodiplodia sp.
(NCBI: MW418003). Estas especies se reportan
por primera vez en los arboles frutales de esta co-
munidad. Estos hallazgos representan un aporte
cientifico en beneficio de pequefias comunidades
agricolas de México.

Palabras clave: Inga spuria, Annona muricata, re-
gion espaciadora transcrita interna (ITS), Diapor-
the, Lasiodiplodia.

En la actualidad, la mayoria de las comunidades
rurales de Oaxaca, México mantienen elementos
de los sistemas agricolas prehispanicos tales como
la organizacién que promueve el trabajo comuni-
tario y la produccion de cultivos locales. Frutales
como /nga spuria (cuajinicuil) y Annona murica-
ta (guanabana) son de las principales especies de
importancia social y econdmica que se cultivan en
la comunidad de Pefia Negra, municipio de Santa
Lucia Monteverde, Oaxaca. La comunidad esta lo-
calizada a una altitud de 1200 msnm, tiene tempe-
raturas promedio de 26 °C y humedad relativa que
varia de 50 a 90% a lo largo del afio. La produccion
de guanabana es de 0.25 t anuales y de cuajinicuil
0.5 t por afio en Pefia Negra. Esta produccion se
destina para autoconsumo y se comercializa en el
mercado local.

En junio de 2019 en estos dos frutales se obser-
varon por primera vez sintomas foliares fingicos
causando fuerte defoliacion, momificacion y caida
del fruto, con una incidencia del 100%, es decir,
todos los arboles tenian hojas enfermas. En un re-
corrido en las siete rancherias de San Sebastian,
Nopalera: El paraiso 16° 95" 27" N, 97° 82" 11”"
O, El guayabo 16°92"33"" N, 97° 78 13"" O, Bue-
na Vista el Naranjo 16° 92" 75" N, 97° 76" 69" O,
Pefia Flor de Clavo 16° 90" 19N, 97° 77" 91770,
Pefia Negra 16° 91" 52°'N, 97° 79" 50”0, Torralba
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an incidence of 100%, meaning that all trees had
diseased leaves. In a tour of the seven rancherias
of San Sebastian, Nopalera (El paraiso 16° 95" 27"
N, 97° 82" 117" W, El guayabo 16° 92" 33" N, 97°
78" 13" W, Buena Vista el Naranjo 16° 92" 75" N,
97° 76" 69" W, Pena Flor de Clavo 16° 90" 19"'N,
97° 77" 91""W, Pefia Negra 16° 91" 52°'N, 97° 79°
50""W, Torralba de Juarez 16° 90" 47 'N, 97° 82’
19770, and Pefa de Jicara 16° 93" 86"'N, 97° 79’
507"), the same symptoms were observed in both
fruit tree species.

A part of Putla (a district that spans 50
communities and several municipal areas) was also
visited, and the same symptoms were also observed
in soursop and cuajuinicuil in these communities,
namely Yosotiche, Simiyuvi and El Pifial. Each
rancheria has its own microclimate and the
pathogens have seemed to adapt to them all. Out
of all the families in the areca, 95% have few trees
planted in their backyards. The remaining 5% has
between 50 and 100 of both types of fruit trees. In
diseased trees, losses can be of up to 50%, according
to information provided by local farmers. In order
to understand this phytosanitary problem, the aim
of this study was to identify, by amplification and
analysis of the region of the Internal Transcribed
Spacer (ITS), the fungi associated to the foliage of
the cuajinicuil and soursop.

The diseased plant samples
collected from cuajinicuil and soursop trees in
December, 2019, in 10 orchards in Pefia Negra, San
Sebastian Nopalera, in the county of Santa Lucia
Monteverde, Oaxaca, Mexico (16° 54’ 52.73” N;
97° 477 50.35” W; 1096 masl). The location has
an average temperature of 26 °C and the relative
humidity between May and October fluctuates
between 80 and 90%.

The trees were in a vegetative phenological
stage. The orchards chosen had 1 ha for every kind of
fruit tree to carry out the sampling. In each orchard,

tissue were
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de Juarez 16° 90" 47°'N, 97° 82" 19770, y Pefia de
Jicara 16° 93" 86"'N, 97° 79" 50", se observaron
los mismos sintomas en ambos frutales.

También se recorrié parte de Putla (distrito que
abarca a 50 comunidades y diversos municipios) y
se observaron los mismos sintomas en guanabana
y cuajuinicuil en las comunidades visitadas: Yo-
sotiche, Simiyuvi y El Pinal. Cada rancheria tiene
su propio microclima y al parecer los patdogenos se
han adaptado a todos. E1 95% de las familias tienen
pocos arboles como cultivos de traspatio. El 5%
restante tiene entre 50 a 100 arboles de ambos fru-
tales. En los arboles enfermos las pérdidas pueden
alcanzar un 50% de acuerdo con informacion per-
sonal de los productores. Con la finalidad de aten-
der este problema fitosanitario, el objetivo de este
trabajo fue identificar a través de la amplificacion y
analisis de la region espaciadora transcrita interna
(ITS) los hongos asociados al follaje de cuajinicuil
y guanabana.

Las muestras de tejido vegetal enfermo se reco-
lectaron de arboles de cuajinicuil y guanabana en
diciembre de 2019, en 10 huertas en la rancheria
de Pefia Negra, San Sebastian Nopalera, municipio
de Santa Lucia Monteverde, Oaxaca, México (16°
54°52.73” N; 97° 47’ 50.35 O; 1096 msnm). La
localidad tiene una temperatura promedio de 26 °C
y la humedad relativa entre mayo y octubre oscila
entre 80 a 90%.

Los arboles se encontraban en etapa fenologi-
ca vegetativa. Se seleccionaron huertas de 1 ha por
frutal para realizar los muestreos. En cada huerta
se establecio un disefio de muestreo aleatorio de
10 arboles con sintomas foliares. De cada arbol se
recolectaron al azar a una altura de 1.5 m, cinco ho-
jas con sintomas. Para aislar los microorganismos,
después de enjuagar las hojas en el laboratorio, por-
ciones de 0.5 x 0.5 cm tomados del margen de la
lesidon se sumergieron por 1 min en hipoclorito de
sodio al 2%, se enjuagaron tres veces, y se colocaron
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a randomized sampling design was established
consisting of 10 trees with leaf symptoms. Five
leaves with symptoms were taken from each tree
at a height of 1.5 m. To isolate the microorganisms,
after rinsing the leaves in the lab, pieces measuring
0.5 x 0.5 cm were taken from the edge of the lesions
and submerged in 2% sodium hypochlorite, rinsed
three times and placed in Petri dishes with potato
dextrose agar (PDA; BD Bioxon) and incubated
at 27 °C for seven days. From the fungal growth,
hypha tips were replanted until pure cultures were
obtained from each isolation.

The pathogenicity tests were carried out in 10
healthy soursop plants, placing them in 10 humid
chambers, separately, and keeping them at 25 °C.
Each one was inoculated placing a disc, 5 mm in
diameter. The negative control was inoculated
with sterile distilled water and monitored until
symptoms appeared.

In cuajinicuil, to verify the pathogenicity of the
isolation, the previously described methodology
was followed. In addition, leaves from 10 plants
at a height of 30 cm were inoculated, one leaf per
plant, which were kept at a temperature of 25 °C
and the humidity was maintained with moistened
cotton inside the humid chambers. Once the
symptoms appeared, the pathogens were isolated
from the diseased tissue in the PDA. The two fungi
isolated from each tree were morphologically
different, therefore the sequencing of each one’s
ITS was carried out.

The genomic DNA was extracted from the
mycelial growth of the pure culture of each
isolation wusing the kit Quick-DNA Fungal/
Bacterial Miniprep Kit (Zymo Research Corp.,
Irvine, CA, USA), following the manufacturer’s
protocol. The concentration and purity of the
DNA was verified in a Nanodrop 2000c (Thermo
Scientific, Wilmington, DE, USA); the integrity
was determined by electrophoresis in a 1% agarose
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en cajas de Petri con agar papa dextrosa (PDA; BD
Bioxon) y se incubaron a 27 °C por siete dias. A
partir del crecimiento fingico se hicieron resiem-
bras de punta de hifa hasta obtener cultivos puros
de cada aislado.

Las pruebas de patogenicidad se realizaron en
10 hojas de guanabana sanas, colocandolas en 10
camaras humedas por separado, manteniéndolas a
25 °C. Cada una de ellas se inoculd colocando un
disco con micelio de 5 mm de diametro. El control
negativo se inoculd con agua destilada estéril y se
monitorearon hasta la aparicion de sintomas.

En cuajinicuil, para verificar la patogenicidad
del aislado se sigui6 la metodologia anteriormente
descrita. Ademas, se inocularon hojas de 10 plantas
de 30 cm de altura. Una hoja por planta, las cuales
se mantuvieron a una temperatura de 25 °C y la
humedad se mantuvo con algodéon humedo dentro
de las camaras humedas. Una vez que aparecieron
los sintomas, a partir del tejido enfermo se aislaron
los patdégenos en PDA. Los dos hongos aislados de
cada cultivo fueron diferentes morfologicamente,
por lo tanto, se realizo6 la secuenciacion del ITS de
cada uno.

El ADN genomico se extrajo a partir del creci-
miento micelial de los cultivos puros de cada ais-
lado con el kit Quick-DNA Fungal/Bacterial Mini-
prep Kit (Zymo Research Corp., Irvine, CA, USA)
siguiendo el protocolo del proveedor. La concen-
tracion y pureza del ADN se verificd en un Nano-
drop 2000c (Thermo Scientific, Wilmington, DE,
USA); la integridad se determind por electroforesis
en gel de agarosa al 1% tefiido con SYBR Green |
Nucleic Acid Gel Stain (Thermo Fisher, Darmstadt,
Alemania).

La region ITS se amplifico con los iniciadores
universales ITS1 (5’- TCCGTAGGTGAACCT-
GCGG-3’) e ITS4 (5°-TCCTCCGCTTATTGA-
TATGC-3") (White et al., 1990) en un termocicla-
dor Bio-Rad T100 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
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gel stained with SYBR Green I Nucleic Acid Gel
Stain (Thermo Fisher, Darmstadt, Germany).

The ITS region was amplified
with universal primers ITS1 (5-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) and ITS4
(5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (White et
al., 1990) in a T100 Bio-Rad thermocycler (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) in a total reaction volume
of 25 uL, containing 50-100 ng of genomic DNA,
0.4 uM of each primer and 1X of Platinum Green
Hot Start PCR Master Mix (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). The reaction conditions were as follows:
initial denaturalization at 95 °C for 5 min, 30 cycles
at 95 °C for 1 min, aligning at 55 °C for 2 min,
extension at 72 °C for 1 min and a final extension
at 72 °C for 5 min. The expected fragment (550
pairs of bases) was corroborated by electrophoresis
in 1% agarose gel and purified using the ZR DNA
Sequencing Clean-up Kit (Zymo Research Corp.,
Irvine, CA, USA). The purified products of PCR
were sequenced using Sanger’s technique by
Macrogen, Inc. (South Korea).

The sequences from this study were compared
individually with reference sequences from the
GenBank data base (NCBI) with the program
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).
Later, the program Clustal X v2.1 was used to carry
out the multiple sequence alignment. Once aligned,
5’ and 3’ were timed using SeaView v4.4.2 and the
best nucleotide substitution model was determined
using the program SMS (Smart Model Selection)
incorporated in PhyML v3.0. A phylogenetic tree
was calculated using the maximum likelihood
method in PhyML v3.0 with the model TNO93.
The reliability of each node was estimated using
a bootstrap analysis after 1000 replications and the
sequence of Alternaria alternata KX377683.1 was
included as an external group. The generated tree
was visualized with the program iTOL (Interactive
Tree of Life).
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en un volumen total de reaccion de 25 uL, conte-
niendo 50-100 ng de ADN genémico, 0.4 uM de
cada iniciador y 1X de Platinum Green Hot Start
PCR Master Mix (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
Las condiciones de reaccion fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 min, 30 ci-
clos a 95 °C por 1 min, alineamiento a 55 °C por 2
min, extension a 72 °C por | min y extension final
a 72 °C por 5 min. El fragmento esperado (550 pa-
res de bases) se corroboro por electroforesis en gel
de agarosa al 1% y se purificod con el kit ZR DNA
Sequencing Clean-up Kit (Zymo Research Corp.,
Irvine, CA, USA). Los productos purificados de
PCR se secuenciaron por la técnica de Sanger, por
la empresa Macrogen, Inc, (Corea del Sur).

Las secuencias de este estudio, se compararon
individualmente con secuencias de referencia de la
base de datos del GenBank (NCBI) con el progra-
ma BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).
Posteriormente, el programa Clustal X v2.1 se uti-
liz6 para realizar el alineamiento multiple de se-
cuencias. Una vez alineadas, se recortaron de sus
extremos 5’ y 3’ con SeaView v4.4.2 y se deter-
min6 el mejor modelo de sustitucion nucleotidica
con el programa SMS (Smart Model Selection) in-
corporado en PhyML v3.0. Un arbol filogenético
se calculd con el método de méxima verosimilitud
en PhyML v3.0 con el modelo TN93. La confiabi-
lidad de cada nodo se estim6 por medio de analisis
de bootstrap después de 1000 réplicas y se incluyo
la secuencia de Alternaria alternata KX377683.1
como grupo externo. El arbol generado se visualizo
en el programa iTOL (Interactive Tree of Life).

En cuajinicuil, los sintomas de la enfermedad
fueron manchas pequenas redondas a irregulares,
de color castafio claro a oscuro con halo clordti-
co, sobre cualquier parte del foliolo. Las manchas
se presentan en agrupaciones que llegan a formar
pequefias areas de tejido necrosado. Las lesiones
abarcan mas del 50% del foliolo, finalmente las
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In the cuajinicuil, the symptoms of the disease
were small round to irregular spots with a light to
dark chestnut color and a chlorotic halo on any
part of the leaflet. The spots appeared in clusters
that formed small areas of necrotized tissue. The
lesions cover over 50% of the leaflet, and finally,
the leaves become yellow and fall (Figure 1). The
foliar symptoms in soursop have a brown color
with irregular yellow edges that begin at the tip
and spread towards the base of the leaflet. The
necrotized tissue becomes brittle, followed by the
wilting of the leaves, which then become brown,
with an appearance of having been burned by fire.
The branches become completely defoliated.

hojas se tornan amarillas y se defolian (Figura 1).
Los sintomas foliares en guandbana tienen una
coloracion marrén con margen amarillo, irregula-
res, inician en la punta y avanzan hacia la base del
foliolo. El tejido necrosado se vuelve quebradizo,
después las hojas se marchitan, se tornan cafés con
apariencia de quemadura por fuego. Las ramas se
defolian por completo.

En cuajinicuil, el hongo sujeto a los postulados
de Koch indujo sintomas a los 13 dias después de
la inoculacion en plantas, mientas que en hojas
desprendidas los sintomas se presentaron 10 dias
después de ser inoculadas. Las hojas presenta-
ron manchas redondas a irregulares amarillentas

Figure 1. Leaf symptoms in fruit trees in the community of San Sebastian Nopalera, Oaxaca, Mexico. A-B. Symptoms of
necrotic leaf in Cuajinicuil trees; C. Defoliation in cuajinicuil; D-E-F. Symptoms of lesions with yellowing and

brown spots in soursop trees.

Figura 1. Sintomas foliares en arboles frutales de la comunidad de San Sebastian Nopalera, Oaxaca, México. A-B. Sintomas
de necrosamiento foliar en arboles de Cuajinicuil; C. Defoliacion en cuajinicuil; D-E-F. Sintomas de lesiones con
amarillamiento y puntos de color café en arboles de Guanabana.
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In cuajinicuil, the fungus subjected to Koch’s

postulates induced symptoms 13 days after
inoculation in plants, whereas in loose leaves, the
symptoms appeared 10 days after inoculation. The
leaves displayed round to irregular yellowish spots,
characteristic of the original disease. When the fungi
of both tests were reisolated, they were confirmed
to be similar to the initially isolated fungi. The 8.5
cm growth of the culture was achieved in seven
days. The culture’s characteristics are described in
Table 1.

For soursop, the inoculated fungus induced
similar symptoms to those initially observed in
the field, 10 days after inoculation. The spots were
maroon with yellow edges and irregularly shaped.
When reisolating, the fungus displayed similarity
with the initially isolated fungi. The culture’s
growth characteristics (Table 1) coincide with those
reported by Picos-Mufioz et al. (2015) described
for the fungus Lasiodiplodia theobromae obtained

from papaya.

caracteristicas de la enfermedad original inicial. Al
reaislar los hongos de ambas pruebas se confirmo
que fueron similares a los hongos aislados inicial-
mente. El crecimiento de 8.5 cm de la colonia se
logré en siete dias. Las caracteristicas de la colonia
se describen en el Cuadro 1.

En guanabana, el hongo inoculado indujo sin-
tomas similares a los observados en inicialmente
en campo, 10 dias después de la inoculacion. Las
manchas fueron color marrén con margen amarillo
e irregulares. En el reaislamiento, el hongo mostro
similitud con el aislado inicialmente. Las caracte-
risticas del crecimiento de la colonia (Cuadro 1)
coinciden con las reportadas por Picos-Mufioz et
al. (2015) descritas para el hongo Lasiodiplodia
theobromae obtenido de papaya.

Los hongos aislados de cuajinicuil presentaron
conidios ovoides, aseptados y hialinos, mientras
que los conidios del hongo de guanabana fueron
subovoides a elipsoidales, con apices redondeados,
hialinos y aceptados (inmaduros), con un septo y
color café (maduros).

Table 1. Nomenclature, taxonomic assignment and characteristics of the cuajinicuil and soursop pathogenic fungi.
Cuadro 1. Nomenclatura, asignacion taxonémica y caracteristicas de los hongos patégenos de cuajinicuil y guanabana.

Fruit tree Stra} WNCBI Genus Cultur.e . Colonies in PDA
accession number characteristics
Aerial mycelia growth in cream
. concentric rings with lobulated edge
Diaporthe sp. and the vegetative growth in gra
Cuajinicuil HCUA1/MW418007 (Sordariomycetes, & £ro gray.
. After few days, mycelium becomes
Diaporthaceae) . .
cottony and dense, grayish sepia color
on the reverse
Lasiodiplodia sp. White dense aerial mycelia. Few days |
Soursop HGUA1/MW418003 (Dothideomycetes, later, the mycelia turns olive gray to

Botryosphaeriaceae) dark gray.
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The fungi isolated from cuajinicuil displayed
ovoid, septated and hyaline conidia, whereas
the conidia of the fungus found in soursop were
subovoidal to ellipsoidal, with rounded, hyaline
and aseptate apices (immature), with a septum and
brown in colored (mature).

The DNA sequences
isolated fungi displayed percentages of identity
of 99% after performing a BLAST in NCBI for
the genera Diaporthe and Lasiodiplodia. Based
on the phylogenetic analysis of the ITS region,
the phylogenetic relation of the isolates with
sequences deposited in the GenBank data base
was determined, resulting in the identification
of Diaporthe sp. from the fungus isolated from
cuajinicuil, and Lasiodiplodia sp. for the fungus
isolated from soursop (Figure 2). The nucleotidic
sequences of both pathogens were deposited in
the GenBank data base, where they were given an
accession number (Table 1).

The species of Diaporthe (Phomopsis) can be
phytopathogenic, endophytic or saprophytic, in a
wide range of hosts and new species were recently
reported in diverse regions (Sun et al., 2021; Guo
et al., 2020). The fungus causes the rotting of roots
and fruits, canker, leaf spots, dieback and wilting
(Gomes et al., 2013); in citrus fruits it causes
melanosis, peduncle rot and gummosis (Guarnaccia
and Crous, 2018; Mondal et al., 2007). To date there
are no reports of this fungus affecting cuajinicuil.
Diaporthe may have been related to the tree as an
epiphyte, and in certain weather conditions, the
fungus started to behave as a pathogen. In a thorough
revision of recent investigations, no reports were
found on the presence of Diaporthe on cuajinicuil
crops causing leaf symptoms. An important aspect
of this genus is that, being endophytic, they can
occasionally behave as opportunist pathogens of
the plants. An example of this is D. foeniculina,
which is endophytic and an opportunist pathogenic

obtained from the
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Las secuencias de ADN obtenidas a partir de los
hongos aislados presentaron porcentajes de iden-
tidad de 99% después de realizar un BLAST en
NCBI para los géneros Diaporthe y Lasiodiplodia.
Con base en el analisis filogenético de la region
ITS se determind la relacion filogenética de los ais-
lados con secuencias depositadas en la base de da-
tos del GenBank, resultando en la identificacion de
Diaporthe sp. para el hongo aislado de cuajinicuil,
y Lasiodiplodia sp. para el hongo aislado de gua-
nabana (Figura 2). Las secuencias nucleotidicas de
ambos patogenos fueron depositadas en la base de
datos del GenBank donde se les asigné un niimero
de acceso (Cuadro 1).

Las especies de Diaporthe (Phomopsis) pueden
ser fitopatogenos, endofitos o saprofitos, en una
amplia gama de hospedantes, ademas nuevas espe-
cies se reportan recientemente en diversas regiones
(Sun et al.,2021; Guo et al.,2020). El hongo causa
pudricién de raices y frutos, cancro, manchas folia-
res, muerte descendente y marchitez (Gomes et al.,
2013), en citricos causa melanosis, pudricion del
pedunculo y gomosis (Guarnaccia y Crous, 2018;
Mondal et al., 2007). Hasta la fecha no hay repor-
tes de este hongo afectando cuajinicuil. Diaporthe
pudo haber estado asociado al arbol como epifito,
y ante ciertas condiciones climaticas, el hongo se
empezd a comportar como patdégeno. En revision
exhaustiva de investigaciones recientes, no se en-
contraron reportes de la presencia Diaporthe en
el cultivo de cuajinicuil, causando sintomas folia-
res. Un aspecto interesante de este género es que,
siendo endofitos, en ocasiones pueden comportar-
se como patdgenos oportunistas de las plantas. Un
ejemplo de ello es D. foeniculina, el cual es endo-
fito y patogeno oportunista en diversas malezas, en
plantas ornamentales y arboles frutales (Mondal et
al., 2007). Este hallazgo de este género en cuajini-
cuil representa un aporte importante para el manejo
del hongo en el frutal, en las pequefias comunida-
des rurales de Oaxaca, México.
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Figure 2. Maximum likelihood phylogenetic tree for the Diaporthe sp. fungus from cuajinicuil (HCUA1) and Lasiodiplodia
sp. isolated from soursop (HGUA1). Alternaria alternata (KX377683.1) was used as an external group. The
reliability in each node was evaluated using 1000 bootstrap replications. The isolations indicated in this study are
marked blue.

Figura 2. Arbol filogenético de maxima verosimilitud de los hongos Diaporthe sp. recuperado de cuajinicuil (HCUA1)
y Lasiodiplodia sp. aislado de guanabana (HGUA1). Alternaria alternata (KX377683.1) se utilizo como grupo

externo. La confiabilidad en cada nodo se evalu6 mediante 1000 réplicas de bootstrap. Los aislados indicados en
este estudio estan marcados en azul.
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in several weeds, ornamental plants and fruit trees
(Mondal et al., 2007). This finding in cuajinicuil
genus represents an important contribution for the
management of the fungus in fruit trees in small
rural communities of Oaxaca, Mexico.

Some of the symptoms caused by diverse
Lasiodiplodia species have been reported to be
canker, gummosis, dieback, leaf blight and crown
damage in several crops (Shahbaz et al., 2009).
Many pathogens have a latent stage in their life cycle
and cause no symptoms in their hosts. Salvatore et
al. (2020) mention that the duration of the latent
stage is highly variable, and the pathogenic change
may depend on changes in the susceptibility of the
host (some kind of stress), that may unleash a more
aggressive behavior in the pathogen. The members
of Botryosphaeriaceae are known to be latent
pathogens of many hosts (Sakalidis et al., 2011;
Slippers et al., 2007). In addition, a characteristic
of Lasiodiplodia spp. is that it easily adapts to
tropical and subtropical areas (Mehl et al., 2017),
such as the microclimates of Oaxaca; the increase
in temperature can even generate the expansion of
the range of hosts.

Lasiodiplodia theobromae has been reported
to affect crops such as limes (Valle-De la Paz et
al., 2019), cacao, avocado, banana, peach (Picos-
Muiioz et al., 2015) and others. In the particular
case of soursop, L. theobromae was identified as
the causal agent of the rotting of fruits in Nayarit,
Mexico by Cambero-Ayon et al. (2019), and in
Mauritius island by Lutchmeah (1988), although
these authors did not perform their studies on
leaves. The morphological characteristics of
Lasiodiplodia, isolated in this study coincide with
those for the species L. theobromae, although
morphologic (culture and conidial characteristics)
and molecular studies are required, with the use of
more genetic markers (26S rRNA, calmodulin and
B-tubulin) to identify them at the level of species.
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Se ha reportado que algunos de los sintomas
causados por diversas especies de Lasiodiplodia
son cancro, gomosis, muerte regresiva, tizon foliar
y dafio en la corona en diversos cultivos (Shahbaz
et al., 2009). Muchos patégenos tienen una etapa
latente en su ciclo de vida y no causan sintomas en
su hospedante. Salvatore et al. (2020) mencionan
que la duracién de la etapa latente es muy variable,
y el cambio patogénico puede depender de cambios
en la susceptibilidad del hospedante (algun tipo de
estrés), que pueden desencadenar un comporta-
miento mas agresivo en el patégeno. Es conocido
que los miembros de Botryosphaeriaceae son pa-
togenos latentes de muchos hospedantes (Sakalidis
et al.,2011; Slippers et al., 2007). Ademas, una ca-
racteristica de Lasiodiplodia spp. es que se adapta
facilmente en regiones tropicales y subtropicales
(Mehl et al., 2017) como los microclimas de Oaxa-
ca; incluso, el aumento de la temperatura puede ge-
nerar la expansion del rango de hospedantes.

Se ha reportado a Lasiodiplodia theobromae
afectando cultivos como lima (Valle-De la Paz et
al., 2019), cacao, aguacate, platano, durazno (Pi-
cos-Mufioz et al., 2015) entre otros. En el caso par-
ticular de guanabana, L. theobromae se identifico
como agente causal de pudriciones en fruto en Na-
yarit, México por Cambero-Ayon et al. (2019), y
en la Isla Mauricio por Lutchmeah (1988), aunque
estos autores no realizaron estudios en follaje. Las
caracteristicas morfologicas de Lasiodiplodia ais-
lado en este estudio coinciden con las de la especie
L. theobromae, sin embargo, se requiere analizar
morfoldgica (caracteristicas de colonia y conidios)
y molecularmente, con el uso de mas marcadores
genéticos (26S ARNr, calmodulina y B-tubulina)
para lograr su identificacion a nivel de especie.

Este estudio representa un primer acercamien-
to a los hongos que afectan el follaje de arboles
de guanabana y cuajinicuil. La identificacion
de los organismos causales de una enfermedad
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This study is the first approach to fungi that
affect the leaves of soursop and cuajinicuil trees.
The identification of the causal organisms of
a disease initially helps design its integrated
management.
severity of 50% in each crop. The scattering and
emergence of phytopathogens in new regions in
which there were no reports of its presence is a
commitment to explore them, and after identifying
them, establishing phytosanitary control plans to
contribute to the integrated management of the crop.
This work is a baseline to carry out more profound
studies of fungi that limit the production of food
in small communities in the country. It is therefore
important to broaden the sampling to other fields
of the same region, as well as the microscopic
revision of more fungal isolations, whose genes
that codify for the elongation factor 1-a (TEF 1-a)
and B-Tubulin (B-Tub) will be analyzed.

According to Koch’s postulates
identification,
associated as a leaf pathogen for cuajinicuil in
Pefia Negra, San Sebastian Nopalera, Oaxaca. On
the other hand, leaf symptoms in soursop were
identified as having been caused by Lasiodiplodia
sp. in the same location of Oaxaca, where these are
backyard crops.

Both diseases are causing a

and the

molecular Diaporthe sp. was
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permite inicialmente el disefio del manejo integra-
do de ésta. Ambas enfermedades estan causando
una severidad del 50% en cada cultivo. La dis-
persion y emergencia de fitopatdogenos en nuevas
regiones en las que no se tenia reporte de su pre-
sencia, representa un compromiso para explorarlos
y a partir de su identificacion, establecer planes
de control fitosanitario que contribuyan al manejo
integrado del cultivo. Este trabajo representa una
linea base para realizar estudios mas profundos de
los hongos que limitan la producciéon de alimentos
en pequefias comunidades del pais. Por lo que es
importante ampliar el muestreo a otras parcelas de
la misma region, asi como la revision microscopica
de mas aislados fungicos, a los cuales se les reali-
zara el analisis de los genes que codifican para el
factor de elongacion 1-a (TEF 1-a) y B-Tubulina
(B-Tub).

De acuerdo con los postulados de Koch y a la
identificacion molecular, Diaporthe sp. se asocid
como patdgeno foliar de cuajinicuil en la localidad
de Pefia Negra, San Sebastian Nopalera, Oaxaca.
Por otra parte, en sintomas foliares en guanabana se
identifico Lasiodiplodia sp. en la misma localidad
de Oaxaca, donde estos cultivos son de traspatio.
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Abstract. Xantosoma riedelianum, also called
“mangarito” in Brazil, is an unconventional food
plant (UFP) of the Araceae family native to tropical
America. Foliar samples of the X. riedelianum
showing mosaic, mottle and vein clearing symptoms
were collected in the municipality of Monte
Alegre (Sao Paulo State). Transmission electron
microscope observations, mechanical transmission
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Resumen. El Xantosoma riedelianum, también
llamado “mangarito” en Brasil, es una planta ali-
menticia no convencional (PANC) de la familia
Araceae, nativa de América tropical. Se tomaron
muestras de hojas de X. riedelianum con sintomas
de mosaico, moteado y aclaramiento de venas en
el municipio de Monte Alegre (Estado de Sao Pau-
lo). Se realizé observaciones bajo un microscopio
electronico de transmision, transmision mecanica
a plantas indicadoras, analisis serologicos (DAS-
ELISA) y de RT-PCR indicando que los sintomas
podrian estar relacionados con la presencia del vi-
rus de mosaico dasheen (DsMV, Potyvirus). Este
es el primer reporte de DsMV en X. riedelianum
en Brasil.

Palabras clave: Etiologia, Potyviridae, araceas.
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to experimental plants, serological (DAS-ELISA)
and RT-PCR analyzes indicated that the symptoms
could be associated with the presence of dasheen
mosaic virus (DsMV, Potyvirus). This is the first
report of DsMV in X. riedelianum in Brazil.

Keywords: Etiology, Potyviridae, aroid.

Xanthosoma riedelianum is known by several
common names as cocoyam, malanga (USA),
yautia, tiquisque
or malangay (Central America countries) and
tayad, mangard, mangareto oOr mangarito in
Brazil (Giacometi and Léon, 1994; Kinupp and
Lorenzi, 2021). So far, there is no consensus on
the exact origin of the X. riedelianum, but records
of its occurrence extend from Mexico to Brazil
(Madeira et al., 2015). Plants of X. riedelianum
were domesticated during pre-Columbian period
and consumed by the indians of the Tupi Guarani
ethnic group long before the occupation of the New
World (Azevedo-Filho, 2012). According to Souza
et al. (2018), this plant is an important in the group
of the tropical unconventional food plants (UFPs)
belonging to Araceae family and, in the world,
0.362 million tons of your tubers are produced
mainly in Cuba, Venezuela, El Salvador, Peru, and
Dominican Republic.

One of the advantages of X riedelianum

tannia (Caribbean regions),

cultivation is that its leaves can be used in
human food, unlike others Xanthosoma species,
which only rhizomes are edible (Madeira et al.,
2015). Among Araceae, the genera Colocasia
and Xanthosoma are the UFPs species most used
for human consumption and viruses are among
the most economically important pathogens of
these crops, resulting in significant yield losses
(Kidanemariam, et al., 2022). Dasheen mosaic
virus (Dasheen mosaic virus-DsMV, Potyvirus)
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A Xanthosoma riedelianum se le conoce por
varios nombres comunes, tales como cocoyam,
malanga (EE.UU.), yautia, tannia (regiones caribe-
fas), tiquisque o malangay (paises centroamerica-
nos) y tayad, mangard, mangareto o mangarito en
Brasil (Giacometi 'y Léon, 1994; Kinupp y Lorenzi,
2021). Hasta ahora no hay un consenso acerca del
origen exacto del X. riedelianum, aunque los regis-
tros de su ocurencia se extienden de México hasta
Brasil (Madeira et al., 2015). Las plantas de X. rie-
delianum se domesticaron en épocas precomombi-
nas y las consumian los indigenas del grupo étni-
co Tupi Guarani mucho antes de la ocupacion del
Nuevo Mundo (Azevedo-Filho, 2012). De acuerdo
con Souza et al. (2018), esta planta es importante
en el grupo de las plantas alimenticias no conven-
cionales (PANC), pertenecientes a la familia Ara-
ceae y, en el mundo, 0.362 millones de toneladas
de sus tubérculos se producen principalmente en
Cuba, Venezuela, El Salvador, Peru y la Reptblica
Dominicana.

Una de las ventajas del cultivo de X. riedelia-
num es que sus hojas pueden ser usadas para la
alimentacion humana, a diferencia de otras espe-
cies de Xanthosoma, de las cuales solo sus rizomas
son comestibles (Madeira et al., 2015). Entre las
Araceae, los géneros Colocasia y Xanthosoma son
las especies de PANC mas usadas para el consumo
humano y los virus son algunos de los patégenos
mas econdmicamente importantes de estos culti-
vos, ya que resultan en pérdidas significativas de
rendimiento (Kidanemariam, et al., 2022). El virus
de mosaico dasheen (Dasheen mosaic virus-DsMYV,
Potyvirus) es el virus mas importante que infec-
ta a la familia de Araceae y ha sido reportado en
todo el mundo en especies salvajes, ornamentales
y de PANC (Yusop et al., 2019; Varela-Benavides
y Montero-Carmona, 2017). En los géneros Alo-
casia, Colocasia y Xanthosoma, la ocurrencia de
DsMYV ha sido reportada con frecuencia (Kidane-
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is the most important virus that infects Araceae
Family and it is reported throughout the world in
wild, ornamental and UFPs species (Yusop et al.,
2019; Varela-Benavides and Montero-Carmona,
2017). In Alocasia, Colocasia and Xanthosoma
genera, the DsMV occurrence is frequently been
reported (Kidanemariam et al., 2022). However, a
DsMYV strain that exclusively infects Vanilla spp.
has also been described (Wang et al., 2017). DsMV
is spread by vegetative propagation, transmitted
non-persistently by aphids of the genus Aphis
and Myzus (Zettler and Hartman, 1987; Elliot et
al., 1997). The first report of DsMV was done in
corms of Zantedeschia elliottina (golden calla
lily) imported into the United States of America
from the Netherlands (Zettler ef al., 1970). The
natural DsMV detection, in Central America, was
reported in Colocasia esculenta (eddo or dasheen)
and Xanthosoma spp. in Puerto Rico, Venezuela,
Trinidad, Solomon Islands and Costa Rica (Ramirez,
1985). In Brazil, DsMV had been reported in
UFPs species, like Colocasia esculenta (taro) and
Amorphophallus konjac (voodoo lily) (Rodrigues
et al., 1984; Chagas et al., 1993) and also in some
ornamental species, as Alocasia macrorhiza (giant
taro), Xanthosoma atrovirens (mouse-cup taro),
Dieffenbachia amoena (dumb cane) and others
(Rodrigues et al., 1984; Rivas et al., 2003; Varela-
Benavides and Montero-Carmona, 2017). DsMV
causes severe damage in different aroid species,
which can be attenuated by meristem culture (Chen
et al., 2001; Valverde, et al., 1997). Therefore, the
objective was to identify the virus associated with
viral diseases in X. riedelianum plants in Brazil.
Three samples of X. riedelianum plants (isolates
M35, M7 and M8) from an experimental field located
in the municipality of Monte Alegre do Sul (Sao
Paulo State), showing foliar symptoms of mosaic,
feathery mottle and vein clearing patterns (Figures
1A, 1B) were collected to identify the virus.
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mariam et al., 2022). Sin embargo, también se ha
descrito una cepa de DsMV que infecta exclusiva-
mente a Vanilla spp. (Wang et al., 2017). E1 DsMV
es esparcido por propagacion vegetativa y transmi-
tida de forma no persistente por pulgones de los
géneros Aphis y Myzus (Zettler y Hartman, 1987;
Elliot et al., 1997). El primer reporte de DsMV
se realizd en bulbos de Zantedeschia elliottina
(alcatraces amarillos) importados a Estados Uni-
dos desde los Paises Bajos (Zettler et al., 1970).
La deteccion natural de DsMV en Centroamérica
se reportd en Colocasia esculenta (eddo) y Xan-
thosoma spp. en Puerto Rico, Venezuela, Trinidad,
las Islas Salomén y Costa Rica (Ramirez, 1985).
En Brasil, el DsMV habia sido reportado en espe-
cies de PANCs, tales como Colocasia esculenta
(taro) y Amorphophallus konjac (konjac) (Rodri-
gues et al., 1984; Chagas et al., 1993), asi como
en algunas especies ornamentales, como Alocasia
macrorhiza (taro gigante), Xanthosoma atrovirens
(quequesque), Dieffenbachia amoena (amoena) y
otras (Rodrigues et al., 1984; Rivas et al., 2003;
Varela-Benavides y Montero-Carmona, 2017).
DsMYV causa dafios severos en diferentes especies
de araceas, que pueden ser atenuadas por cultivos
por meristemos (Chen et al., 2001; Valverde, et al.,
1997). Por lo anterior el objetivo fue identificar el
virus asociado a enfermedades tipo viral en plantas
de X. riedelianum en Brasil.

Para identificar el virus, se recolectaron tres
muestras de plantas de X. riedelianum (aislamien-
tos M5, M7 y M8) de un campo experimental
ubicado en el municipio de Monte Alegre do Sul
(estado de Sao Paulo), y que presentaba sintomas
foliares de mosaico, moteado plumoso y patrones
de aclaramiento de venas (Figures 1A, 1B). Mues-
tras sintomaticas y asintomadticas de hojas fueron
sujetas a observaciones bajo un microscopio elec-
tronico de transmision (MET), transmision meca-
nica a plantas indicadoras, una prueba serologica
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Symptomatic and asymptomatic leaf samples were
submitted to transmission electron microscope
(TEM) observations, mechanical transmission to
experimental plants, serological test (DAS-ELISA)
with potyvirus group antiserum (AGDIA®), total
RNA extraction and RT-PCR performed with
primers set designed to anneal to the cylindrical
inclusion (CI) genomic regions of Potyvirus
according to Ha et al. (2008).

The products amplified by RT-PCR were eluted
from the agarose gel, using the “Concert Rapid
Gel ExtractionSystem” (Life Technologies) and
were linked in pGEM-T vector (Promega) and
used for the transformation of competent cells of
Escherichia coli (DH5-a) and sequenced by the
chain termination reaction technique, using the
ABI 377 automatic sequencer and the “ABI kit
PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit - Ampli Taqg DNA Polymerase”
(Perkin Elmer). The sequence alignments obtained
in both directions were done with the aid of the
program Sequencer 3.1 (Gene Codes Corporation)
and comparisons, with the existing sequences in
GenBank, were made through of the “Basic Local
Alignment Search Tool” (BLAST) program from
the National Center for Biotechnology Information
(NCBI), available at http://www.ncbi.nlm.nih.
gov. The identity percentage at the nucleotide
level among sequences was determined by PAUP
v. 4.0b10 for Macintosh. The likelihood ratio
test (LRT) for the nucleotide substitution models
comparison was performed using Modeltest
v. 3.06 (Posada and Crandall, 2001). The tree
reconstruction was also performed under maximum
likelihood (ML) criterion using PAUP.

Symptomatic plants were negative in host
plants, positive to Potyvirus in DAS-ELISA
and in leaf ultrathin sections observed at TEM
revealed the presence of cilindrical inclusions (CI),
pinwheels and laminar agregates characteristics of
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(DAS-ELISA) con antisuero del grupo del poty-
virus (AGDIA®), extraccion de ARN y RT-PCR
realizado con un conjunto de iniciadores disefiados
para aparear a las regiones genomicas de la inclu-
sion cilindrica (IC) del Potyvirus segin Ha et al.
(2008).

Los productos amplificados por RT-PCR fueron
visualizados en gel de agarosa, usando el Concert
Rapid Gel Extraction System (Life Technologies)
y fueron vinculados en un vector pGEM-T (Prome-
ga) y usados para la transformacién de células com-
petentes de Escherichia coli (DH5-0) y se secuen-
ciaron por la técnica de reaccion de terminacion de
cadena, utilizando el secuenciador automatico ABI
377 y el “ABI kit PRISM BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit - Ampli Tag DNA
Polymerase” (Perkin Elmer). Los alincamientos de
secuencia obtenidos en ambas direcciones fueron
realizados con la ayuda del programa Sequencer
3.1 (Gene Codes Corporation) y las comparaciones
con las secuencias existentes en GenBank, fue-
ron realizadas a través del programa “Basic Local
Alignment Search Tool” (BLAST) del Centro Na-
cional para la Informacion Biotecnologica (NCBI),
disponible en http://www.ncbi.nlm.nih.gov. El
porcentaje de identidad a nivel de nucledtido entre
secuencias se determind por PAUP v. 4.0b10 para
Macintosh. La prueba de razon de verosimilitud
para la comparacion de modelos de sustitucion de
nucledtidos se realizé usando Modeltest v. 3.06
(Posada y Crandall, 2001). La reconstruccion del
arbol también se realizo bajo criterios de maxima
verosimilitud usando PAUP.

Las plantas sintomaticas fueron negativas en
plantas hospedantes, positivas a Potyvirus en DAS-
ELISA y en secciones ultradelgadas observadas en
TEM revelaron la presencia de inclusiones cilindri-
cas (IC), molinillos y agregados laminares caracte-
risticos del potyvirus en el citoplasma de células in-
fectadas (Figura 1C). RT-PCR de muestras de hojas
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potyvirus in cytoplasma of infected cells (Figure
1C). RT-PCR from symptomatic and asymptomatic
leaf samples amplified an expected band size of
700 bp (Ha et al., 2008). After sequencing, three
sequences with 480, 633 and 684 bp were obtained
from M5, M7 and MBS isolates, respectively.
Sequences showed greater identity with DsMV
isolates by the BLAST tool and were available on
GenBank (M5: 0Q408279; M7: 0Q408280; M8:
0OQ 408281). After alignment and analyzes, the
greatest identities were observed between Brazilian
DsMV isolates (M5, M7 and M8) and others from
different hosts and regions of the world (Table 1).

sintomaticas y asintomaticas amplificaron un tama-
flo de banda esperado de 700 bp (Ha et al., 2008).
Después de la secuenciacion, tres secuencias con
480, 633 y 684 bp se obtuvieron de aislamientos
de M5, M7 y M8, respectivamente. Las secuencias
presentaron una mayor identidad con aislamientos
de DsMV por medio de la herramienta BLAST y se
hicieron disponibles en GenBank (M5: OQ408279;
M7: 0Q408280; MS8: 0OQ408281). Después del
alineamiento y analisis, las mayores identidades
observadas fueron entre aislamientos de DsMV
brasilefios (M5, M7 y MS8) y otros de diferentes
hospedantes y regiones del mundo (Cuadro 1). Es

Figure 1. A) Leaves of X. riedelianum showing symptons of mosaic and yellowing. B) Leaves of X. riedelianum showing vein
clearing patterns symptons. C) Photomicrograph of the leaf parenchyma cell of X. riedelianum, naturally infected
by the dasheen mosaic virus (DsMYV), an ultrathin section of the cell cytoplasm showing lamellar inclusions “la”
and pinwheels “p”, characteristic of Potyvirus. D) Rhyzomes of X. riedelianum used as subsistence foods.

Figura 1. A) Hojas de X. riedelianum con sintomas de mosaico y amarillamiento. B) Hojas de X. riedelianum con sintomas
de patrones de aclaramiento de venas. C) Microfotografia de la célula de parénquima de la hoja de X. riedelianum,
infectada de forma natural por el virus del mosaico de dasheen (DsMYV), una secciéon ultradelgada del citoplasma
celular presentando las inclusiones laminares “la” y forma de molinillos “p”, caracteristicos del Potyvirus. D)
Rizomas de X. riedelianum usados como alimentos de subsistencia.
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Table 1. Identity among nucleotide sequences corresponding to the cylindrical inclusion
region of dasheen mosaic virus (DsMV) isolated from Brazilian Xanthosoma
riedelianum (M5, M7 and M8), compared with other DsMV isolates from different

hosts and regions of the world.

Cuadro 1. Identidad entre secuencias de nucledtido correspondientes a la region de
inclusion cilindrica del virus de mosaico dasheen (DsMV) aislado del Xanthosoma
riedelianum brasileiio (M5, M7 y M8), comparado con otros aislamientos de
DsMYV de diferentes hospedantes y regiones del mundo.

DsMYV isolates — Host — Country Identity (%)

M5 M7 M8
M5 - 74.4 72.1
M7 - - 81.0
M8 - - -
MG602234* — Xanthosoma sp. — Australia 72.0 80.0 84.6
JX083210 — Pinellia pedatissecta — China 72.2 91.2 78.7
KT026108 — Colocasia esculenta — India 72.2 87.7 79.8
AJ298033 — Zantedeschia aethiopica — China 73.3 87.3 78.3
MW651851 — C. esculenta — Vietnam 76.0 84.4 78.9
MT790349 — C. esculenta — Figi 73.7 84.2 79.8
MT790352 — C. esculenta — Figi 72.5 82.5 78.9
MT790351 — C. esculenta — Figi 72.5 82.5 78.9
ONO086743 — C. esculenta — Papua New Guinea 74.8 82.3 78.3
KY242358 — C. esculenta -USA 74.8 81.2 78.3
LC723667 — Zantedeschia aethiopica — South Korea 76.5 85.4 78.7
MZ043618 — Typhonium giganteum — China 73.7 83.3 78.3
KJ786965 — Amorphophallus paeoniifolius — China 73.7 83.1 77.1
KX505964 — Vanilla tahitensis — Cook Islands 733 82.3 75.8

* GenBank accession number, bold numbers correspond to the highest identity. / “Numero de
accesion de GenBank, numeros en negritas corresponden a la identidad mas alta.

It is important to mention that there is no genome
sequence of Brazilian or Latin American isolates of
DsMYV available in GenBank.

The phylogenetic analyzes as well as the tree
topology reconstructed under ML methodology
indicated that the M7 isolate formed a sister group
with the DsMV isolate from Pedatisected pinellia
from China (Figure 2). In addition, the M8 isolate
shared a common ancestor with the DsMV isolated
from Xanthosoma sp. from Australia, corroborating
the analysis of identity percentage. However, M5
occupied a more basal position in the topology of
the phylogenetic tree, in addition to having shared
the lowest percentage of identities, indicating that
it is a different DsMV isolate (Table 1, Figure 2).
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importante mencionar que no hay secuencias geno-
micas de aislados brasilefios o latinoamericanos de
DsMYV disponibles en GenBank.

Los andlisis filogenéticos y la topologia del ar-
bol reconstruido bajo la metodologia de ML indica-
ron que el aislamiento M7 formé un grupo hermano
con el aislado de DsMV de Pedatisected pinellia
de China (Figura 2). Ademas, el aislamiento M8
compartia un ancestro comun con el aislamiento de
DsMV aislado de Xanthosoma sp. de Australia, lo
cual corrobora el andlisis del porcentaje de identi-
dad. Sin embargo, M5 ocup6 una posicion mas ba-
sal en la topologia del arbol filogenético, ademas de
compartir el menor porcentaje de identidades, in-
dicando que es un aislamiento diferente de DsMV
(Cuadro 1, Figura 2).

315



MExiICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY
RevisTA MExicaNa DE FITOPATOLOGIA

FuLLy BILINGUAL

M5

{MT
JX083210

- KT026108
— KIT86965

— AJ20803

INT91674
—01

WT790348

1T790352

WT790351

ONogeT43

Kv242358

KXS05964
M8
16502234
LC723667

— MZ043618

— MWe51851

Figure 2. Maximum likelihood phylogram of cylindrical inclusion partial sequences of dasheen mosaic virus (DsMYV)
isolated from Brazilian Xanthosoma riedelianum (M5, M7 and M8) and other DsMYV isolates from different
hosts and regions of the world reprented by GenBank accession number. Banana bract mosaic virus sequence
(JN791674) was used as outgroup. The tree was constructed using the HKY + G nucleotide substitution model (G=

0.2029).

Figura 2. Filograma de maxima verosimilitud de secuencias parciales de inclusion cilindrica del virus del mosaico dasheen
(DsMYV) aislado del Xanthosoma riedelianum brasileiio (MS, M7 y M8) y otros aislados de DsMV de diferentes
hospedantes y regiones del mundo, representado por el numero de accesion de GenBank. La secuencia del virus
de mosaico de las bracteas del platano (JN791674) fue usado como un grupo marginal. El arbol fue creado usando
el modelo de sustitucion de nucleétidos HKY + G (G= 0.2029).

Although there are reports of the occurrence of
DsMYV in ornamental species of Xanthossoma, like
X. atrovirens and X. sagitifolium (Rodrigues et al.,
1984; Varela-Benavides and Montero-Carmona,
2017), until now this is the first occurrence the
natural infection of X. riedelianum by DsMV in
Brazil.

Studies on the occurrence of viruses in this plant
species that is important, because its tubers (Figure
1D) are used in human food, as well as yam, taro,
among others, which are a source of calories for
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Aunque hay reportes de la ocurrencia de DsMV
en especies ornamentales de Xanthosoma, tales
como X. atrovirens y X. sagitifolium (Rodrigues et
al., 1984; Varela-Benavides y Montero-Carmona,
2017), hasta ahora, esta es la primera ocurrencia de
la infeccidon natural de X. riedelianum por DsMV
en Brasil.

Es importante estudiar la ocurrencia de virus en
esta especie vegetal, ya que sus tubérculos (Figura
1D) son usados para la alimentacion humana, asi
como el camote, taro y otros, que son fuentes de
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people in situation of nutritional vulnerability and
also a source of income for small farmers (Varela-
Benavides and Montero-Carmona, 2017).

X riedelianum is among numerous rustic plants
found in tropical regions whose the majority of
these species are starchy, classified as caloric and
considered subsistence foods. Despite being a
great source of carbohydrates, low productivity
drove farmers away from its cultivation, due to the
irregular size of the rhizomes and the low volume
of production without commercial value (Madeira
et al., 2015). Although, these plants have great
economic importance worldwide since they are a
source of calories for low-income people and of
earnings for small farmers, few studies have been
done with these unconventional foods (Varela-
Benavides and Montero-Carmona, 2017).

The positive results of the DAS-ELISA, against
universal antiserum potyvirus group and presence
of cylindrical inclusion in the electron microscopy
and the result of the RT-PCR, with the primers for
CI followed by sequencing were decisive for the
identification of the DsMV in X. riedelianum. This
is the first report of the DsMV in this species of
UFPs.
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calorias para personas con vulnerabilidad nutricional,
asi como una fuente de ingresos para productores
de pequena escala (Varela-Benavides y Montero-
Carmona, 2017).

X. riedelianum es entre las numerosas plantas
rusticas halladas en regiones tropicales, y en el que
la mayoria de estas especies contienen almidones,
clasificadas como caloricas y considerados alimen-
tos de subsistencia. A pesar de ser una gran fuente
de hidratos de carbono, la baja productividad alejo
a los productores de su produccion, debido al ta-
mafio irregular de los rizomas y el bajo volumen
de produccion sin valor comercial (Madeira ef al.,
2015). Aunque estas plantas son de gran impor-
tancia mundial por ser una fuente de calorias para
personas de bajos recursos y de ingresos para pe-
quenos productores, son pocos los estudios realiza-
dos con estos alimentos no convencionales (Varela-
Benavides y Montero-Carmona, 2017).

Los resultados positivos del DAS-ELISA contra
el grupo de antisuero potyvirus universal y la pre-
sencia de la inclusion cilindrica en la microscopia
y el resultado del RT-PCR, con los iniciadores de
IC seguidos de la secuenciacion, fueron decisivos
para la identificacion del DsMV en X. riedelianum.
Este es el primer reporte del DsMV en esta especie
de PANC.

Fin de la versién en Espaiiol ~~——~—~——~—
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