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The control of biotic diseases in agriculture 
— particularly of those caused by fungi and 
bacteria— has produced an excessive use of 
chemically-synthesized products (agrochemicals), 
which, despite their important contribution to 
the increase of agricultural productivity, have 
considerable disadvantages, especially regarding 
the health of the people who apply these products 
and in environmental terms, since they contaminate 
soils and groundwater layers. On the other hand, 
the use of pesticide-free agricultural products has 
increased in recent years, requiring quality foods, 
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Multidiscipline, a basic component of innovation in the 
biological control of plant pathogens

Multidisciplina, componente fundamental de la innovación en el control 
biológico de fitopatógenos
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El control de enfermedades bióticas en la 
agricultura –sobre todo de aquellas causadas por 
hongos y bacterias-, ha generado el excesivo uso 
de productos elaborados por síntesis química 
(agroquímicos); los cuales, a pesar de su 
contribución de manera importante para incrementar 
la productividad agrícola, tienen desventajas 
considerables, sobre todo en términos de salud 
de quienes aplican estos productos y en términos 
ambientales, ya que contaminan suelos y mantos 
freáticos. Por otra parte, el consumo de productos 
agrícolas libres de pesticidas se ha incrementado 
en los últimos años, requiriendo alimentos de 
calidad y sin residuos de compuestos tóxicos. 
Aunado a esto, la legislación (especialmente en 
países desarrollados) limita cada vez más el uso de 
pesticidas para productos de consumo humano. Una 
alternativa más sustentable es el control biológico 
de hongos y bacterias fitopatógenos mediante el 
uso de sus enemigos/antagonistas, los cuales son 
considerados como agentes de control biológico 

DOI: https://doi.org/10.18781/R.MEX.FIT.2308-1



320

Fully Bilingual
Mexican Journal of PHYTOPATHOLOGY
Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA

Online publication, September 2023

free of toxic components. Alongside this, legislation 
(especially in developed nations) increasingly 
limits the use of pesticides on products for human 
consumption. A more sustainable alternative is the 
biological control of phytopathogenic fungi and 
bacteria with the use of their enemies/antagonists, 
which are considered biological control agents 
(BCA). In this field, I highlight the recent review 
by Lahlali et al. (2022) which describes extensively 
diverse aspects referring to the biological control of 
phytopathogens, including an analysis of the action 
mechanisms used by beneficial microorganisms for 
controlling the phytopathogens and the reduction of 
the losses caused by them, as well as the potential 
and limitations of this technology. This review 
paper also analyzes the reality that has characterized 
this field: an extensive scientific literature in 
which numerous isolations of microorganisms 
with antagonistic potential have been evaluated 
and reported, though showing that relatively few 
products have reached the market. An example of 
this has been pointed out by Córdova-Albores and 
collaborators (2021), who have shown the need for 
a greater biodiversity of biopesticides registered 
in COFEPRIS (Spanish acronym for the Federal 
Commission for the Protection against Sanitary 
Risk) and sold in Mexico. Lahlali et al. (2022) 
analyze the causes for this situation and conclude 
that researchers ignore or have not considered 
what is really needed for a product to be able to 
reach farmers and which has to do with aspects 
that go far beyond the evaluation of the biological 
effectiveness of a particular BCA. Nationally, 
Serrano-Carreón and Rincón-Enríquez (2021) 
have edited a special number of the dissemination 
journal “Biotecnología en Movimiento” around 
the situation of the biological control of pests and 
diseases in Mexico and in which some experiences 
with a potential for application are told. 

The concept of microbial antagonism has been 
known in microbiology since the 19th century; 

(ACB). Sobre el campo, resalto la revisión 
reciente de Lahlali et al. (2022) que describe de 
forma muy amplia diversos aspectos referentes al 
control biológico de fitopatógenos, incluyendo un 
análisis de los mecanismos de acción que utilizan 
los microorganismos benéficos para controlar a 
los fitopatógenos y disminuir pérdidas causadas 
por éstos, así como del potencial y limitaciones 
de esta tecnología. El artículo también analiza 
la realidad que ha caracterizado a este campo: 
una extensa literatura científica en la que se han 
evaluado y reportado numerosos aislamientos 
de microorganismos con potencial antagónico, 
aunque evidenciando que relativamente pocos 
productos han llegado al mercado. Ejemplo de 
ello lo señalan Córdova-Albores y colaboradores 
(2021) donde evidenciaron la necesidad de mayor 
diversidad de bioplaguicidas registrados en 
COFEPRIS (Comisión Federal para la Protección 
contra Riesgos Sanitarios) y comercializados en 
México. Lahlali et al. (2022) analizan las causas 
de esta situación y llegan a la conclusión de que los 
investigadores ignoran o no han considerado lo que 
realmente se necesita para que un producto pueda 
llegar a los agricultores y que tiene que ver con 
aspectos que van mucho más allá de la evaluación de 
la efectividad biológica de un ACB en particular. A 
nivel nacional, Serrano-Carreón y Rincón-Enríquez 
(2021) han editado un número especial en la revista 
de divulgación “Biotecnología en Movimiento” en 
torno a la situación del control biológico de plagas 
y enfermedades en México y en donde se relatan 
algunas experiencias con potencial de aplicación. 

El concepto de antagonismo microbiano se 
conoce en microbiología desde el siglo XIX; 
no obstante, el primer producto registrado en la 
U.S. Food and Drug Administration (FDA) como 
agente de control biológico para la agricultura 
fue la cepa bacteriana Agrobacterium radiobacter 
84, en 1979 (Lahlali et al., 2022). Una década 
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nevertheless, the first product registered in the 
U.S. Food and Drug Administration (FDA) as a 
biological control agent for agriculture was the 
bacterial strain Agrobacterium radiobacter 84, in 
1979 (Lahlali et al., 2022). A decade later, the same 
agency approved the use of the fungus Trichoderma 
harzianum to control plant diseases (Lahlali et al., 
2022). To date, the FDA has issued registrations for 
14 different bacteria and 12 fungi as BCAs (Lahlali 
et al., 2022), the most common of which are the 
bacteria of the Bacillus genus and the fungi of the 
Trichoderma genus. As pointed out by Köhl et 
al. (2011), most of the work on the isolation and 
characterization of antagonistic microorganisms 
have concentrated on the biological effectiveness 
(whether in vitro or in planta) as their main selection 
criterion. It is common to find the following phrase 
in articles frequently published in plant pathology, 
microbiology or biotechnology journals:

“Strain “XX”, isolated from “BB” and 
identified as “YY,” displays a high percentage 
of biocontrol over “ZZ” and “QQ,” and may 
therefore be a candidate for the control of these 
phytopathogens, which would represent an 
agroecological alternative for the control of “WW” 
in the region of “FF,” since it is a native strain that 
may have greater possibilities of adaptability and 
success, in comparison with the currently available 
commercial strains.”

Although it sounds obvious, it does not seem 
evident for most researchers that the effectiveness 
of a particular microbial isolation is not the only 
requirement to become a “candidate for the 
control of these phytopathogens.” It is important 
to analyze that, in order for a microbial isolation 
to be considered as an agent for the control of a 
phytopathogen in the field, it must meet at least 
the following requirements: a) It must be safe for 
humans and other animals, b) It must be able to 
product it at a large scale in low-cost culture media, 

después, la misma agencia aprobó el uso del 
hongo Trichoderma harzianum para controlar 
enfermedades de plantas (Lahlali et al., 2022). A la 
fecha, la FDA ha concedido registros a 14 diferentes 
bacterias y 12 hongos como ACBs (Lahlali et al., 
2022), entre los que destacan de forma primordial 
las bacterias del género Bacillus y los hongos del 
género Trichoderma. Como ha sido señalado por 
Köhl et al. (2011), la mayor parte de los trabajos de 
aislamiento y caracterización de microrganismos 
antagonistas se han concentrado en la efectividad 
biológica (ya sea in vitro o in planta) como su 
principal criterio de selección. Es común encontrar 
la siguiente frase en los artículos que se publican 
con frecuencia al respecto en revistas científicas de 
fitopatología, microbiología o biotecnología:

“La cepa “XX”, aislada de “BB” e identificada 
como “YY”, al presentar un alto porcentaje 
de biocontrol sobre “ZZ” y “QQ” puede ser 
candidata para el control de estos fitopatógenos, 
lo que representaría una alternativa agroecológica 
para el control de “WW” en la región “FF”, ya 
que se trata de una cepa nativa que puede tener 
mayores posibilidades de adaptabilidad y éxito en 
comparación con las cepas disponibles actualmente 
de manera comercial”

Aunque suena obvio, no parece ser evidente 
para la mayoría de los investigadores que la 
efectividad de un determinado aislado microbiano 
no es el único requisito para “ser candidata para 
el control de estos fitopatógenos”. Es importante 
analizar que, para considerar un aislado microbiano 
como agente de control de algún fitopatógeno en 
el campo, hay que cubrir -al menos- los siguientes 
requisitos: a) debe ser seguro para el ser humano 
y otros animales, b) debe reproducirse a gran 
escala en medios de cultivo de bajo costo, c) se 
debe formular de tal manera que sea fácil de usar 
y almacenar por los agricultores. De muy poco 
sirve un aislado con extraordinaria capacidad 
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c) It must be formulated in such a way that it is 
easily used and stored by farmers. An isolate with 
an extraordinary ability for biological control 
is of little use if it has a pathogenic potential for 
humans, or its production cannot be scaled-up in an 
inexpensive way, or it does not have a sufficiently 
broad shelf-life (i.e. two years). Additionally, it 
must be able to convince farmers in terms of its 
cost-benefits in comparison with conventional 
agrochemicals. 

In relation to the statement claiming that “… it 
would represent an agroecological alternative for 
the control of “WW” in the region of “FF,” since it 
is a native strain that may have greater possibilities 
of adaptability and success, in comparison with 
the currently available commercial strains,” it 
is necessary to mention that, in addition to the 
technical-biological requirements, one of the 
greatest bottlenecks in the commercialization of 
a BCA is the high cost of the registration process 
before the relevant agricultural authorities, and 
the health authorities (such as COFEPRIS), in 
each country in which the product is intended for 
legal sale. This registration process includes the 
verification by third parties of the innocuousness 
of the product and its effectiveness against a 
phytopathogen in a particular crop. The latter is, in 
itself, a problem from a commercial point of view, 
since biological effectiveness tests must be carried 
out for each phytopathogen-crop pair to become 
correspondingly registered. The commercial 
success of biological products available in the 
market is largely based on its broad antagonist 
spectrum. There is no commercial product that can 
survive in the market having only one registration 
for a single pathogen/agricultural crop and/or 
for a particular agricultural zone, as the majority 
of the scientific literature suggests. The costs for 
registration are one of the most relevant factors in 
the placement of this type of products in the market.

para el control biológico, si éste es un potencial 
patógeno para los humanos, o no puede escalarse 
su producción de forma económica, o no tiene 
una vida de anaquel suficientemente amplia (i.e. 2 
años). Además, debe ser capaz de convencer a los 
agricultores en términos de sus beneficios-costos 
con respecto a los agroquímicos convencionales. 

En relación a que “…representaría una 
alternativa agroecológica para el control de 
“WW” en la región “FF”, ya que se trata de una 
cepa nativa que puede tener mayores posibilidades 
de adaptabilidad y éxito en comparación con 
las cepas disponibles actualmente de manera 
comercial”, hay que mencionar que, además de los 
requisitos técnico-biológicos, uno de los mayores 
cuellos de botella en la comercialización de un 
ACB es el alto costo que representa el proceso de 
registro ante las autoridades agrícolas pertinentes y 
de salud (como COFEPRIS), de cada país donde se 
pretenda vender de manera legal el producto. Este 
proceso de registro incluye la demostración, por 
terceros certificados, de la inocuidad del producto 
y de la efectividad contra un fitopatógeno en un 
cultivo en particular. Esto último, es en sí mismo 
otro problema desde el punto de vista comercial 
ya que se deben hacer pruebas de efectividad 
biológica para cada binomio fitopatógeno-cultivo 
para lograr el registro correspondiente. El éxito 
comercial de los productos biológicos disponibles 
en el mercado está basado, en gran medida, en su 
amplio espectro antagonista. No hay un producto 
comercial que subsista en el mercado con un 
registro único fitopatógeno-cultivo y/o para una 
zona agrícola en particular, como asume la mayoría 
de la bibliografía científica. Es evidente que los 
costos de obtención de registros representan uno 
de los factores más relevantes en la puesta en el 
mercado de este tipo de productos.

El trabajo básico de fitopatología, incluyendo 
el conocimiento de las complejas interacciones 
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The basic phytopathology work, including 
the knowledge of the complex interactions of 
an BCA with biotic and/or abiotic factors of the 
agroecosystem (as pointed out by Córdova-Albores 
et al., 2021) is crucial for the development of new 
biological control agents. However, if it is expected 
to benefit farmers in the management of diseases, 
it is essential to think and act in a multidisciplinary 
manner. I consider that the article by Köhl et al. 
(2011) should be mandatory reading for any 
phytopathologist, microbiologist or biotechnologist 
who wishes their work to become an effective 
reality for farmers. Likewise, I would recommend 
that phytopathologists read biotechnology papers, 
biotechnologists read phytopathology papers, and 
that both read about technological innovation. If 
we want our investigations to have a true social 
impact, we must not only strive for excellence 
in our specialized field, but also engage with 
researchers from other disciplines, who speak other 
languages and help us see beyond the relatively 
limited monodisciplinary horizon.

We are more used to the fact that innovations 
(i.e., discoveries introduced in the market, which 
is the only way to fulfill their social function of 
generating wealth) come from abroad. Most of 
the inputs purchased by Mexican farmers are 
produced using technology developed outside of 
Mexico’s borders. In the field of biological control 
of phytopathogens, this is also the case, with only a 
few exceptions (Galindo et al., 2013). Worldwide, 
biological control agents have been estimated to 
constitute only about 5% of the value of the crop 
protection industry market (this includes insect 
control, mainly using B. thuringensis toxins) 
(Lahlali et al, 2022). However, due to regulatory 
pressure and the consumer preference for safer 
products, the biological control market (particularly 
for the control of phytopathogens, which is the 
least developed), is expected to grow significantly. 

de los ACB con factores bióticos y/o abióticos 
en el agroecosistema (como lo han señalado 
Córdova-Albores et al., 2021) es indispensable 
para el desarrollo de nuevos agentes de control 
biológico. Sin embargo, si se pretende que éste 
pueda generar beneficios a los agricultores en el 
manejo de enfermedades, es indispensable que se 
piense y se actúe de una forma multidisciplinaria. 
Considero que el artículo de Köhl et al. (2011) 
debiera ser una lectura obligada para cualquier 
fitopatólogo, microbiólogo o biotecnólogo, que 
quiera que su trabajo eventualmente llegue a una 
realidad efectiva para los agricultores. Asimismo, 
recomendaría a los fitopatólogos que lean artículos 
de biotecnología; a los biotecnólogos que lean 
artículos de fitopatología y a ambos, lecturas 
sobre innovación tecnológica. Si queremos que 
nuestras investigaciones tengan un verdadero 
impacto social, no debemos solo aspirar a lograr la 
excelencia en nuestro campo de especialidad, sino 
debemos involucrarnos con investigadores de otras 
disciplinas, que hablen otros lenguajes y que nos 
permitan ver más allá del relativamente limitado 
horizonte monodisciplinario.

Estamos más bien acostumbrados a que 
las innovaciones (esto es, los descubrimientos 
llevados al mercado, que es la única forma de 
cumplir su función social de generar riqueza) 
provengan del extranjero. La mayoría de los 
insumos que los agricultores mexicanos compran, 
son fabricados con tecnología desarrollada fuera 
de México. En el campo del control biológico 
de fitopatógenos, este también es el caso, con 
algunas pocas excepciones (Galindo et al., 2013). 
A nivel mundial, se ha estimado que los agentes 
de control biológico constituyen sólo cerca del 5% 
del valor del mercado de la industria de protección 
de cultivos (y eso incluye el control de insectos, 
principalmente usando toxinas de B. thuringensis) 
(Lahlali et al, 2022). Sin embargo, dada la presión 
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Therefore, in Mexico, we have an extraordinary 
opportunity, as we have the main ingredient, 
which is human talent. However, without a 
multidisciplinary perspective, this talent will hardly 
ensure that science and technology in this field will 
reach consumers. Thus, we must continue having 
excellence in the research in phytopathology 
and biotechnology, though in different ways and 
with significant social commitment. One of these 
ways is scientific entrepreneurship. If there are no 
companies interested in our developments, then 
let’s create such companies. The story of a Mexican 
case has been published in the literature (Galindo 
et al., 2013), describing how an investigation 
that began with the isolation of microorganisms 
antagonistic to Colletotrichum gloeosporioides 
ended in the launching of a commercial product 
now registered to control six diseases caused by 
fungi in approximately 25 crops. 

In countries that have achieved spectacular 
economic growth in recent decades, such as South 
Korea and Israel, entrepreneurship is one of the 
most successful forms of technology transfer. Of 
course, scientific entrepreneurship is not for all 
researchers, although for recent Ph.D. graduates it 
can be a real career alternative, given the limited 
amount of highly qualified jobs currently available. 
However, for those who decide to take this path, 
I assure you it will not be easy, but definitely 
will be very rewarding. To be able to witness 
that a technological development which began in 
our laboratories is solving specific problems to 
the farmers is, with no doubt, one of the greatest 
professional rewards that one can have as a 
researcher.
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impact on horticulture worldwide. The aim of this 
study was to identify the species and physiological 
races of Xanthomonas present in tomato (Solanum 
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Resumen. La mancha bacteriana del jitomate y 
chile, causada por cuatro especies de Xanthomonas 
y diversas razas, es una de las enfermedades de ma-
yor impacto en la horticultura a nivel mundial. El 
objetivo de este estudio fue identificar a las especies 
y razas fisiológicas de Xanthomonas spp. presentes 
en los cultivos de jitomate (Solanum lycopersicum) 
y chile (Capsicum annuum) en Sinaloa, México. 
Para ello, se recolectaron muestras con síntomas de 
mancha bacteriana en campos comerciales tanto de 
jitomate como de chile, distribuidos en diferentes 
municipios de Sinaloa. Noventa y tres bacterias se 
aislaron en los medios agar nutritivo (AN) y agar 
levadura-dextrosa-carbonato de calcio (YDC). Un 
total de 47 aislados bacterianos se identificaron 
como Xanthomonas mediante la combinación de 
pruebas morfológicas, patogénicas, bioquímicas, 
fisiológicas y moleculares. Además, para la carac-
terización de razas fisiológicas de cada una de las 
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lycopersicum) and chili pepper (Capsicum annuum) 
crops in Sinaloa, Mexico. For this purpose, 
samples with typical symptoms of bacterial spot 
were collected in commercial fields of the different 
municipalities in the state of Sinaloa. Ninety-three 
bacteria were isolated on semi-selective medium 
as nutrient agar and yeast extract-dextrose. A total 
of 47 bacteria were identified as Xanthomonas 
by a combination of morphological, pathogenic, 
biochemical, physiological, and molecular tests. 
In addition, to characterize the morphological 
race of each strain, differential tomato (four) and 
chili pepper (six) lines were used. Molecular 
diagnostic using specific primers indicated that 
83% corresponded to X. euvesicatoria, 10.6% to 
X. perforans, and 6.4% to X. vesicatoria. At the 
physiological race level, races T1, T2, T3, and T5 
were detected in tomato; while the Xanthomonas 
races detected in chili pepper were P0, P3, P6, P8 
and P10. This information updates previous data on 
the distribution of races of Xanthomonas that infect 
chili peppers in Sinaloa, since races P6 and P10 are 
reported for the first time.

Keywords: Bacterial spot, differential lines, 
hypersensitivity reaction.

The bacterial spot in tomato (S. lycopersicum) 
and chili pepper (C. annuum) caused by 
Xanthomonas spp. is one of the most important 
and destructive diseases for these crops worldwide 
(Potnis et al., 2015; Sharma and Bhattarai, 2019; 
Bogatzevska et al., 2021; Rotondo et al., 2022). 
Despite this disease being found in all the tomato 
and chili pepper producing regions, it is most 
severe in subtropical and tropical regions, where 
the pathogen is favored by high temperatures and 
constant rains (Koike et al., 2007). 

cepas, se utilizaron cuatro líneas diferenciales de 
jitomate y seis de chile. El análisis realizado me-
diante iniciadores específicos para su diagnóstico 
molecular confirmó que, el 83% correspondió a X. 
euvesicatoria, donde se detectaron las razas P0, P3, 
P6, y P10; el 10.6% a X. perforans con las razas 
fisiológicas T1, T2, T3 y T5, y el 6.4% a X. vesi-
catoria, detectándose las razas T1, T3 y T5. En-
tretanto, con las líneas diferenciales de jitomate se 
detectaron a las razas T1, T2, T3 y T5; mientras que 
con las líneas diferenciales de chile se detectaron 
las razas P0, P3, P6, P8 y P10. Esta información 
actualiza los datos previos sobre la distribución de 
razas de Xanthomonas que infectan al chile en Si-
naloa, debido a que se reporta por primera vez a las 
razas P6 y P10.

Palabras clave: mancha bacteriana, líneas diferen-
ciales, reacción de hipersensibilidad.

La mancha bacteriana en jitomate (S. lycopersi-
cum) y chile (C. annuum) causada por Xanthomo-
nas spp. es una de las enfermedades más importan-
tes y destructivas en estos cultivos a nivel mundial 
(Potnis et al., 2015; Sharma y Bhattarai, 2019; Bo-
gatzevska et al., 2021; Rotondo et al., 2022). Aun-
que esta enfermedad ocurre en todas las regiones 
productoras de jitomate y chile, es más severa en 
regiones subtropicales y tropicales donde el pató-
geno es favorecido por la alta temperatura y lluvias 
constantes (Koike et al., 2007). 

Los síntomas foliares iniciales causados por 
Xanthomonas spp. consisten en manchas irregula-
res acuosas que posteriormente se tornan de color 
marrón oscuro a negro y por lo general miden <5 
mm de diámetro. A medida que avanza la enfer-
medad, las manchas pueden coalecer y dar lugar a 
áreas necróticas grandes en las hojas. En infecciones 
avanzadas y severas, las plantas pueden deshojarse, 
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The initial foliar symptoms caused by 
Xanthomonas spp. consist of irregular aqueous 
spots that later turn dark maroon to black and 
generally measure <5 mm in diameter. As the 
disease progresses, the spots may coalesce and 
give way to large necrotic areas on the leaves. 
In advanced and severe infections, plants may 
lose leaves, particularly in their lower section. 
Infections of the fruits are irregular, rough, elevated 
brown scabs that measure 2–5 mm in diameter. The 
spots on the fruits are grouped near the end of the 
peduncle (Koike et al., 2007). 

Worldwide there are four species of 
Xanthomonas (X. euvesicatoria, X. vesicatoria, X. 
perforans and X. gardneri) commonly associated 
to the disease known as bacterial spot in tomato 
and chili pepper (Jones et al., 2004). To date, five 
Xanthomonas spp. races have been reported for 
tomato: race T1 reported in X. euvesicatoria, race 
T2 in X. vesicatoria and X. gardneri, races T3 and 
T4 reported in X. perforans, as well as race T5, 
which was reported as a recombination between 
races T3 and T4 of X. perforans (Adhikari et al., 
2020; Jibrin et al., 2022). Meanwhile, in the case 
of chili pepper, 11 races have been reported (P0, 
P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9 and P10). The 
determination of the races in the Xanthomonas spp. 
strains is based on the hypersensitivity reaction in 
response to the effector proteins mediated through 
the type III secretion system in the host cells and 
with recognition from specific resistance proteins 
in differential tomato and chili pepper plants (Stall 
et al., 2009).

For tomato, there are earlier studies that 
determined the diversity of races and/or species 
of Xanthomonas in strains gathered in the U.S.A. 
(Bouzar et al., 1994; Rotondo et al., 2022), India, 
Argentina, Spain, New Zealand, France, Hungary 
(Bouzar et al., 1994), Taiwan (Hartman and Yang, 
1990; Bouzar et al., 1994; Lue et al., 2010), 

especialmente en la parte inferior. Las infecciones 
en la fruta se observan de manera irregular como 
costras ásperas, levantadas, de color marrón, que 
miden de 2–5 mm de diámetro. Las manchas en los 
frutos se agrupan cerca del extremo del pedúnculo 
(Koike et al., 2007). 

A nivel mundial existen cuatro especies de Xan-
thomonas (X. euvesicatoria, X. vesicatoria, X. per-
forans y X. gardneri) asociadas comúnmente a la 
enfermedad conocida como mancha bacteriana en 
jitomate y chile (Jones et al., 2004). Actualmente, 
se reportan cinco razas de Xanthomonas spp. para 
jitomate: raza T1 reportada en X. euvesicatoria, 
raza T2 en X. vesicatoria y X. gardneri, razas T3 
y T4 reportadas en X. perforans; así como, la raza 
T5, la cual se reportó como una recombinación en-
tre la raza T3 y T4 de X. perforans (Adhikari et 
al., 2020; Jibrin et al., 2022). Mientras que, en el 
caso de chile, se han reportado 11 razas (P0, P1, 
P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9 y P10). La determi-
nación de las razas en las cepas de Xanthomonas 
spp. se basa en la reacción de hipersensibilidad en 
respuesta a las proteínas efectoras mediadas a tra-
vés del sistema de secreción tipo III en las células 
del hospedante y con reconocimiento por proteínas 
de resistencia específicas en plantas diferenciales 
de jitomate y chile (Stall et al., 2009).

En jitomate, existen estudios previos donde 
se determinó la diversidad de razas y/o especies 
de Xanthomonas en cepas colectadas en EE. UU. 
(Bouzar et al., 1994; Rotondo et al., 2022), India, 
Argentina, España, Nueva Zelanda, Francia, Hun-
gría (Bouzar et al., 1994), Taiwán (Hartman y Yang, 
1990; Bouzar et al., 1994; Lue et al., 2010), Méxi-
co (Bouzar et al., 1994; Bouzar et al., 1996), Islas 
del Caribe (O’Garro, 1998), Brasil (Bouzar et al., 
1994; Quezado-Duval y Camargo, 2004), Canadá 
(Bouzar et al., 1994; Abbasi et al., 2015), Australia 
(Bouzar et al., 1994; Roach et al., 2018), Tailandia 
(Sitthitanasin et al., 2020), Bulgaria (Bogatzevska 
et al., 2021) y África (Jibrin et al., 2022). 
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Mexico (Bouzar et al., 1994; Bouzar et al., 1996), 
Caribbean Islands (O’Garro, 1998), Brazil (Bouzar 
et al., 1994; Quezado-Duval and Camargo, 2004), 
Canada (Bouzar et al., 1994; Abbasi et al., 2015), 
Australia (Bouzar et al., 1994; Roach et al., 2018), 
Thailand (Sitthitanasin et al., 2020), Bulgaria 
(Bogatzevska et al., 2021) and Africa (Jibrin et al., 
2022). 

For chili pepper, Xanthomonas races and species 
have been identified with strains from Argentina, 
Brazil, Hungary, Senegal, Spain, Tongo (Bouzar 
et al., 1994), U.S.A. (Bouzar et al., 1994; Kousik 
and Ritchie 1995; Rotondo et al., 2022), Taiwan 
(Hartman and Yang, 1990; Bouzar et al., 1994; Lue 
et al., 2010), Mexico (Bouzar et al., 1994; 1996; 
Carrillo-Fasio et al., 2001), Caribbean Islands 
(Bouzar et al., 1994; O’Garro, 1998), Australia 
(Bouzar et al., 1994; Roach et al., 2018), Thailand 
(Sitthitanasin et al., 2020), Bulgaria (Bogatzevska 
et al., 2021) and Africa (Jibrin et al., 2022).

In Sinaloa, the main tomato and chili pepper 
producing state in Mexico, the bacterial spot is 
widely distributed and it continuously appears 
as an epidemic, causing important losses in the 
production of both crops (Carrillo-Fasio et al., 
2001). In this sense, some previous studies of the 
diversity of Xanthomonas races in these crops were 
based on strains isolated from fields in Sinaloa and 
Sonora (Bouzar et al., 1994; 1996; Carrillo-Fasio 
et al., 2001). Nevertheless, the information of the 
distribution and presence of Xanthomonas spp. 
races in the tomato and chili pepper crops must 
be updated, based on studies complemented with 
molecular data. Therefore, the aim of this study was 
to identify the races and species of Xanthomonas 
that infect tomato and chili pepper crops in the 
state of Sinaloa, Mexico with the combination 
of morphological, pathogenic, biochemical, 
physiological and molecular tests.

Para el cultivo de chile se han identificado razas 
y/o especies de Xanthomonas con cepas provenien-
tes de Argentina, Brasil, Hungría, Senegal, España, 
Tongo (Bouzar et al., 1994), EE. UU. (Bouzar et 
al., 1994; Kousik y Ritchie 1995; Rotondo et al., 
2022), Taiwán (Hartman y Yang, 1990; Bouzar et 
al., 1994; Lue et al., 2010), México (Bouzar et 
al., 1994; 1996; Carrillo-Fasio et al., 2001), Islas 
del Caribe (Bouzar et al., 1994; O’Garro, 1998), 
Australia (Bouzar et al., 1994; Roach et al., 2018), 
Tailandia (Sitthitanasin et al., 2020), Bulgaria (Bo-
gatzevska et al., 2021) y África (Jibrin et al., 2022).

En Sinaloa, principal estado productor de ji-
tomate y chile en México, la mancha bacteriana 
presenta una amplia distribución y se observa con-
tinuamente en forma epidémica, ocasionando pér-
didas importantes en la producción de ambos cul-
tivos (Carrillo-Fasio et al., 2001). En este sentido, 
algunos estudios previos que estudiaron la diversi-
dad de razas de Xanthomonas en estos cultivos, se 
basaron en cepas aisladas de campos de Sinaloa y 
Sonora (Bouzar et al., 1994; 1996; Carrillo-Fasio et 
al., 2001). No obstante, la información de la distri-
bución y presencia de razas de Xanthomonas spp. 
en los cultivos de jitomate y chile debe actualizarse 
con base en estudios complementados con datos 
moleculares. Por lo que, el objetivo de este estudio 
fue identificar a las razas y especies de Xanthomo-
nas que infectan a los cultivos de jitomate y chile 
en el estado de Sinaloa, México mediante la combi-
nación de pruebas morfológicas, patogénicas, bio-
químicas, fisiológicas y moleculares.

MATERIALES Y MÉTODOS

Recolección de muestras. Durante octubre de 
2016 a marzo de 2017, se recolectaron hojas de 
jitomate y chile con síntomas típicos de mancha 
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MATERIALS AND METHODS

Samples collection. Between October, 2016 and 
March, 2017, leaves were taken from tomato 
and chili pepper plants with typical symptoms of 
bacterial spot in 47 commercial fields distributed 
among the municipal areas of Ahome (8), Guasave 
(7), Navolato (7), Culiacán (9), Elota (5) and 
Escuinapa (11), in Sinaloa, Mexico. The crops were 
found in different stages of development, from the 
initial stage to the stage of production.

Isolation of bacteria. The leaves gathered were 
disinfested superficially in 70% alcohol for 30 
seconds, cut into small pieces from the edges of the 
lesions and ground in sterile distilled water. The 
suspension was planted in grooves on Petri dishes 
with a nutrient agar (NA) culture and a yeast-
dextrose-calcium carbonate (YDC) medium. The 
dishes were incubated at 28 °C for 48 h in constant 
darkness, and the round, convex, yellow cultures 
with a mucous-like consistency were then selected 
and purified. Pure cultures were kept in tubes 
with water at 4 °C for short-term storage, and in 
20% glycerin at -20 °C for their long-term storage 
(Schaad et al., 2001).

Hypersensitivity reaction. In order to verify that the 
isolated strains were pathogenic, a hypersensitivity 
test was carried out using two-month-old tobacco 
plants (Nicotiana tabacum). A bacterial solution 
was prepared with a concentration of 3 ´ 108 UFC 
mL-1 according to McFarland´s scale (Kyraly et 
al., 1974); using a hypodermic needle, the solution 
was infiltrated into the reverse side of the leaf, 
identifying each infiltrated area with the data or 
the register of the strain. The plants were placed in 
greenhouse conditions and monitored for the first 
48 h (Király et al., 1974). The strains that induced 
a positive hypersensitivity reaction were chosen for 
further studies. 

bacteriana en 47 campos comerciales distribuidos 
los municipios de Ahome (8), Guasave (7), Navo-
lato (7), Culiacán (9), Elota (5) y Escuinapa (11), 
en Sinaloa, México. Los cultivos se encontraban en 
diversas etapas de desarrollo; desde la etapa inicial 
hasta la etapa de producción.

Aislamiento de bacterias. Las hojas colectadas se 
desinfestaron superficialmente en alcohol al 70% 
por 30 segundos, se cortaron en pequeños trozos a 
partir de los márgenes de la lesión y se trituraron 
en agua destilada estéril. La suspensión se sembró 
por estrías sobre placas Petri con medio de cultivo 
Agar nutritivo (AN) y medio de levadura-dextrosa-
carbonato de calcio (YDC) Las placas se incuba-
ron a 28 °C durante 48 h en oscuridad continua, 
y posteriormente se seleccionaron y purificaron las 
colonias redondas, convexas, amarillas y de consis-
tencia mucosa. Los cultivos puros se conservaron 
en tubos con agua a 4 °C para su almacenamiento 
a corto plazo y en glicerina al 20% a temperatura 
de -20 °C para su almacenamiento a largo plazo 
(Schaad et al., 2001).

Reacción de hipersensibilidad. Con el fin de co-
rroborar que las cepas aisladas fueran patógenas, 
se realizó la prueba de hipersensibilidad, utilizan-
do plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) de dos 
meses de edad. Se preparó una solución bacteriana 
con una concentración de 3 ´ 108 UFC mL-1 según 
la escala de McFarland´s (Kyraly et al., 1974) y 
con una jeringa hipodérmica se infiltró la solución 
en el envés de la hoja, identificando cada área infil-
trada con el dato o registro de la cepa. Las plantas 
se colocaron en condiciones de invernadero y se 
monitorearon durante las primeras 48 h (Király et 
al., 1974). Aquellas cepas que indujeron una reac-
ción de hipersensibilidad positiva fueron las que se 
seleccionaron para continuar con su estudio.
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Biochemical and physiological tests. Out of the 
93 isolated strains, only 47 (39 for tomato and 
8 for chili pepper) displayed the phenotypical 
characteristics reported for Xanthomonas spp., and 
with these, the biochemical and physiological tests 
(Gram stain, oxidative/fermentative metabolism of 
carbohydrates, oxidase and starch) described by 
Schaad et al. (2001) were performed. All tests were 
carried out three times.

DNA extraction and amplification by PCR. 
Bacterial cell lysis was carried out by thermal 
shock from young cultures, planted for 2 days in 
YDC medium. To do this, a pure culture was placed 
in a 1.5 mL microcentrifuge tube with 100 µL of 
injectable water and the solution was homogenized. 
It was then placed for 15 min at 95 °C in a 
thermoblock (Labnet) and immediately transferred 
to a container with ice for 7 min. Once the time 
was over, it was centrifuged at 10 000 x g for 15 
min, the supernatant was poured and the tablet was 
resuspended in 50 µL of injectable water.  

The PCR amplification was carried out with 5 
pairs of primers (Sigma) that flanked the HrpB2 
gene, specified in Table 1 (Obradovic et al., 2004), 

Pruebas bioquímicas y fisiológicas. De un total 
de 93 cepas aisladas, solo 47 (39 de jitomate y 8 
de chile) presentaron las características fenotípicas 
reportadas para Xanthomonas spp., y con estas se 
realizaron las pruebas bioquímicas y fisiológicas 
(tinción de Gram, metabolismo oxidativo/fermen-
tativo de los carbohidratos, oxidasa y almidón) des-
critas por Schaad et al. (2001). Todas las pruebas se 
realizaron en tres ocasiones.

Extracción de ADN y amplificación por PCR. La 
lisis celular de la bacteria se realizó por medio de 
choque térmico a partir de colonias jóvenes cultiva-
das por dos días en medio YDC. Para ello, se colo-
có una colonia pura en un tubo de microcentrífuga 
de 1.5 mL, conteniendo 100 µL de agua inyectable 
y se homogenizó la solución. Posteriormente, se 
colocó durante 15 min a 95 °C en un termoblock 
(Labnet) y después se transfirió inmediatamente 
a un recipiente con hielo durante 7 min. Una vez 
transcurrido el tiempo, se centrifugó a 10 000 x g 
por 15 min, se decantó el sobrenadante y se resus-
pendió la pastilla en 50 µL de agua inyectable.  

La amplificación por PCR se llevó a cabo con 
cinco pares de iniciadores (Sigma) que flanquean al 

Table 1.	Specific primers for the identification of Xanthomonas species in strains obtained from tomato 
and chili pepper in Sinaloa, Mexico.

Cuadro 1.	Iniciadores específicos para la identificación de especies de Xanthomonas en cepas obtenidas 
de jitomate y chile en Sinaloa, México.

Species Primer name Gene sequence Amplicon (pb)

Xanthomonas spp. RST 65 5’-GTCGTCGTTACGGCAAGGTGGTCG-3’ 420RST 69 3’-TCGCCCAGCGTCATCAGGCCATC-5’

X. euvesicatoria Bs-XeF 5′CATGAAGAACTCGGCGTATCG-3′ 173Bs-XeR 3′-GTCGGACATAGTGGACACATAC-5′

X. vesicatoria Bs-XvF 5′-CCATGTGCCGTTGAAATACTTG-3’ 138Bs-XvR 3′-ACAAGAGATGTTGCTATGATTTGC-5´

X. perforans Bs-XpF 5′-GTC GTG TTG ATG GAG CGT TC-3′ 197Bs-XpR 3′-GTGCGAGTCAATTATCAGAATGTGG-5′

X. gardneri Bs-XgF 5′-TCAGTGCTTAGTTCCTCATTGTC-3’ 154Bs-XgR 3′-TGACCGATAAAGACTGCGAAAG-5′
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and a reaction mixture shown in Table 2. The 
reagents were from the kit GoTaq® PCR Core 
System I. The amplification conditions were: 
an initial denaturalization at 95 ºC for 5 min, 35 
cycles at 94 ºC for 1 min, 56 ºC for 1 min, 75 ºC 
for 1 min; and a final extension at 75 ºC for 10 min. 
The reactions took place in a Proflex PCR system 
thermocycler (Applied Biosystem).

Amplicons were observed via electrophoresis in 
1% agarose gel using an electrophoresis chamber 

gen HrpB2, especificados en el Cuadro 1 (Obrado-
vic et al., 2004), y una mezcla de reacción indicada 
en el Cuadro 2. Los reactivos pertenecen al kit Go-
Taq® PCR Core System I. Las condiciones de am-
plificación fueron: una desnaturalización inicial a 
95 ºC por 5 min, 35 ciclos de 94 ºC por 1 min, 56 ºC 
por 1 min, 75 ºC por 1 min; y una extensión final a 
75 ºC por 10 min. Las reacciones se llevaron a cabo 
en un termociclador Proflex PCR system (Applied 
Biosystem).

Table 2. Reaction mixture for PCR for the identification of Xanthomonas species.
Cuadro 2.	 Mezcla de reacción para la PCR para la identificación de especies de 

Xanthomonas.

Reactive
(Initial concentration)

Final Volume 
(µL)

Final 
Concentration

Buffer (10X) 2.5 1 X
MgCl2 (50mm) 1.2 2.5 mM
Taq Pol (5 u/mL) 0.125 0.25 U
Primer RST65 (10 mM) 1.25 0.5 mM
Primer RST 69 (10 mM) 1.25 0.5 mM
Primer Bs-XeF (10 mM) 0.5 0.2 mM
Primer Bs-XeR (10 mM) 0.5 0.2 mM
Primer Bs-XvF (10 mM) 1.0 0.4 mM
Primer Bs-XvR (10 mM) 1.0 0.4 mM
Primer Bs-XpF (10 mM) 0.75 0.3 mM
Primer Bs-XpR (10 mM) 0.75 0.3 mM
Bs-XgF (10 mM) 0.75 0.3 mM
Bs-XgR (10 mM) 0.75 0.3 mM
DNTP’s (10 mM) 0.5 0.2 mM
DNA 1
H2O cbp Gauge to 25

MgCl2: Magnesium chloride, Taq Pol: polymerase DNA, dNTPs: deoxynucleotide 
triphosphate, Sense primer for genus Xanthomonas: RST65, antisense primer for genus 
Xanthomonas. RST 69, sense primer for X. euvesicatoria. Bs-XeF, antisense primer for 
X. euvesicatoria: Bs-XvR, sense primer for X. vesicatoria. Bs-XeF, antisense primer for 
X. euvesicatoria: Bs-XeR, sense primer for X. perforans: Bs-XpF, antisense primer for 
X. perforans: Bs-XpR; sense primer for X. gardneri. Bs-XgF, antisense primer for X. 
gardneri: Bs-XgR.  /  MgCl2: Cloruro de Magnesio, Taq Pol: ADN polimerasa, dNTPs: 
deoxinucleótidos trifosfato, Iniciador sentido para género Xanthomonas: RST65, 
iniciador antisentido para género Xanthomonas. RST 69, iniciador sentido para X. 
euvesicatoria Bs-XeF, iniciador antisentido para X. euvesicatoria: Bs-XvR, iniciador 
sentido para X. vesicatoria. Bs-XeF, iniciador antisentido para X. euvesicatoria: Bs-XeR, 
iniciador sentido para X. perforans: Bs-XpF, iniciador antisentido para X. perforans: Bs-
XpR; iniciador sentido para X. gardneri. Bs-XgF, iniciador antisentido para X. gardneri: 
Bs-XgR.
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(BioRad) and 60 V were run through them for 50 
min. Later, the gels were viewed in a transluminator 
(Benchtop) with UV light.

Physiological races of Xanthomonas in chili 
pepper. The physiological races of Xanthomonas 
spp. were determined using the chili pepper 
material cv. Early California Wonder (susceptible) 
and a set of isogenic lines derived from Early 
California wonder (ECW), including ECW-10R, 
ECW-20R, ECW-30R, PT235047 and ECWPLUS. 
Lines ECW-10R, ECW-20R, ECW-30R contain 
resistance genes 10R, 20R and 30R from Capsicum 
pubescens, respectively; whereas line ECWPLUS 
contains genes 10R, 20R, 30R, 50R and 60R (Table 
3).
The plants were cultivated in a greenhouse under 
conditions of controlled relative humidity (60–
70%) and temperature (25 °C) for 60 days. Next 
came infiltration, which was carried out with a 
3 ´ 108 UFC mL-1 bacterial solution, using a 5 
mL syringe without a needle, taking care that the 
infiltration covered a great part of the area of the 

Los amplicones se visualizaron mediante elec-
troforesis en gel de agarosa a 1% usando una cá-
mara de electroforesis (BioRad)y se sometieron a 
60 V durante 50 min. Posteriormente, los geles se 
visualizaron en un transluminador (Benchtop) con 
luz UV.

Razas fisiológicas de Xanthomonas en chile. Las 
razas fisiológicas de Xanthomonas spp. se determi-
naron utilizando el material de chile cv. Early Ca-
lifornia Wonder (susceptible) y un conjunto de lí-
neas isogénicas derivadas de Early California won-
der (ECW), incluyendo a ECW-10R, ECW-20R, 
ECW-30R, PT235047 y ECWPLUS. Las líneas 
ECW-10R, ECW-20R, ECW-30R contienen los 
genes de resistencia 10R, 20R y 30R de Capsicum 
pubescens, respectivamente; mientras que la línea 
ECWPLUS tiene los genes 10R, 20R, 30R, 50R y 
60R (Cuadro 3).

Las plantas se cultivaron en invernadero bajo 
condiciones de humedad relativa (60–70%) y tem-
peratura (25 °C) controladas durante 60 días. Pos-
teriormente, se llevó a cabo la infiltración, la cual 

Table 3.	 Classification of Xanthomonas spp. races in chili pepper (Capsicum annuum) by 
susceptibility and hypersensitivity reactions.

Cuadro 3. Clasificación de razas de Xanthomonas spp. en chile (Capsicum annuum) por 
reacciones de susceptibilidad e hipersensibilidad.

ECW ECW10 ECW20 ECW30 CP ECW-12356 RACE

S HR HR HR HR HR 0
S S HR HR HR HR 1
S HR HR S S HR 2
S S HR S HR HR 3
S S S HR HR HR 4
S HR S S S HR 5
S S S S HR R 6
S S HR HR S HR 7
S S HR S S HR 8
S S S HR S HR 9
S S S S S R 10

S= Susceptible.; HR= Hypersensitivity reaction. / S= Susceptible.; HR= Reacción de 
hipersensibilidad.
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leaf. A group of differential plants, inoculated 
with distilled water, served as a control. The 
plants were evaluated after 48 h and after a week 
after inoculation to determine the reactions of 
hypersensitivity (RH) and susceptibility (S). The 
test considered RH when dark brown spots were 
observed. In the exclusive case of line ECWPLUS, 
an RH was considered as a dry yellowish spot, 
whereas an S reaction was considered when the 
leaf displayed flaccidity and wateriness. The results 
were checked against the information presented in 
Table 3 (Stall et al., 2009).

Physiological races of Xanthomonas in tomato. 
To identify the physiological races of Xanthomonas 
spp. strains in tomato, differential lines Hawaii7998, 
Hawaii7891, PI114490 and LA716 (Table 4) were 
used, with the same methodology mentioned earlier 
for chili pepper. The plants were evaluated after 48 
h and one week after inoculation, the reactions of 
hypersensitivity (RH) and susceptibility (S) were 
recorded. The test was considered as RH when dry 
and dark brown spots appeared, whereas a reaction 
was considered S when the leaf displayed flaccidity 
and wateriness. The results were checked against 
the information presented in Table 4 (Stall et al., 
2009).

se realizó con una solución bacteriana de 3 ´ 108 
UFC mL-1 usando una jeringa de 5 mL sin aguja, 
teniendo cuidado que la infiltración abarcara gran 
parte del área de la hoja. Un grupo de plantas dife-
renciales inoculadas con agua destilada, sirvieron 
como control. Las plantas se evaluaron a las 48 h 
y a la semana después de inoculación para deter-
minar las reacciones de hipersensibilidad (RH) y 
de susceptibilidad (S). En la prueba se consideró 
RH cuando se observaron manchas color café os-
curo. En el caso exclusivo de la línea ECWPLUS, 
una RH se consideró como una mancha amarillen-
ta seca; mientras que, se consideró una reacción S 
cuando en la hoja se observó flacidez y acuosidad. 
Los resultados se cotejaron con la información del 
Cuadro 3 (Stall et al., 2009).

Razas fisiológicas de Xanthomonas en jitomate. 
Para la identificación de razas fisiológicas de las ce-
pas de Xanthomonas spp. en jitomate, se utilizaron 
las líneas diferenciales Hawaii7998, Hawaii7891, 
PI114490 y LA716 (Cuadro 4). Utilizando la mis-
ma metodología mencionada anteriormente para 
chile. Las plantas se evaluaron a las 48 h y a la 
semana después de inoculación se registraron las 
reacciones de hipersensibilidad (RH) y de suscepti-
bilidad (S). La prueba se consideró como RH al ob-

Table 4.	 Classification of physiological Xanthomonas races in tomato by 
susceptibility and hypersensitivity reactions.

Cuadro 4.	 Clasificación de razas fisiológicas de Xanthomonas en jitomate por 
reacciones de susceptibilidad e hipersensibilidad. 

Race Hawaii 7998 Hawaii7981 LA716 PI114490

T1 HR S S R
T2 S S S R
T3 S HR HR R
T4 S S HR R
T5 S S S S
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RESULTS AND DISCUSSION

The symptoms of bacterial spot were observed 
in the leaves of chili pepper and tomato plants 
when gathering the plant material in all the sites 
visited. The incidence of the disease was 5–10% 
and 15–25% in commercial fields with chili pepper 
and tomato, respectively. 

The tests performed showed that, out of 
the 93 isolated strains, only 47 displayed the 
morphological characteristics of round, convex, 
yellow cultures with a mucous-like texture in a 
YDC medium, along with the fact that they were 
Gram and negative oxidase. These morphological 
and biochemical characteristics coincided with 
those reported by Schaad et al. (2001) for the case 
of Xanthomonas spp. It is worth pointing out that 
32 out of the 47 strains registered negative amylase. 

Likewise, out of the 93 isolated strains, only 47 
induced RH in tobacco plants 24 h after inoculation, 
and based on the biochemical, physiological and 
pathogenicity tests, the 47 were confirmed to 
belong to the genus Xanthomonas. 

The identification of three Xanthomonas spp. 
related to chili pepper and tomato was possible 
using the specific primers for each species (Table 
5). All the endpoint PCR products were viewed in 
agarose gel, as in the example shown in Figure 1.

The molecular analysis in which specific primers 
were used confirmed that 83% of the Xanthomonas 
strains obtained from tomato and chili pepper 
plantations in Sinaloa (Table 5), corresponded to X. 
euvesicatoria; 10.6%, to X. perforans and 6.3%, to 
X. vesicatoria. Similarly, Lue et al. (2010) reported 
these three Xanthomonas species associated to 
tomato and chili pepper in Taiwan, who didn’t find 
X. gardneri neither. 

Earlier studies in Mexico reported X. vesicatoria 
as the predominant species in tomato and chili 
pepper fields in the states of Sinaloa (Bouzar et 

servar manchas color café oscuro y secas, mientras 
que se consideró una reacción S cuando en la hoja 
se observó flacidez y acuosidad. Los resultados se 
cotejaron con la información del Cuadro 4 (Stall et 
al., 2009).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los síntomas de mancha bacteriana se observa-
ron en las hojas de chile y jitomate al momento de 
recolección del material vegetal en todos los sitios 
que se visitaron. La incidencia de la enfermedad 
fue de 5–10% y de 15–25% en campos comerciales 
con chile y jitomate, respectivamente. 

Las pruebas realizadas mostraron que, de las 93 
cepas aisladas, solo 47, presentaron las caracterís-
ticas morfológicas de colonias redondas, convexas, 
amarillas y mucoides en medio YDC; además, de 
que fueron Gram y oxidasa negativas. Estas carac-
terísticas morfológicas y bioquímicas coincidieron 
con las reportadas por Schaad et al. (2001) para el 
caso de Xanthomonas spp. Cabe resaltar que, 32 de 
las 47 cepas, registraron amilasa negativa. 

Igualmente, de las 93 cepas aisladas, solo 47 in-
dujeron RH en plantas de tabaco a las 24 h después 
de la inoculación y con base en las pruebas bioquí-
micas, fisiológicas y de patogenicidad, se confirmó 
que las 47 cepas bacterianas pertenecieron al géne-
ro Xanthomonas. 

Fue posible realizar la identificación de tres es-
pecies de Xanthomonas spp. relacionadas con chi-
le y jitomate utilizando los iniciadores específicos 
para cada especie (Cuadro 5). Todos los productos 
de PCR punto final se visualizaron en un gel de 
agarosa como el ejemplo que se muestra en la Fi-
gura 1.

El análisis molecular donde se utilizaron ini-
ciadores específicos confirmó que, el 83% de las 
47 cepas de Xanthomonas obtenidas de campos de 
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Table 5.	 Species and races of Xanthomonas isolated from chili pepper and tomato from Sinaloa from 
November, 2016 to March, 2017.

Cuadro 5.	 Especies y razas de Xanthomonas aisladas de chile y jitomate en el estado de Sinaloa durante 
noviembre de 2016 a Marzo de 2017.

Strain Municipality Crop HA PCR REA Race P Race T

1 Ahome Jitomate + X. e A P0 T3
2 Culiacán Jitomate - X. v B - T3
3 Elota Chile - X. e A P8 T1
4 Guasave Jitomate + X. e A - T1
5 Escuinapa Jitomate + X. p C - T1
6 Navolato Jitomate + X. e A - T1
7 Culiacán Jitomate + X. e A - T1
8 Ahome Jitomate + X. e A - T1
9 Guasave Jitomate + X. e A - T1
10 Guasave Jitomate - X. e A - T1
11 Escuinapa Jitomate + X. e A - T1
12 Escuinapa Jitomate + X. e A - T1
13 Culiacán Jitomate + X. e A - T1
14 Ahome Jitomate + X. e A - T1
15 Escuinapa Jitomate + X. e A - T1
16 Navolato Jitomate - X. e A - T1
17 Ahome Jitomate + X. e A - T1
18 Escuinapa Jitomate + X. e A - T1
19 Culiacán Jitomate - X. v B - T1
20 Escuinapa Jitomate + X. e A - T1
21 Guasave Jitomate + X. e A - T1
22 Escuinapa Chile + X. e A - T1
23 Ahome Jitomate + X. e A - T1
24 Navolato Jitomate + X. p C - T1
25 Elota Jitomate - X. e A - T1
26 Escuinapa Jitomate + X. e A - T1
27 Navolato Chile + X. e A P0 -
28 Escuinapa Jitomate + X. e A P8 T3
29 Culiacán Jitomate + X. e A - T2
30 Escuinapa Jitomate + X. e A - T1
31 Guasave Jitomate - X. e A - T1
32 Culiacán Chile + X. p C P0 -
33 Elota Chile + X. p C P3 T1
34 Ahome Chile + X. e A P6 T1
35 Guasave Chile + X. p C P10 T3
36 Navolato Jitomate + X. e A - T3
37 Culiacán Jitomate - X. e A - T3
38 Guasave Jitomate + X. e A P8 T1
39 Navolato Jitomate - X. e A P8 T1
40 Elota Jitomate - X. e A P8 T1
41 Culiacán Chile - X. e A - -
42 Ahome Jitomate - X. e A - T1
43 Navolato Jitomate + X. e A P8 T3
44 Escuinapa Jitomate - X. e A - T5
45 Ahome Jitomate - X. e A - T5
46 Elota Jitomate + X. e A - T5
47 Culiacán Jitomate - X. v B - T5

HA= Starch hydrolysis; Raza P= Chili pepper race; Raza T= Tomato race; X. e.= Xanthomonas euvesicatoria, 
X. v.= Xanthomonas vesicatoria, X. p.= Xanthomonas perforans.  /  HA= Hidrólisis de Almidón; Raza 
P= Raza en Chile; Raza T= Raza en jitomate; X. e.= Xanthomonas euvesicatoria, X. v.= Xanthomonas 
vesicatoria, X. p.= Xanthomonas perforans.
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al., 1996; Carrillo-Fasio et al., 2001) and Sonora 
(Bouzar et al., 1996). This contrasted with our 
study, in which X. euvesicatoria was the most 
frequent species in fields in Sinaloa; whereas 
X. perforans and X. vesicatoria were the lease 
frequent (Table 5). This variation can be explained 
by the continuous movement of contaminated seeds 
between countries (Abbasi et al., 2015; Jibrin et al., 
2022).

For the case of the eight strains obtained from 
chili pepper plants in the state of Sinaloa, 62.5% 
corresponded to X. euvesicatoria. This coincided 
with studies carried out in Australia (Roach et 
al., 2018), Thailand (Sitthitanasin et al., 2020) 

jitomate y chile en Sinaloa (Cuadro 5), correspon-
dió a X. euvesicatoria, el 10.6% a X. perforans y el 
6.3% a X. vesicatoria. De manera similar, Lue et 
al. (2010) reportaron a estas tres especies de Xan-
thomonas asociadas a jitomate y chile en Taiwán, y 
tampoco detectaron a X. gardneri.

En estudios previos en México, se reportó a X. 
vesicatoria como la especie predominante en cam-
pos con jitomate y chile en los estados de Sinaloa 
(Bouzar et al., 1996; Carrillo-Fasio et al., 2001) y 
Sonora (Bouzar et al., 1996). Esto contrastó con 
nuestro estudio en el cual, X. euvesicatoria fue la 
especie más frecuente en campos de Sinaloa; mien-
tras que, X. perforans y X. vesicatoria fueron las 

Figure 1.	 Agarose gel to detect Xanthomonas spp. species. In the first lane (M) 100 pb marker; in the second lane, primers 
for X. euvesicatoria (E); third, X. vesicatoria (V), fourth lane with a specific stripe for X. perforans (P); fifth, X. 
gardneri (G) and sixth lane with universal primers for Xanthomonas spp. (X).

Figura 1.	Gel de agarosa para detección de especies de Xanthomonas spp. En el primer carril (M) marcador de 100 pb, 
segundo, iniciadores para X. euvesicatoria (E), tercero, X. vesicatoria (V), cuarto carril con banda específica para 
X. perforans (P), el quinto X. gardneri (G) y en sexto carril con iniciadores universales para Xanthomonas spp. (X).

 

100 pb 
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and Bulgaria (Bogatzevska et al., 2021), where X. 
euvesicatoria was the predominant species in the 
chili pepper crop.

In this study, X. euvesicatoria was the most 
frequent species (87.1%) in the 39 strains analyzed 
from tomato fields in Sinaloa. Similarly, this species 
has been reported in tomato fields in Taiwan (Lue 
et al., 2010), Canada (Abbasi et al., 2015), Nigeria 
(Jibrin et al., 2018), Bulgaria (Bogatzevska et al., 
2021) and the U.S. Midwest (Rotondo et al., 2022).

Xanthomonas perforans was the second most 
common species in this study, with a frequency of 
10.6% in tomato and chili pepper fields in Sinaloa. 
This species was previously found in tomato fields 
in Taiwan (Lue et al., 2010), Canada (Abbasi et 
al., 2015), Australia (Roach et al., 2018), Thailand 
(Sitthitanasin et al., 2020) and the U.S. Midwest 
(Rotondo et al., 2022),

Xanthomonas vesicatoria was the least frequent 
species (6.4%) out of the strains isolated from 
tomato and chili pepper fields in Sinaloa, broadly 
coinciding with the study by Lue et al. (2010), who 
found this species les frequently and less distributed 
in tomato fields in Taiwan in comparison with 
X. euvesicatoria and X. perforans. On the other 
hand, Bogatzevska et al. (2021) pointed out that 
X. vesicatoria was the most frequent and widely 
distributed in the same crop in Bulgaria.

Out of the X. euvesicatoria strains isolated from 
chili pepper fields in Sinaloa, races P0, P3, P6, 
P8 and P10 were identified. Similarly, these races 
were also found in chili pepper fields in Bulgaria 
(Bogatzevska et al., 2021), whereas for the strains 
isolated from tomato, six were found to be able to 
attack chili pepper plants, being races P0 and P8. 

Comparing the earlier results obtained 
by Carrillo-Fasio et al. (2001), the study of 
Xanthomonas spp. races in Sinaloa showed that 
after more than 15 years, races P1 and P2 were not 
found in this study, probably due to their not being 
present in the sampled production areas, or that the 

especies menos frecuentes (Cuadro 5). Esta varia-
ción puede explicarse por el continuo movimiento 
de semilla contaminada entre países (Abbasi et al., 
2015; Jibrin et al., 2022).

Para el caso de las ocho cepas obtenidas de 
plantas de chile en campos de Sinaloa, el 62.5% 
correspondió a X. euvesicatoria. Esto coincidió 
con estudios realizados en Australia (Roach et al., 
2018), Tailandia (Sitthitanasin et al., 2020) y Bul-
garia (Bogatzevska et al., 2021), donde X. euvesi-
catoria fue la especie predominante en el cultivo 
de chile. 

En este estudio, X. euvesicatoria fue la especie 
más frecuente (87.1%) en las 39 cepas analizadas 
de campos de jitomate en Sinaloa. Similarmente, 
esta especie se ha reportado en campos con jito-
mate en Taiwán (Lue et al., 2010), Canadá (Abbasi 
et al., 2015), Nigeria (Jibrin et al., 2018), Bulgaria 
(Bogatzevska et al., 2021) y medio oeste de los EE. 
UU. (Rotondo et al., 2022).

Xanthomonas perforans fue la segunda especie 
más común en nuestro estudio con un 10.6% de fre-
cuencia en campos con jitomate y chile en Sinaloa. 
Esta especie se detectó previamente en campos con 
jitomate en Taiwán (Lue et al., 2010), Canadá (Ab-
basi et al., 2015), Australia (Roach et al., 2018), 
Tailandia (Sitthitanasin et al., 2020) y medio oeste 
de los EE. UU. (Rotondo et al., 2022),

Xanthomonas vesicatoria fue la especie menos 
frecuente (6.4%) de las cepas aisladas de cam-
pos con jitomate y chile en Sinaloa, coincidiendo 
ampliamente con el estudio de Lue et al. (2010), 
quienes encontraron a esta especie en menor fre-
cuencia y menos distribuida en campos de jitomate 
en Taiwán en comparación con X. euvesicatoria y 
X. perforans. Por el contrario, Bogatzevska et al. 
(2021) señalaron que X. vesicatoria fue la especie 
más frecuente y ampliamente distribuida en el mis-
mo cultivo, en Bulgaria.

De las cepas de X. euvesicatoria que se aislaron 
de campos con chile en Sinaloa, se identificaron las 
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sampling date did not coincide with the presence of 
the pathogen. Meanwhile, races P6 and P10 were 
detected for the first time, whereas races P0 and P3 
continue in the population of Xanthomonas spp. 
The predominant races in Sinaloa wereP0, P6 and 
P8, unlike the year 2001, in which the predominant 
race was P3. 

In the tomato crop in the fields of Sinaloa, races 
TI, T2, T3 and T5 of Xanthomonas were detected. 
Based on strain distribution and frequency data, 
in northern Sinaloa (Ahome and Guasave) races 
T1 and T3 are found; in the center of the state 
(Culiacán, Navolato and Elota), races T1, T2 and 
T3 were found, and in the south (Escuinapa), races 
T1, T2, T3 and T5, being races T1 and T3 the most 
predominant in the entire state (Figure 2). In the 

razas P0, P3, P6, P8 y P10. De manera similar, estas 
razas también se han detectado en campos con chi-
le en Bulgaria (Bogatzevska et al., 2021). Mientras 
que, de las cepas aisladas de jitomate, se encontra-
ron que seis fueron capaces de atacar a plantas de 
chile siendo las razas P0 y P8. 

Comparando con los resultados previos obteni-
dos por Carrillo-Fasio et al. (2001), en el estudio de 
razas de Xanthomonas spp. en Sinaloa, se observó 
que después de más de 15 años; las razas P1 y P2 
no se encontraron en este estudio debido a proba-
blemente a que no están presentes en las zonas de 
producción muestreadas o que la fecha de muestreo 
no coincidió con la presencia del patógeno. Entre-
tanto, las razas P6 y P10 se detectaron por primera 
vez; mientras que, las razas P0 y P3 continúan en 

Figure 2.	 Distribution of species and races of Xanthomonas isolated from tomato and chili pepper in fields distributed 
throughout the state of Sinaloa, Mexico, during the 2016–2017 cycle. 

Figura 2.	 Distribución de especies y razas de Xanthomonas aisladas de jitomate y chile en campos distribuidos en el estado 
de Sinaloa, México durante el ciclo 2016–2017. 
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case of chili pepper, the Xanthomonas spp. races 
were distributed as follows: in the north (Ahome 
and Guasave), the races found were P0, P6, P8 and 
P10; in the center (Culiacán, Navolato and Elota) 
P0, P3, P6 and P8; south (Escuinapa), P0, P6 and 
P8, with races P0, P6 and P8 being predominant in 
the entire country (Figure 2).  

Along with the identification of Xanthomonas 
spp. using specific primers, there are studies that 
have analyzed DNA sequences and have carried 
out multilocus phylogenetic analyses to distinguish 
the various Xanthomonas species that infect tomato 
and chili peppers in several countries (Abbasi et al., 
2015; Schwartz et al., 2015; Timilsina et al., 2015; 
Roach et al., 2018). Therefore, further phylogenetic 
studies with the sequencing of Xanthomonas spp. 
DNA to obtain more infotmation on their origin and 
diversity in the state of Sinaloa and in other tomato 
and chili pepper producing states in Mexico.

CONCLUSIONS	

The information produced in this study confirms 
that the species X. euvesicatoria, X. perforans and 
X. vesicatoria are found in tomato fields in the 
state of Sinaloa. Meanwhile, in chili pepper fields, 
X. euvesicatoria and X. perforans were found. 
In addition, the presence of races T1, T2, T3 and 
T5 was found in tomato, along with races P0, P3, 
P6, P8 and P10 in chili pepper. This is the first 
report of the presence of X. perforans in Mexico. 
Therefore, further studies are required to deposit 
representative sequences of each Xanthomonas 
species in the GenBank, understand the sensitivity 
of these strains to bactericides, as well as to generate 
data on epidemiology and the management of these 
phytopathogenic bacteria in Mexico. Likewise, it 
is important to point out that the presence of X. 
gardneri was not found. 

la población de Xanthomonas spp. Las razas que 
predominaron en Sinaloa fueron P0, P6 y P8, a di-
ferencia del año 2001, en el cual la raza predomi-
nante fue la P3. 

En el cultivo de jitomate en campos de Sinaloa, 
se detectaron las razas TI, T2, T3 y T5 de Xantho-
monas. Con base en datos de distribución y fre-
cuencia de las cepas, al norte del estado de Sinaloa 
(Ahome y Guasave) se encuentran las razas T1 y 
T3; en el centro (Culiacán, Navolato y Elota) las 
razas T1, T2 y T3; al sur (Escuinapa) las razas T1, 
T2, T3 y T5, siendo las razas T1 y T3, las predomi-
nantes en todo el estado (Figura 2). En el caso de 
chile, las razas de Xanthomonas spp. se distribuye-
ron de la siguiente manera: al norte (Ahome y Gua-
save) se encontraron las razas P0, P6, P8 y P10; en 
el centro (Culiacán, Navolato y Elota) las razas P0, 
P3, P6 y P8; al sur (Escuinapa) las razas P0, P6 y 
P8; siendo las razas P0, P6 y P8 las predominantes 
en todo el estado (Figura 2).  

Además de la identificación de Xanthomonas 
spp. mediante iniciadores específicos, existen algu-
nos estudios que han analizado secuencias de ADN 
y realizado análisis filogenéticos multilocus para la 
distinción de las diversas especies de Xanthomonas 
que infectan a jitomate y chile en diversos países 
(Abbasi et al., 2015; Schwartz et al., 2015; Timil-
sina et al., 2015; Roach et al., 2018). Por lo que, se 
sugiere realizar posteriores estudios filogenéticos 
con secuencias de ADN de Xanthomonas spp. para 
obtener mayor información sobre su origen y di-
versidad genética en el estado de Sinaloa y en otros 
estados productores de jitomate y chile en México.

CONCLUSIONES

La información generada en este estudio con-
firmó que en campos con jitomate en el estado de 
Sinaloa se encuentran las especies X. euvesicatoria, 
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Abstract. Little is known on the use of 
biodegradable films for the control of diseases in 
crops of agricultural importance. Consequently, the 
objective of this work was to determine the efficacy 
of chitosan hybrid films impregnated with thyme 
essential oil on Hass avocado fruits previously 
infected with Fusarium solani isolated from the 
northeastern highlands of Puebla, Mexico. The 
native strain of F. solani was morphologically and 

Biodegradable films with fungistatic activity for the 
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Resumen. Existen escaza información sobre el 
uso de películas biodegradables para el control de 
enfermedades en cultivos de importancia agrícola. 
En consecuencia, el objetivo de este trabajo fue de-
terminar la eficacia de películas híbridas de quito-
sano con aceite esencial de tomillo sobre frutos de 
aguacate Hass previamente infectados con Fusa-
rium solani proveniente de la sierra nororiental de 
Puebla, México. Se identificó morfológica y mole-
cularmente la cepa nativa de F. solani y se evaluó la 
actividad fungistática de tres películas de quitosano 
suplementadas con 0.7% (FT1), 1.0% (FT2) y 1.3% 
(FT3) de aceite esencial de tomillo en condiciones 
in situ sobre el crecimiento de F. solani en frutos de 
aguacate. La textura, transmitancia y opacidad de 
las películas fueron obtenidas mediante microsco-
pía electrónica de barrido y espectrometría UV-Vis, 
respectivamente. De manera general, se observó 
que aquellas películas con mayor concentración de 
aceite esencial de tomillo (1-1.3% p/v) presentaron 
menor transmitancia en el rango de luz UV y mayor 

DOI: https://doi.org/10.18781/R.MEX.FIT.2303-4
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molecularly identified and the fungistatic activity of 
three chitosan films supplemented with 0.7% (FT1), 
1.0% (FT2) and 1.3% (FT3) of thyme essential oil 
was evaluated in situ on the growth of F. solani in 
avocado fruits. Texture, transmittance and opacity 
of the films were obtained by scanning electron 
microscopy and UV-Vis spectrometry, respectively. 
Overall, it was recorded that films with a higher 
concentration of thyme essential oil (1-1.3% w/v) 
presented lower transmittance in the UV light 
range and higher opacity. Avocado fruits infected 
with F. solani simultaneously treated with FT2 and 
FT3 reduced the appearance of symptoms while 
preserved firmness, as well as fiber, fat, reducing 
sugars, and protein content (p < 0.01). In the same 
context, these materials promoted the conservation 
of the content of the nutraceuticals linoleic acid, 
oleic acid, palmitic acid and palmitoleic acid for 
21 days. These results suggest that the hybrid films 
generated in the present study have the ability to 
control fusariosis caused by this fungus, prolonging 
the shelf life of Hass avocado fruit.

Key words: Chitosan, Thymus vulgaris, 
phytopathogens, rot, bromatological analysis, fatty 
acids.

The Fusarium genus is a group of 
phytopathogenic fungi associated to dry and soft 
rot of several plant species. This genus affects 
yields and fruit quality because of their ability to 
synthetize mycotoxins harmful to humans. Some 
of the mycotoxins biosynthesized by this genus 
are deoxynivalenol and zearalenones which disturb 
animal health, including that of humans (Liu et al., 
2022). Common toxigenic species are Fusarium 
sambucinum, F. oxysporum and F. solani (Liu et 
al., 2022). F. solani is a phytopathogenic fungus 
liked to plant wilt affecting root and aerial parts, 

opacidad. Los frutos de aguacate infectados con F. 
solani simultáneamente tratados con las películas 
FT2 y FT3 redujeron la aparición de síntomas de 
infección preservando la firmeza, así como el con-
tenido de fibra, grasa, azúcares reductores y pro-
teína de manera significativa (p < 0.01). De igual 
forma, promovieron la conservación del contenido 
de los nutracéuticos ácido linoleico, ácido oleico, 
ácido palmítico y ácido palmitoleico por 21 días. 
Estos resultados sugieren que dichos materiales tie-
nen la capacidad de controlar la fusariosis generada 
por este hongo prolongando la vida útil del fruto de 
aguacate Hass. 

Palabras clave: Quitosano, Thymus vulgaris, fito-
patógeno, pudrición, análisis bromatológicos, áci-
dos grasos. 

El género Fusarium, es un grupo de hongos 
fitopatógenos responsables de la pudrición seca y 
blanda de varias especies vegetales. Este género 
afecta el rendimiento y la calidad del fruto, ade-
más de producir micotoxinas que son perjudiciales 
para el ser humano. Algunas de las micotoxinas 
biosintetizadas por este género son el deoxiniva-
lenol y zearalenonas que pueden afectar la salud 
animal incluyendo la humana (Liu et al., 2022). 
Dentro de las especies toxigénicas comunes se 
encuentran Fusarium sambucinum, F. oxysporum 
y F. solani (Liu et al., 2022). Fusarium solani es 
un hongo fitopatógeno responsable de la marchi-
tez de algunas plantas, ya que afecta desde la raíz 
hasta la parte aérea provocando un daño que puede 
ser apreciado a simple vista (Mejía-Bautista et al., 
2016). Adicionalmente, se ha registrado la presen-
cia de F. solani en maíz (Zea mays), frijol (Phaseo-
lus vulgaris), cilantro (Coriandrum sativum), ji-
tomate (Solanum lycopersicum), trigo (Triticum 
aestivum), papa (Solanum tuberosum), aguacate 
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and in many cases, this damage can be observed 
at first glance (Mejía-Bautista et al., 2016). The 
presence of F. solani has been recorded in maize 
(Zea mays), common bean (Phaseolus vulgaris), 
coriander (Coriandrum sativum), tomato (Solanum 
lycopersicum), wheat (Triticum aestivum), potato 
(Solanum tuberosum), avocado (Persea americana) 
among other crops (Kong et al., 2022). Hass avocado 
fruit represents an important economic income for 
Mexico since this country is the main producer and 
exporter worldwide (Ramos-Aguilar et al., 2021). 
High fruit requirements by consumers are regarded 
to its content of vitamins, fiber, reducing sugars 
proteins, minerals and unsaturated fatty acids 
accumulated in its pulp (Ramos-Aguilar et al., 
2021). Some of these components are exploited by 
opportunistic microorganisms for their own benefit, 
causing a collateral decrease in fruit quality (Mejía-
Bautista et al., 2016). Fusarium solani is tagged as 
a phytopathogenic fungus of Hass avocado fruit 
because of its ability to cause plant wilt (Hernández-
Medina et al., 2015). A substantial incidence of 
this fungus is presented during postharvest period 
which considerably limits its commercialization 
(Wanjiku et al., 2020). Although high demand 
and production of this fruit has increased, losses 
persists because of diverse biotic and abiotic factors 
which change its normal physiology (Bowen et al., 
2018; Pandey et al., 2021). It has been recorded 
that wrong fruit management during postharvest 
period enhances phytosanitary issues (Ramírez-
Gil et al., 2021). These problems have turned into 
increasing crisis because of the non-discriminated 
use of agrochemicals. In the same context, the 
excessive use of these substances may induce 
microbial resistance (Pandey et al., 2021).  Due to 
the latter arguments, considering highly efficient 
control agents with negligible side effects against 
environment and public health is desirable.  Based 
in latter points, our research group has focused 

(Persea americana) entre otros cultivos (Kong et 
al., 2022). El fruto del aguacate Hass representa un 
importante ingreso económico para México puesto 
que es el principal productor y exportador a nivel 
mundial (Ramos-Aguilar et al., 2021). Dicho fruto 
presenta alta demanda debido a las propiedades nu-
trimentales que ofrece al consumidor destacando el 
contenido de vitaminas, fibra, proteínas, azúcares 
reductores, minerales y ácidos grasos insaturados 
acumulados en su pulpa (Ramos-Aguilar et al., 
2021). Algunos de estos componentes son apro-
vechados por microorganismos oportunistas para 
su beneficio afectando colateralmente la calidad 
del fruto (Mejía-Bautista et al., 2016). Fusarium 
solani es catalogado como un hongo fitopatógeno 
presente en el aguacate Hass porque causa mar-
chitez o tristeza (Hernández-Medina et al., 2015). 
Este hongo se ha caracterizado por estar presente 
en el periodo de poscosecha siendo un factor que 
limita la comercialización del aguacate (Wanjiku et 
al., 2020). Aunque se ha observado un incremento 
en la producción del fruto, las pérdidas persisten 
debido a diversos factores bióticos y abióticos que 
alteran su fisiología (Bowen et al., 2018; Pandey et 
al., 2021). Se tiene registrado que las malas prác-
ticas en el manejo del fruto durante la poscosecha 
provocan el desarrollo de problemas fitosanitarios 
(Ramírez-Gil et al., 2021). Estos problemas se han 
convertido en una crisis que incrementa cada día por 
el uso desmedido de agroquímicos. Así mismo, la 
aplicación indiscriminada estas sustancias aumenta 
la resistencia microbiana (Pandey et al., 2021).  Por 
lo anterior, se ha optado por el uso de agentes de 
control de hongos fitopatógenos que sean eficaces y 
no perjudiciales para el medio ambiente y la salud 
pública. En función de lo anterior, nuestro grupo de 
investigación se ha enfocado en el diseño y aplica-
ción de películas fungistáticas sobre base quitosano 
y enriquecidas con aceites esenciales de canela y 
tomillo para el control de distintos patógenos del 
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in the design and application of fungistatic films 
containing chitosan and essential oils of cinnamon 
and thyme for the control of diverse pathogens 
of Hass avocado. These materials efficiently 
modulated the standard growth of Fusarium 
verticillioides and Clonostachys rosea in avocado 
fruits under postharvest conditions (Coyotl-Pérez et 
al., 2022a; 2022b). Similarly, results on the use of 
chitosan films impregnated with thyme essential oil 
reported by Coyotl-Pérez et al. (2022a), indicated 
that these materials represent a viable alternative 
for controlling the soft rot raised by C. rosea 
infection in avocado fruit. Then, the exploration 
of these films on other pathogens of the same fruit 
is desirable. As is known, sustainable agriculture 
faces these problems with the aim of limiting the 
constant practice of unsafe agents (Eke et al., 2020). 
Currently, the use of antifungal materials such as 
chitosan has acquired substantial importance due 
to their application in postharvest diseases (Yan 
et al., 2021). However, chitosan is a polymer 
showing limitations in its antifungal activity and 
can be ineffective against specific filamentous 
fungi (Coyotl-Pérez et al., 2022a; 2022b). Then, 
hybrid materials made with chitosan and essential 
oils are visualized as an agroecological alternative 
to reduce fungal diseases during postharvest 
period (Fernández et al., 2015). On the bases of 
latter arguments, this work aimed to determine the 
efficacy of chitosan films impregnated with thyme 
essential oil on Hass avocado fruits, previously 
infected with a native strain of Fusarium solani 
isolated from symptomatic fruits collected in the 
northern highlands of Puebla, Mexico. 

MATERIALS AND METHODS

Isolation and identification of an associated 
fungus. Fusarium solani was isolated from 

aguacate Hass. Los materiales generados, han mos-
trado controlar de manera eficiente el crecimiento 
de Fusarium verticillioides y Clonostachys rosea 
en frutos de aguacate en condiciones de poscose-
cha (Coyotl-Pérez et al., 2022a; 2022b). En este 
contexto, los resultados sobre el uso de películas 
de quitosano impregnadas con el aceite esencial de 
tomillo reportados por Coyotl-Pérez et al. (2022a), 
señalaron que estos materiales son una alternativa 
viable para controlar la pudrición blanda causada 
por C. rosea en aguacate, por lo que la exploración 
de estas películas sobre otros patógenos del mismo 
fruto es altamente recomendable. La agricultura 
sostenible busca hacer frente a estos problemas con 
el fin de limitar el uso de productos sintéticos con 
efectos tóxicos (Eke et al., 2020). Actualmente, el 
uso de materiales antifúngicos como el quitosano 
ha adquirido una gran importancia principalmente 
para el control de enfermedades poscosecha (Yan 
et al., 2021). Sin embargo, el quitosano no es un 
polímero con actividad antifúngica de amplio es-
pectro y puede ser inefectivo contra ciertos hongos 
filamentosos (Coyotl-Pérez et al., 2022a; 2022b). 
Los materiales hechos a base de quitosano y acei-
tes esenciales representan una alternativa agroeco-
lógica para reducir la incidencia de enfermedades 
fúngicas durante el periodo poscosecha (Fernández 
et al., 2015). Con base a lo anterior, el objetivo de 
este trabajo fue determinar la eficacia de películas 
de quitosano impregnadas con aceite esencial de 
tomillo, sobre frutos de aguacate Hass infectados 
con una cepa nativa de Fusarium solani aislada y 
caracterizada a partir de frutos sintomáticos colec-
tados en la Sierra Nororiental de Puebla.

MATERIALES Y MÉTODOS

Aislamiento e identificación del hongo aso-
ciado. Fusarium solani fue aislado de aguacates 
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avocado fruits showing symptoms of soft rot as 
a consequence of the exploration of associated 
fungi of Hass avocado isolated from the northern 
highlands of Puebla which were included in 
investigations performed by Coyotl-Pérez et al. 
(2022a; 2022b) during June, 2021 in Yaonáhuac, 
Puebla, México (19°56′55″ N 97°26′26″ W; 1997 
masl). Once isolated, the fungus was kept in potato 
dextrose agar (PDA). In addition, 1 cm2 PDA 
microcultures were prepared for the identification 
and description of fungal reproductive structures. 
The microcultures were stored at 25 ºC during 5 d 
in the dark and the structures were observed in a 
Primo Star Carl Zeiss optic microscope. 

Molecular identification. The fungus was 
identified by genomic DNA extraction using the 
E.Z.N.A Plant DNA DS Mini Kit (Omega Bio-Tek) 
and the amplification of molecular markers using 
the primers ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) 
and ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) for 
the obtainment of partial sequence of the internal 
transcribed spacer  of the ribosomal 18S gene (Coyotl-
Pérez et al., 2022b). Additionally, the primers EF-
1H (ATGGGTAAGGAAGACAAGAC) and EF-
2T (GGAAGTACCAGTGATCATGTT) were used 
to obtain the partial sequence of the translation 
elongation factor 1-alpha (TEF-1α) (Coyotl-
Pérez et al., 2022b). The resulting amplicons 
were sequenced using commercial services 
of Macrogen Inc. (Seoul, South Korea). Once 
obtained, the sequences were compared with those 
deposited in the database of the National Center 
for Biotechnology Information (NCBI), through 
multiple alignments using BLAST software.

Pathogenicity tests. Cultures of 10 days grown in 
PDA were incubated at 4 °C for 12 h and exposed to 
solar radiation for 3 h, during three consecutive days. 
This action was done for stimulating the generation 

con síntomas de pudrición blanda como resulta-
do de la exploración de hongos asociados al fruto 
de aguacate Hass de la Sierra Nororiental del es-
tado de Puebla, en investigaciones realizadas por 
Coyotl-Pérez et al. (2022a; 2022b) durante junio 
de 2021 en Yaonáhuac, Puebla, México (19°56′55″ 
N 97°26′26″ W; 1997 msnm). Una vez aislado, el 
hongo se mantuvo en medio agar dextrosa y papa 
(PDA). Adicionalmente, se realizaron microculti-
vos de 1 cm2 en PDA para la identificación y des-
cripción de las estructuras reproductivas del hongo. 
El microcultivo se almacenó a 25 ºC durante 5 d 
en oscuridad y las estructuras fueron observadas en 
microscopio óptico Primo Star Carl Zeiss. 

Identificación molecular. El hongo fue identifica-
do mediante extracción del ADN genómico con el 
Kit E.Z.N.A Plant DNA DS Mini Kit (Omega Bio-
Tek) y amplificación de marcadores moleculares 
usando los iniciadores ITS1 (TCCGTAGGTGA-
ACCTGCGG) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGA-
TATGC) para la obtención de la secuencia parcial 
del espaciador trascrito interno del gen riboso-
mal 18S (Coyotl-Pérez et al., 2022b). Además, se 
emplearon los iniciadores EF-1H (ATGGGTA-
AGGAAGACAAGAC) y EF-2T (GGAAGTAC-
CAGTGATCATGTT) para la obtención de la se-
cuencia parcial del gen del factor de elongación 
1-alfa (TEF-1α) (Coyotl-Pérez et al., 2022b). Los 
amplicones resultantes se secuenciaron utilizando 
los servicios comerciales de Macrogen Inc. (Seúl, 
Corea del Sur). Una vez obtenidas, las secuencias 
fueron comparadas con aquellas depositadas en la 
base de datos del National Center for Biotechno-
logy Information (NCBI), mediante alineamientos 
múltiples usando el programa BLAST.

Pruebas de patogenicidad. Siembras de hongos 
de 10 días de crecimiento en PDA, fueron incuba-
dos a 4 °C por 12 horas y expuestos a la radiación 
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of reproductive structures. Pathogenicity tests were 
carried out in healthy avocado fruits collected in 
the same zone of study in accordance with Coyotl-
Perez et al. (2022a). The reproductive structures 
(conidia) were recovered from culture medium 
with sterile saline solution using a micropipette of 
200 µL capacity to be finally adjusted to 10,000 
conidia per mL using a Neubauer chamber. A total 
of 100 conidia were inoculated in each healthy fruit 
by mechanical penetration with the aim to increase 
infection rate. The avocados were incubated at 
room temperature (25 °C), 70% relative humidity 
and photoperiod of 12 h:12 h light: darkness for 
21 days. Symptoms and signs of rot were followed 
daily during the same period of time.

Phylogenetic analysis. The phylogenetic analysis 
of the native strain of F. solani was performed as 
reported by Romero-Arenas et al. (2022), using 
Clustal X 2.0 software. Multiple alignments 
were separately done with ITS and EF-1α, 
respectively. Posteriorly, concatenation (assembly) 
and generation of phylogenetic tree were both 
performed with the predictive evolution software 
MEGA version 11.0.11.

Quantification of in vitro antifungal activity. The 
essential oil of thyme used in this investigation 
was extracted according to the protocol previously 
described by Coyotl-Pérez et al. (2022a). The 
chemical composition of the essential oil is 
described in Table 1. The obtainment of minimum 
inhibitory concentration (MIC) was achieved by 
microdilution using potato dextrose broth (PDB) in 
96 well-plate added with resazurin (1 mM; Sigma-
Aldrich Co. St Louis MO) as indicator of cell 
viability in a final volume of 300 µL. Hyphal discs 
of 5 mm diameter were placed in each well of the 
plate at 28 °C for 48 h with different concentrations 
of thyme essential oil (0.1-6 mg mL-1) emulsified 
with absolute ethanol. Hyphal discs were obtained 

solar por 3 horas, durante tres días consecutivos. 
Lo anterior con la finalidad de estimular la genera-
ción de estructuras reproductivas. Las pruebas de 
patogenicidad se realizaron en frutos de aguacate 
Hass asintomáticos colectados en la misma zona de 
estudio de acuerdo con Coyotl-Perez et al. (2022a). 
Las estructuras reproductivas (conidias) fueron re-
cuperadas del medio de cultivo con solución salina 
estéril usando una micropipeta de 200 µL para fi-
nalmente ajustarse a una concentración de 10,000 
conidios por mL usando una cámara de Neubauer. 
Un total de 100 conidias fueron inoculadas en cada 
fruto sano mediante penetración mecánica, con el 
objetivo de aumentar las probabilidades de infec-
ción. Los aguacates fueron incubados a tempera-
tura ambiente (25 °C) a una humedad relativa de 
70 °C y fotoperiodo de 12 h:12 h de luz y oscuri-
dad durante por 21 días. Los síntomas y signos de 
pudrición blanda fueron monitoreados diariamente 
durante el mismo periodo de tiempo.

Análisis filogenético. El análisis filogenético de la 
cepa nativa de F. solani se realizó de acuerdo a lo 
reportado por Romero-Arenas et al. (2022), usando 
el programa Clustal X versión 2.0. Los alineamien-
tos múltiples se efectuaron con las secuencias ITS 
y EF-1α por separado. Posteriormente, se utilizó 
el programa de análisis evolutivo MEGA versión 
11.0.11 para realizar la concatenación (ensamblaje) 
de ambas secuencias y la obtención del árbol filo-
genético.

Cuantificación de la actividad antifúngica in 
vitro. El aceite esencial de tomillo usado en esta 
investigación se extrajo y evaluó de acuerdo con 
los protocolos descritos previamente por Coyotl-
Pérez et al. (2022a). La composición química del 
aceite se detalla en el Cuadro 1. La obtención de la 
concentración mínima inhibitoria (MIC) se obtuvo 
mediante microdilución en caldo dextrosa y papa 
(PDB) en microplacas de Elisa de 96 pocillos usan-
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from cultures of F. solani of 7 days grown in PDA. 
At the end of this time, absorbance was recorded 
at 630 nm using PDB plus resazurin and PDB with 
resazurin plus hyphal discs as controls to normalize 
acquired results. 

To obtain MIC, twenty replicates (n=20) were 
considered for each point of the dose-response 
curve and the percentage of inhibition was 
calculated based in the following formula: 

	 (   abs EO) - (   abs viability)
% inhibition =		  x 100
	 (  abs inhibition) - (  abs viability)

x x
x x

Where: 

x: Arithmetic mean 
Abs: Absorbance value at 630 nm
EO: Essential oil

Table 1.	 Chemical composition of the thyme essential oil used as antifungal agent in the 
chitosan films evaluated in this investigation. The chemical profile has been 
previously reported by Coyotl-Pérez et al. (2022a).

Cuadro 1.	 Composición química del aceite esencial de tomillo usado como agente 
antifúngico en las películas de quitosano evaluadas en la presente investigación. 
El perfil químico ha sido reportado previamente por Coyotl-Pérez et al. (2022a).

Compound Retention index Abundance (%)

Alpha-Pinene  939 2.5
Camphene 946 2.8
Beta-Pinene 974 2.1
Alpha-Phellandrene 1002 0.5
(2E)-Hexenyl acetate 1010 2.9
o-Cymene  1022 15.7
Gamma-Terpinene  1054 12.4
Linalool 1095 1.6
1-Terpineol 1130 2.4
Camphor 1141 0.5
Borneol 1165 1.4
Alpha-Terpineol 1186 0.3
Thymol, methyl eter 1232 1.7
Thymol  1289 43.6
Beta-Cubebene 1387 3.3
Beta-Elemene 1389 0.5
Beta-Caryophyllene 1417 1.2
Total   95.4

do resazurina (1 mM; Sigma-Aldrich Co. St Louis 
MO) como indicador de viabilidad en un volumen 
final de 300 µL. Discos hifales de 5 mm de diáme-
tro fueron colocados en cada pozo e incubados a 
28 °C por 48 h con diferentes concentraciones de 
aceite esencial de tomillo (0.1-6 mg mL-1) emulsi-
ficado en etanol absoluto. Los discos hifales fueron 
obtenidos a partir de cultivos de F. solani de 7 d 
crecidos en PDA. Al término de este tiempo, la ab-
sorbancia se determinó a 630 nm usando PDB más 
resazurina y PDB con resazurina más discos hifa-
les como controles para normalizar los resultados 
obtenidos. 

Para obtener la MIC se efectuaron 20 repeticio-
nes (n=20) para cada punto de la curva dosis-res-
puesta y se calculó el porcentaje de inhibición con 
la siguiente formula: 
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Film elaboration and physicochemical 
characterization. Films were obtained according 
to the methodology reported by Coyotl-Pérez et 
al. (2022a; 2022b) using high molecular weight 
chitosan from Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, 
MO, USA) with slight modifications. Three 
concentrations of thyme essential oil (0.7, 1.0 y 
1.3% w/v) were mixed with 0.1 L chitosan solution 
(1% w/v) under constant stirring at 50 ºC for 1.5 h. 
Twenty milliliters of this solution were spread into 
Petri dishes of 9 cm diameter to be dehydrated at 25 
ºC in a glass desiccator containing silica gel for 5 
d. The films were manually scratched out from the 
Petri dish and named FT1, FT2 y FT3 according to 
their increasing oil concentration order. Posteriorly, 
the films were subjected to physicochemical 
analysis and biological assessment in accordance 
with Coyotl-Pérez et al. (2022a) and Morales-
Rabanales et al. (2022). The physicochemical 
characterization included transmittance and opacity 
degree by UV-Vis spectrophotometry as well as 
texture by scanning electron microscopy (SEM) 
using a  JEOL JSM-6610 apparatus (Akishima, 
Kanto, Japón). Conditions for SEM were those 
reported by Morales-Rabanales et al. (2022). On 
the other hand, width of each film was measured 
(n=10) using a digital micrometer iGaging with 
0.001 mm precision. Transmittance and opacity 
were associated to width and absorbance according 
to the same authors (Morales-Rabanales et al., 
2022). Biological tests with obtained materials are 
described in the next section. 

Fungistatic activity of chitosan films and thyme 
essential oil. Healthy fruits collected from the 
zone of study were transported to the laboratory 
to be sanitized by immersion in a 20% sodium 
hypochlorite solution for 1 h and posteriorly rinsed 
with sterile distilled water. Twenty-five avocados 
(n=25) were used for each treatment and these 

	 (   abs AE) - (   abs viabilidad)
% inhibición =		  x 100
	 (  abs inhibición) - (  abs viabilidad)

x x
x x

Donde: 

x: es la media aritmética 
Abs: es el valor de la absorbancia a 630 nm
AE: Aceite esencial

Elaboración de películas y caracterización fisi-
coquímica. Las películas se obtuvieron de acuer-
do a la metodología reportada por Coyotl-Pérez 
et al. (2022a; 2022b) usando quitosano de peso 
molecular medio adquirido de Sigma-Aldrich Co. 
(St. Louis, MO, USA) con ligeras modificaciones. 
Tres concentraciones de aceite esencial de tomillo 
(0.7, 1.0 y 1.3% p/v) fueron mezcladas con 0.1 L de 
una solución de quitosano al 1% (p/v) en agitación 
constante a 50 °C durante una hora y media. Veinte 
mililitros de la solución fueron vertidos en placas 
de Petri de 9 cm de diámetro para ser deshidratadas 
a 25 °C en un desecador de vidrio conteniendo gel 
de sílice durante 5 d. Las películas fueron extraídas 
manualmente de la placa Petri y denominas como 
FT1, FT2 y FT3 en orden creciente de concentra-
ción de aceite. Posteriormente, fueron sometidas a 
análisis fisicoquímicos y evaluación biológica de 
acuerdo con Coyotl-Pérez et al. (2022a) y Morales-
Rabanales et al. (2022). En la parte fisicoquímica 
se determinó la transmitancia y opacidad mediante 
espectrofotometría UV-Vis así como la textura por 
microscopía electrónica de barrido (SEM) usando 
un aparato JEOL JSM-6610 (Akishima, Kanto, Ja-
pón). Las condiciones de los ensayos SEM fueron 
aquellas reportadas por Morales-Rabanales et al. 
(2022). Por otra parte, se midió el grosor de cada 
película (n=10) con un micrómetro digital iGaging 
con precisión de 0.001 mm. La opacidad y transmi-
tancia fueron asociadas al grosor y la absorbancia 
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were inoculated in a single point of the fruit with 
100 conidia dissolved in saline solution (20 µL) 
using a micropipette of 20 µL capacity. Posteriorly, 
the fruits were covered with a specific film (FT1-
FT3). The amount of conidia in the solution was 
calculated using a Neubauer chamber. Control 
groups consisted of infected avocados without film 
(control of infection), healthy avocados without film 
(control of non-infection) and, avocados covered 
with films of pure chitosan without essential oil. 
Experimental groups were incubated at 25 °C 
and 70% relative humidity under photoperiod of 
12 h light and 12 h darkness during 21 days and 
symptom and sign appearance such as loss of turgor 
and mycelium emergence were documented during 
21 d. Simultaneously, in situ evaluation was done 
over film surface using 1 cm2 squares added with 
100 viable conidia diluted in a final volume of 10 
µL. PDA (1 cm2) was used as a control of conidial 
germination which was inoculated with the same 
amount of cells. The films were incubated at 25 °C 
and relative humidity of 70% under photoperiod of 
12 h light and 12 h darkness for 7 d. At the end 
of this period, the materials were observed under 
optic microscope to endorse mycelium emergence. 
Treatments with presence of mycelium were re-
isolated and maintained in PDA to corroborate F. 
solani identity. 

Quality parameters analysis. Firmness was the 
first quality parameter in accordance with Coyotl-
Pérez et al. (2022a). Additionally, the nutritional 
composition (protein, reducing sugars, fat and fiber) 
was determined through the reported methodology 
of AOAC (2019). Complementarily, the levels 
of linoleic acid (18:2 n–6), oleic acid (18:1 n–9), 
palmitic acid (16:0) and palmitoleic acid (16:1) 
were estimated as nutraceutical parameters of the 
fruit (Coyotl-Pérez et al., 2022a).

de las películas de acuerdo con los mismos autores 
(Morales-Rabanales et al., 2022). Las pruebas bio-
lógicas con los materiales obtenidos se detallan en 
la siguiente sección. 

Actividad fungistática de las películas de quito-
sano y aceite esencial de tomillo. Frutos sanos de 
aguacate colectados en la zona de estudio fueron 
trasladados al laboratorio para ser sanitizados por 
inmersión con hipoclorito de sodio al 20% durante 
1 hora y posteriormente se enjugaron con agua des-
tilada estéril. Para cada tratamiento se utilizaron 25 
aguacates (n=25), los cuales fueron inoculados en 
un solo punto del fruto con 100 conidios disueltos 
con solución salina (20 µL) usando una micropiteta 
de 20 µL de capacidad. Posteriormente, se les colo-
có una película específica (FT1-FT3). La cantidad 
de conidios en la solución se calculó usando una 
cámara de Neubauer. Los grupos controles consta-
ron de aguacates infectados sin película (control de 
infección), aguacates sanos sin película (controles 
de no infección) y, aguacates cubiertos con pelícu-
las de quitosano puro sin aceite esencial. Los gru-
pos experimentales fueron incubados a 25 °C a una 
humedad relativa del 70% en fotoperiodo de 12 h 
luz y 12 h oscuridad durante 21 días y se documen-
tó la aparición de síntomas y signos de infección, 
como fueron pérdida de turgencia y aparición de 
micelio durante 21 d. Simultáneamente, se realizó 
una evaluación in situ sobre la superficie de las pe-
lículas, donde se utilizaron cuadros de 1 cm2 sobre 
los cuales se vertieron 100 conidios viables dilui-
dos en un volumen final de 10 µL. Como control 
de germinación conidial se empleó 1 cm2 de PDA 
inoculado con la misma cantidad de conidios. Las 
películas fueron incubadas a 25 °C a una humedad 
relativa del 70% en fotoperiodo de 12 h luz y 12 h 
oscuridad por 7 d. Al término de este tiempo, los 
materiales se observaron bajo microscopio óptico 
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Statistical analysis. Data from treatments 
processed by Analysis of Variance coupled to 
Tukey Tests (p < 0.01) using GraphPad Prism 
software version 8.0.1.

RESULTS AND DISCUSSION

Identification and characterization. 
Morphologically, the isolated strain showed withe 
color in the obverse of the Petri dish and cream color 
at the back of the same dish (Figure 1A and 1B). It 
showed filamentous border, cotton texture, smooth 
consistence and moderate radial growth (4-7 d). 
Macroconidia were erect, slightly curved with thin 
walls. Apical cells were curved and septate from 

para constatar la presencia micelio. En los trata-
mientos en los que se observó micelio este se reco-
lectó y se resembró en medio PDA para corroborar 
la presencia de F. solani. 

Análisis de parámetros de calidad. Como pri-
mer parámetro de calidad, se evaluó la firmeza de 
acuerdo con Coyotl-Pérez et al. (2022a). Adicio-
nalmente, se determinó la composición nutricional 
(proteínas, azúcares reductores, grasa y fibra) de 
los frutos de aguacate bajo la metodología repor-
tada por la AOAC (2019). Complementariamen-
te, se determinaron los niveles de ácido linoleico 
(18:2 n–6), ácido oleico (18:1 n–9), ácido palmítico 
(16:0) y ácido palmitoleico (16:1) como valoración 
del contenido nutracéutico del fruto (Coyotl-Pérez 
et al., 2022a).

Figure 1. 	 Morphology of Fusariun solani. A) Radial growth observed from the obverse of Petri dish in PDA after 7 days. 
B) Radial growth observed from the reverse of Petri dish. C) Macroconida observed at 50X without staining. D) 
Microconidia observed at 50X stained with cotton blue.

Figura 1.	 Morfología de Fusariun solani. A) crecimiento radial observado desde el anverso de la placa Petri en medio 
PDA después de 7 dias. B) crecimiento radial observado desde el reverso de la placa Petri. C) Macroconidios 
observados a 50X sin tinción. D) Microconidios observados a 50X teñidos con azul de algodón.
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which non-branched phialides emerged. The length 
of macroconida was from 20 to 40 μm, these were 
thin, slightly curved and every macroconidium 
showed the presence of septa (Figure 1C). The 
length of microconida was from 5.96 to 10.3 μm 
(Figure 1D). These morphological features were 
consistent with those described by Wanjiku et al. 
(2020) and Dugassa et al. (2021) for Fusarium 
solani. 

Molecular analysis revealed that the coding 
sequence for the internal transcribed spacer had 
a homology of 98.8% with that of sequence 
MN523174.1 of Fusarium solani reported by 
Rivedal et al. (2020). The sequence was deposited 
at the gene bank of NCBI with the accession code 
OR016146. On the other hand, the sequence of 
682 bp corresponding to the translation elongation 
factor 1-alpha, had a homology of 97.7% with 
the sequence HM852038.1 of Fusarium solani 
reported by Scheel et al. (2013).  

Phylogenetic analysis. The evolutionary history 
was inferred by the Neighbor-Joining method, 
which allowed to predict the phylogeny of 
Fusarium solani showing the sum of branch length  
equal to 0.23497162 (Figure 2). The percentage of 
replicates was grouped in the starting test (1000 
permutations) with a scale of 0.020 from the 
concatenation of ITS and EF-1α sequences. This 
analysis involved 12 nucleotide sequences and the 
model avoided alignment gaps with a total of 1014 
positions in the final dataset. Such sequences were 
chosen in the basis of percentage of homology with 
obtained sequences of the F. solani strain isolated 
in the present investigation. 

The concatenated sequences belonged to the 
accessions described in Table 2. Most homologue 
to that of F. solani were those isolated from Panax 
ginseng from China. 

Análisis estadístico. Los datos de los tratamientos 
fueron interpretados mediante un análisis de va-
rianza acoplado a una prueba Tukey (p < 0.01) con 
software GraphPad Prism versión 8.0.1.

RESULTADOS y DISCUSIÓN

Identificación y caracterización. Morfológica-
mente, la cepa aislada presentó una coloración 
blanca en su anverso y crema en el reverso (Figu-
ra 1A y 1B). Esta mostró borde filamentoso, tex-
tura algodonosa, consistencia suave y crecimiento 
radial moderado (4-7 días). Los macroconidios 
fueron rectos y ligeramente curvados con paredes 
delgadas. Las células apicales se encontraron lige-
ramente curvadas y septadas, a partir de las cuales 
emergen monofiálides no ramificadas. Los macro-
conidios midieron 20 a 40 μm de largo, fueron del-
gados, ligeramente curveados y cada macroconidio 
presentó tres septos (Figura 1C) Los microconidios 
midieron de 5.96 a 10.3 μm de largo (Figura 1D). 
Estas características morfológicas fueron consis-
tentes con las descritas por Wanjiku et al. (2020) y 
Dugassa et al. (2021) para Fusarium solani. 

El análisis molecular, reveló que la secuencia 
codificante para el espaciador transcrito interno 
tuvo una homología del 98.8% con la secuencia 
MN523174.1 de Fusarium solani reportada por Ri-
vedal et al. (2020). La secuencia fue depositada en 
el banco de genes del NCBI con el número de acce-
sión OR016146. Por otra parte, la secuencia de 682 
pb correspondiente al factor de elongación 1-alfa, 
tuvo una homología del 97.7% con la secuencia 
HM852038.1 de Fusarium solani reportada por 
Scheel et al. (2013). 
 
Análisis filogenético. La historia evolutiva se infi-
rió utilizando el método Neighbor-Joining, misma 
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Assays of antimicrobial evaluation by broth 
microdilution. The results of the present study 
showed that thyme essential oil exerted a MIC 
of 4.4 ± 0.04 mg mL-1 on F. solani. It is known 
that essential oils work as natural antifungal 
agents which additionally are environmentally 
friendly, renewable and easily biodegradable for 
the conservation of several foods (Pandey et al., 

que permitió predecir la filogenia de Fusarium so-
lani mostrando una suma de longitud de rama igual 
a 0.23497162 (Figura 2). El porcentaje de réplicas 
se agrupó en la prueba de arranque (1000 permu-
taciones) a una escala de 0.020 a partir la conca-
tenación de secuencias ITS y EF-1α. Este análisis 
involucró 12 secuencias de nucleótidos y el modelo 
evitó brechas de alineación con un total de 1014 

Figure 2.	 Phylogenetic tree of Fusarium solani with concatenated sequences of ITS and EF-1α. The strain F. solani isolated 
from the northeast highland of Puebla is remarked in bold font.

Figura 2.	 Árbol filogenético de Fusarium solani con secuencias concatenadas de ITS y EF-1α. La cepa de F. solani aislada 
de la Sierra Nororiental del estado de Puebla se resalta en letras negritas.
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2017). The mechanism of action of essential oils 
is conferred to the destabilization of fungal and 
bacterial cells walls and membranes (Pacheco-
Hernández et al., 2020). As a consequence, 
intracellular compounds drain causing cell death 
by lysis (Eke et al., 2020). It has been reported 
the antimicrobial action of the methanolic extracts 
of Artemisia annua (Zaker, 2014) and Larrea 
tridentata (Rodríguez-Castro et al., 2020) against 
Fusarium solani with percentages of inhibition 
over 50% at 5 mg mL-1.  Coyotl-Pérez et al. (2022a) 
reported that the concentration of thyme essential 
oil with more effectiveness against Clonostachys 
rosea was 2.13 mg mL−1, this concentration was 
lower than that reported in the present study. 
Interestingly, the essential oil used in this study 
had the same chemical composition than that 
reported for the same authors with thymol (43.6%), 
O-cimene (15.7%) and gamma-terpinene (12.4%) 
as major compounds (Coyotl-Pérez et al., 2022a). 

Physicochemical characterization of films. The 
microstructure obtained by scanning electron 

posiciones en el conjunto final de datos. Dichas se-
cuencias se eligieron con base al porcentaje de ho-
mología con las secuencias obtenidas para F. solani 
aisladas en la presente investigación. 

Las secuencias concatenadas pertenecieron a las 
accesiones descritas en el Cuadro 2. La mayoría de 
secuencias homólogas de Fusarium solani pertene-
cieron a aquellas aisladas de Panax ginseng prove-
nientes de China. 

Ensayos de evaluación antimicrobiana por mi-
crodilución en caldo. Los resultados del presente 
estudio demostraron que el aceite esencial de tomi-
llo ejerció una MIC de 4.4 ± 0.04 mg mL-1 sobre F. 
solani. Se sabe que los aceites esenciales funcio-
nan como agentes antifúngicos naturales, ecológi-
cos, renovables y fácilmente biodegradables para 
la conservación de muchos alimentos (Pandey et 
al., 2017). El mecanismo de acción de los aceites 
esenciales radica en desestabilizar la pared celular 
y membrana citoplasmática de hongos y bacterias 
(Pacheco-Hernández et al., 2020). En consecuencia, 
se genera una fuga de compuestos intracelulares que 

Table 2.	 Genic sequences extracted from the National Center for Biotechnology Information database to estimate 
phylogenetic relationships. 

Cuadro 2.	 Secuencias génicas extraídas del banco de genes del National Center fo Biotechnology Information 
para estimar la proximidad filogenética.

Species Strain Source Country Accesion ITS/TEF-1α  

Fusarum solani FS07-1 Panax ginseng China MN636714.1 MN650117.1
F. solani DH01-3 Ginseng (root) China MN637839.1 MN650105.1
F. solani TH05-2 Ginseng (root) China MN637848.1 MN652892.1
F. solani LH10-6 Oryza sativa China MK611942.1 MN927129.1
F. solani F56 Lilium longiflorum Estados Unidos HQ379676.1 KY020039.1
F. solani FPOST-174 Strawberry España KY484986.1 KX215054.1
F. solani HB-ZB-F06-14 Beet China KT213074.1 KT213256.1
F. solani DE20 Mangrove soil Malasia KF897899.1 KM580560.1
F. solani TH07-2 Ginseng (root) China MN637851.1 MN652894.1 
F. solani NW-FVA_3177 Fraxinus excelsior Alemania MH191237.1 MH220421.1
Neocosmospora 
perseae CPC:26833 Persea americana Italia LT991944.1 LT991906.1

F. solani MA-W2 Persea americana Mexico  OR016146 TEF submitted
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microscopy (SEM) revealed that film surface of 
the chitosan hybrid films obtained in this work was 
homogenous as those reported to inhibit the growth 
of C. rosea in avocado fruit (Coyotl-Pérez et al., 
2022a). The presence of pores, bubbles or fractures 
was not observed (Figure 3), which indicated high 
miscibility between polymeric matrix and the 
essential oil. However, small irregularities were 

provocan la muerte celular por lisis (Eke et al., 
2020). Se ha reportado la acción antimicrobiana 
de algunos extractos metanólicos de plantas como 
aquellos de Artemisia annua (Zaker, 2014) y La-
rrea tridentata (Rodríguez-Castro et al., 2020) 
contra Fusarium solani con porcentajes de inhi-
bición superiores al 50% en dosis de 5 mg mL-1.  
Coyotl-Pérez et al. (2022a) reportaron la concen-

Figure 3.	 Micrographs of scanning electron microscopy for transversal views and surfaces of films elaborated with chitosan 
and hybrids films supplemented with thyme essential oil (FT1-FT3).

Figura 3.	 Imágenes de microscopía electrónica de barrido de la vista transversal y superficie de las películas elaboradas con 
quitosano y aquellas suplementadas con aceite esencial de tomillo (FT1-FT3). 

observed in transversal views (Figure 3) but, these 
did not interfere with their malleability. The addition 
of essential oils in polymeric matrices requires 
emulsification and as a result, the dried material 
does not show signs of lipid accumulation in the 
surface (Lian et al., 2020; Ardjoum et al., 2023).
The same behavior has been observed in other films 
impregnated with essential oil of clove (Syzygium 
aromaticum), citronella (Pelargonium citrodorum) 
and thyme (Thymus vulgaris) (Haghighi et al., 
2019). According to previous studies, the surface 
of a great variety of hybrid films is often uniform 
without bubbles, drops, pores or fractures (Haghighi 

tración de aceite esencial tomillo evaluada contra 
Clonostachys rosea fue de 2.13 mg mL−1, siendo 
mucho menor. Interesantemente, el aceite usado 
en este estudio tuvo la misma composición quími-
ca que la reportada por los mismos autores, siendo 
el timol (43.6%), O-cimeno (15.7%) y ɣ-terpineno 
(12.4%) los compuestos mayoritarios (Coyotl-Pé-
rez et al., 2022a

Caracterización fisicoquímica de las películas. 
La microestructura obtenida por microscopía elec-
trónica de barrido (SEM) reveló que la superficie 
de las películas híbridas de quitosano obtenidas en 
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et al., 2019).  Contrastingly, the materials generated 
in this investigation showed small pores revealed in 
transversal views, especially in films containing the 
highest concentration of thyme essential oil such 
as FT2 and FT3 (Figure 3). These pores may be 
produced by the volatility of the essential oil during 
drying process (Lauriano et al., 2017).

The observed transmittance for chitosan films 
containing 0.7% thyme essential oil showed a 
similar behavior than that of films made with pure 
chitosan (Figure 4A). The UV transmittance (190-
300 nm) and visible light (350-800) was similar for 
chitosan films and FT1 films with no statistically 

este trabajo, fue uniforme al igual que aquellas re-
portadas para inhibir el crecimiento de C. rosea en 
fruto de aguacate (Coyotl-Pérez et al., 2022a). No 
se observaron poros, burbujas o grietas (Figura 3), 
lo cual indicó una alta miscibilidad entre la matriz 
polimérica y el aceite esencial. Sin embargo, pe-
queñas irregularidades fueron observadas al corte 
transversal (Figura 3), mismas que no interfirieron 
su maleabilidad. La adición de aceites esenciales 
en matrices poliméricas requiere emulsificación y 
como resultado, el material seco no presenta gotas 
de lípidos en la superficie (Lian et al., 2020; Ard-
joum et al., 2023). Se ha observado este mismo 

Figure 4.	 Transmittance (A) and opacity (B) of chitosan films (without essential oil) and films impregnated with thyme 
essential oil at concentration of 0.7 (FT1), 1.0 (FT2) and 1.3 % w/v (FT3). Different letters indicate statistically 
significant differences (p < 0.01) according to ANOVA-Tukey (n=5).

Figura 4.	 Transmitancia (A) y opacidad (B) de las películas de quitosano puro (sin aceite esencial) y películas impregnadas 
con aceite esencial de tomillo en concentraciones de 0.7 (FT1), 1.0 (FT2) y 1.3 % p/v (FT3). Las letras indican 
diferencias estadísticamente significativas (p < 0.01) de acuerdo a la prueba ANOVA-Tukey (n=5).
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significant differences. However, statistically 
significant differences were observed (p < 0.01) 
between films FT2 and FT3 with those made with 
pure chitosan and FT1 from 400 to1000 nm (Figure 
5). On the contrary, opacity of films FT2 and FT3 
showed a clear protective effect against UV light 

fenómeno en otras películas impregnadas con acei-
tes esenciales de clavo (Syzygium aromaticum), ci-
tronela (Pelargonium citrodorum) y tomillo (Thy-
mus vulgaris) (Haghighi et al., 2019). De acuerdo 
con estudios previos, la superficie de una gran va-
riedad de películas híbridas suele ser uniforme y no 

Figure 5.	 Qualitative kinetics for the colonization of Fusarium solani in avocado fruits treated with chitosan films and films 
impregnated with thyme essential oil at concentrations of 0.7 (FT1), 1.0 (FT2) y 1.3% w/v (FT3) during 21 days. 

Figura 5.	 Cinética cualitativa de la colonización de Fusarium solani en frutos de aguacate tratados con películas de quitosa-
no y aceite esencial de tomillo en concentraciones de 0.7 (FT1), 1.0 (FT2) y 1.3% p/v (FT3) durante 21 días. 
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with statistically significant differences (p < 0.01) 
in comparison with other films (Figure 4B). In 
the same context, films made with sole chitosan 
and FT1 did not show statistically significant 
differences among them. On the other hand, the 
thickness of films proportionally increased as 
the concentration of impregnated essential oil 
also increased, this trend was in accordance with 
previous studies performed by Coyotl-Pérez et al. 
(2022a). The thickness of films FT1, FT2 y FT3 
was 0.103, 0.208, 0.223 y 0.251 mm respectively, 
which was reproducible with previous work 
describing the same type of films (Coyotl-Pérez et 
al., 2022a). Lian et al. (2020) created films with 
diverse polymers (xanthan gum, pullulan, gum 
tragacanth and gum arabic) supplemented with 
thyme essential oil for the growth control of E. coli 
in nectarine. Such films also showed an increase 
in thickness after adding growing concentrations 
of essential oil. Nevertheless, some studies suggest 
that the thickness of films supplemented with 
essential oils is associated with changes in hydrogen 
bonds as well as with the ionization of amine and 
carboxylic groups (Lian et al., 2020). As is known, 
opacity and transmittance act as barriers against 
UV radiation which induces fast food degradation. 
High levels of opacity and low transmittance play a 
vital role to preserve organoleptic properties and to 
retard lipid oxidation (Romanazzi et al., 2017). The 
capacity to retract UV light is an important factor 
to conserve foods since such radiation causes a fast 
degradation because of associated oxidative stress 
(Romanazzi et al., 2017).

In situ evaluation of chitosan films impregnated 
with thyme essential oil. From the four films 
evaluated, those made by pure chitosan did not 
exert and inhibitory effect on the growth of F. 
solani. A similar result was observed the Hass 
avocado fruits infected with Clonostachys rosea 

presenta burbujas, gotas, poros o grietas (Haghighi 
et al., 2019).  Contrastantemente, los materiales ge-
nerados en esta investigación muestran pequeños 
poros al corte transversal, sobre todo en aquellas 
películas con mayor cantidad de aceite como FT2 
y FT3 (Figura 3). Estos poros podrían atribuirse a 
la volatilidad del aceite esencial durante el secado 
(Lauriano et al., 2017).

La transmitancia observada para las películas 
de quitosano que contuvieron 0.7% de aceite esen-
cial de tomillo mostró un comportamiento similar 
a aquellas de quitosano puro (Figura 4A). La trans-
mitancia UV (190-300 nm) y de luz visible (350-
800) fue semejante en las películas de quitosano y 
FT1 sin diferencias estadísticamente significativas 
(p < 0.01). Sin embargo, se observaron diferencias 
estadísticamente significativas (p < 0.01) entre las 
películas FT2 y FT3 con aquellas de quitosano y 
FT1 a partir de 400-1000 nm (Figura 5). Por el 
contrario, la opacidad de las películas FT2 y FT3 
mostró un claro efecto protector contra la luz UV 
con diferencias estadísticamente significativas (p < 
0.01) respecto al resto de las películas (Figura 4B). 
Así mismo, las películas de quitosano puro y FT1 
no presentaron diferencias estadísticamente signi-
ficativas entre ellas. Por otro lado, el grosor de las 
películas aumentó con base a la concentración de 
aceite impregnado concordando con Coyotl-Pérez 
et al. (2022a). El grosor de las películas de quito-
sano, FT1, FT2 y FT3 fue de 0.103, 0.208, 0.223 
y 0.251 mm respectivamente siendo reproducible 
con lo reportado previamente para el mismo tipo 
de películas (Coyotl-Pérez et al., 2022a). Lian et 
al. (2020) elaboraron películas con diferentes po-
límeros (goma xantana, pululano, goma tragacanto 
y goma arábiga) suplementadas con aceite esencial 
de tomillo para controlar el crecimiento de E. coli 
en nectarina. Dichas películas también mostraron 
un aumento en grosor al adicionar concentraciones 
crecientes de aceite esencial. No obstante, algunos 
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and Fusarium verticillioides (Coyotl-Pérez et al., 
2022a; 2022b). On the other hand, the films FT2 
and FT3 showed a clear delay on the growth of F. 
solani until 21 days after treatment (Figure 5). The 
addition of thyme essential oil to chitosan matrix 
enhanced the antimicrobial effect, this according 
to previous results observed in films generated 
with maize starch on Escherichia coli and 
Listeria monocytogenes (Ardjoum et al., 2023). 
It has been demonstrated that pectin coatings 
impregnated with essential oils reduced the amount 
of microorganisms (lactic bacteria, yeasts and 
filamentous fungi) in foods of animal origin such 
as bologna (Gedikoğlu, 2022). In other context, 
essential oils rich in carvacrol and thymol has been 
used to improve shelf life of avocado fruit during 
post-harvest period. These essential oils were 
extracted from Thymus daenensis and Satureja 
khuzistanica and showed high effectiveness against 
anthracnose (Colletotrichum gloeosporioides) 
(Sarkhosh et al., 2017).

Avocado fruits treated with hybrid films did 
not show symptoms of infection whereas non-
treated infected fruits were clearly affected since 
the first three days (Figure 6A). On the other hand, 
infected avocados simultaneously treated with 
films made with pure chitosan and FT1 showed 
symptom of infection from the 5th day (Figure 
6A). These results suggested that chitosan itself 
cannot stop the growth of F. solani. Despite this, 
it has been documented that chitosan damages cell 
wall and changes cell membrane permeability of 
filamentous fungi (Romanazzi et al., 2017). The 
evaluation of conidial germination on the surface 
of films FT1-FT3 demonstrated an evident viability 
loss, suggesting that coatings with higher amount 
of thyme essential oil are more effective to be 
preferentially used as preventive agents (Figure 
6B). The results of this investigation suggested that 
thyme essential oil impregnated in chitosan films 

estudios sugieren que el grosor de las películas su-
plementadas con aceites esenciales está asociado 
con los cambios de los enlaces de hidrógeno, así 
como con la ionización de los grupos amino o car-
boxilo (Lian et al., 2020). Como es sabido, la opa-
cidad y transmitancia cumplen la función de una 
barrera contra la radiación UV, misma que provoca 
una degradación rápida de los alimentos. Altos ni-
veles de opacidad y baja transmitancia son clave 
para preservar las propiedades organolépticas y 
retardar la oxidación de lípidos (Romanazzi et al., 
2017). La capacidad de repeler la luz UV es un fac-
tor importante en la conservación de alimentos ya 
que dicha radiación causa una rápida degradación 
debido al estrés oxidativo que genera (Romanazzi 
et al., 2017).

 
Evaluación in situ de películas de quitosano im-
pregnados con aceite esencial de tomillo. De las 
cuatro películas evaluadas, las de quitosano puro 
no ejercieron un efecto inhibitorio sobre el creci-
miento de F. solani. Un resultado similar fue ob-
servado en fruto de aguacate Hass infectado con 
Clonostachys rosea y Fusarium verticillioides (Co-
yotl-Pérez et al., 2022a; 2022b). Por otro lado, las 
películas FT2 y FT3 mostraron un claro retraso en 
el crecimiento de F. solani hasta 21 días post-tra-
tamiento (Figura 5). La adición de aceite esencial 
de tomillo a la matriz de quitosano potencializa el 
efecto antimicrobiano, esto de acuerdo con resulta-
dos previos observados en películas elaboradas con 
almidón de maíz sobre Escherichia coli y Listeria 
monocytogenes (Ardjoum et al., 2023). Se ha de-
mostrado que recubrimientos de pectina impreg-
nados con aceites esenciales reducen el recuento 
de microorganismos (bacterias lácticas, levaduras 
y mohos) en alimentos de origen animal como las 
mortadelas (Gedikoğlu, 2022). Por otro lado, se 
han evaluado diversos aceites esenciales ricos en 
carvacrol y timol para mejorar la vida útil poscosecha 
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causes a substantial delay in the growth of F. solani 
at least for 21 days. However, residual protective 
effect may be extended to 30 days in accordance 
with documented observations (data no shown). 

Firmness of avocado fruits. The firmness of 
non-treated avocado fruits was notably reduced 

de aguacate. Estos aceites esenciales fueron extraí-
dos de Thymus daenensis y Satureja khuzistanica 
y mostraron alta efectividad contra la antracnosis 
(Colletotrichum gloeosporioides) (Sarkhosh et al., 
2017).

Los frutos de aguacate tratados con los recu-
brimientos no mostraron síntomas de infección 

Figure 6.	 Kinetics for symptom appearance during in situ inoculation of Fusarium solani on avocado fruits (A).  Evaluation 
of conidial viability of F. solani on the surface of films FT1-FT3 (B). Means (n=25) with different letter indicate 
statistically significant differences (p < 0.01) by ANOVA-Tukey. 

Figura 6.	Cinética de aparición de síntomas de infección tras la inoculación in situ de Fusarium solani en frutos de aguacate 
(A).  Evaluación de la viabilidad de conidios de F. solani sobre la superficie de las películas FT1-FT3 (B). Medias 
(n=25) con letra distinta indican diferencias estadísticamente significativas (p < 0.01) por ANOVA-Tukey. 
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(69.5%) en 21días. At the same time, healthy 
avocados showed loss of turgor 19.5 al 26.6% 
(Figure 7). The films FT1, FT2 and FT3 kept the 
firmness of avocado fruits (p < 0.01) until days 21 
compared with both healthy and infected avocados. 
Thymol (as major volatile in thyme essential oil) 
is a phenolic monoterpene which causes physical 
damage changing permeability of cell membrane 
(Sarkhosh et al., 2017). The results of statistical 
analysis revealed statistically significant differences 
(p < 0.01) between the firmness of healthy avocados 
and those covered with the films FT2 y FT3. Thus, 
avocados treated with films made with pure chitosan 
showed 13% loss related with healthy non-treated 
avocados. These evidences suggested that chitosan 
does not exert a prolonged fungistatic activity on F. 

mientras que los frutos infectados no tratados fue-
ron afectados desde los primeros tres días (Figura 
6A). Por otro lado, los aguacates infectados, trata-
dos con las películas de quitosano y FT1 presenta-
ron crecimiento desde el día 5 (Figura 6A). Estos 
resultados sugieren que el quitosano por sí mismo 
no controla el crecimiento de F. solani. A pesar de 
esto, se tiene documentado que el quitosano daña la 
pared celular y altera la permeabilidad de la mem-
brana celular de hongos filamentosos (Romanazzi 
et al., 2017). La evaluación de la germinación de 
conidios sobre la superficie de las películas FT1-
FT3 demostró una clara pérdida en su viabilidad, 
sugiriendo que las superficies que contuvieron ma-
yor cantidad de aceite de tomillo son más efectivas 
y podrían ser usadas preferentemente como agentes 

Figure 7.	 Firmness of avocado fruits treated with hybrid films FT1-FT3. Means with divergent letters indicate statistically 
significant differences (p < 0.01) by ANOVA-Tukey (n=25). 

Figura 7.	 Firmeza de aguacates tratados con las películas híbridas FT1-FT3. Medias con letras divergentes, indican 
diferencias estadísticamente significativas (p < 0.01) por ANOVA-Tukey (n=25).  
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solani. It has been reported that the application of 
the essential oils from thyme and savory (Satureja 
montana) keep the firmness of avocado fruits better 
than those of mentha (Mentha piperita), cinnamon 
(Cinnamomum verum) or lavender (Lavandula 
angustifolia) during storage (Sarkhosh et al., 
2017). Previous studies performed by our research 
group, indicates that loss of firmness in avocado 
fruit harvested in the northeastern highlands of 
Puebla, is mainly affected by Clonostachys rosea 
(Coyotl-Pérez et al., 2022a; 2022b). The loss of 
firmness can be attributed to the degradation of cell 
wall components (pectins) by the action of fungal 
pectinesterases and polygalacturonases (Huber et 
al., 2001). Loss of turgor was translated into water 
deficit in plant tissues causing changes in vegetal 
texture (Bello et al., 2016). Firmness is a very 
important parameter in the quality of perishable 
fruits and new techniques for their conservation 
represent an area of opportunity that must be 
addressed with special interest (Jha et al., 2012; 
Pedreschi et al., 2019).

Parameters of nutritional and nutraceutical 
quality. Avocados infected with F. solani showed 
a dramatic reduction in the content of fat (1.36 ± 
0.4 g/100 g) at day 21 compared with healthy fruits 
(Figure 8).  On the contrary, avocados treated with 
films FT2 y FT3 presented marked differences at 
day 21 (p < 0.01) compared with infected fruits. 
However, fruits treated with films made with 
pure chitosan and FT1 did not show statistically 
significant differences in relation to infected fruits 
but, they showed differences with healthy fruits. 
Regarding the content of total fat, infected avocados 
had 60% reduction at day 21 in comparison with 
healthy fruits. Similarly, protein levels showed 
49% decrease in avocados infected by F. solani at 
day 21 in comparison with healthy avocados (p < 
0.01). It was also observed that infected fruits and 

preventivos (Figura 6B). Los resultados de esta in-
vestigación sugieren que el aceite esencial de tomi-
llo impregnado en películas de quitosano, retrasa 
de manera sustancial el crecimiento de Fusarium 
solani al menos por 21 días. Sin embargo, el efecto 
residual podría incluir hasta 30 días de protección 
de acuerdo a observaciones documentadas (datos 
no mostrados). 

Firmeza de frutos de aguacate. Los frutos in-
fectados disminuyeron notablemente su firmeza 
(69.5%) en 21días. En el mismo tiempo, los agua-
cates sanos mostraron una pérdida de turgencia del 
19.5 al 26.6% (Figura 7). Las películas FT1, FT2 y 
FT3 conservaron significativamente la firmeza de 
los aguacates (p < 0.01) al día 21 en comparación 
con aguacates infectados y sanos. El timol (como 
volátil mayoritario del aceite esencial de tomillo) 
es un monoterpenoide fenólico que causa daño fí-
sico a los hongos cambiando la permeabilidad de 
la membrana celular (Sarkhosh et al., 2017). Los 
resultados del análisis estadístico revelaron dife-
rencias estadísticamente significativas (p < 0.01) 
en la firmeza de aguacates sanos y aquellos cu-
biertos con las películas FT2 y FT3. Así mismo, 
los aguacates tratados con las películas de quito-
sano puro presentaron una pérdida mayor al 13% 
en relación con aguacates sanos no tratados. Estas 
evidencias reforzaron el hecho de que el quitosa-
no no ejerce una actividad fungistática prolongada 
sobre F. solani. Se ha reportado que la aplicación 
de aceite esencial de tomillo y ajedrea (Satureja 
montana) mantiene la firmeza de frutos de aguacate 
en comparación con los aceites de menta (Mentha 
piperita), canela (Cinnamomum verum) o lavan-
da (Lavandula angustifolia) durante el almacena-
miento (Sarkhosh et al., 2017). Estudios previos 
efectuados por nuestro grupo de investigación, 
indican que la pérdida de firmeza en fruto de 
aguacate Hass cosechados en la sierra nororiental 
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those treated with films made of pure chitosan 
and FT1 did not show statistically significant 
differences (p < 0.01) among them at day 21. 
However, avocados treated with film FT3 showed 
statistically significant differences (p < 0.01) in 
comparison with healthy and infected avocados. 
On the other hand, avocados treated with films FT2 
and FT3 preserved up to 37% protein content at day 
21 compared to healthy fruits. Contrarily, reducing 

Figure 8.	 Fat content, protein, reducing sugars and fiber of Hass avocado fruits treated with hybrid films impregnated with 
thyme essential oil at concentrations of 0.7 (FT1), 1.0 (FT2) y 1.3% w/v (FT3) during 21 days. Asterisks indicate 
means (n=25) with statistically significant differences by ANOVA-Tukey (p < 0.01).

Figura 8.	Contenido de grasas, proteínas, azúcares reductores y fibra en frutos de aguacates Hass tratados con las películas 
hibridas impregnadas con aceite esencial de tomillo en concentraciones de 0.7 (FT1), 1.0 (FT2) y 1.3% p/v (FT3) 
durante 21 días. Los asteriscos indican medias (n=25) con diferencias estadísticamente significativas sobre 
ANOVA-Tukey (p < 0.01).

del estado de Puebla, es mayormente afectada por 
Clonostachys rosea (Coyotl-Pérez et al., 2022a; 
2022b). La pérdida de firmeza puede atribuirse a 
la degradación de los componentes de la pared ce-
lular (pectinas) por la acción de pectinesterasas y 
poligalacturonasas fúngicas (Huber et al., 2001). 
La pérdida de turgencia se traduce en un déficit de 
agua en los tejidos vegetales provocando cambios 
en la textura vegetal (Bello et al., 2016). La firmeza 
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sugars decreased up to 90% in infected fruits at day 
21 compared with healthy fruits. This fact may be 
related with the parasitic activity of the filamentous 
fungi which uses reducing sugars as a carbon 
source. In addition, infected avocados previously 
treated with films FT2-FT3 showed statistically 
significant differences at day 21 if compared with 
healthy avocados (p < 0.01). In the same context, 
fiber content was reduced until 90% in infected 
avocados at day 21 in comparison with healthy 
fruits. Treatments of pure chitosan and FT1 showed 
statistically significant differences (p < 0.01) at day 
21 compared with healthy avocados since losses of 
70 y 21%, were respectively recorded. Treatments 
FT2 and FT3 efficiently maintained fiber content 
but, no statistically significant differences (p < 
0.01) were observed among these treatments and 
healthy avocados.

Avocado fruit contains nutrients that favor 
human diet because of the high amount of protein 
(4%), but especially it is pretty valued because of 
the high amount of beneficial fat (30%) (Selladurai 
y Madhav, 2020). Thus, fatty acid content plays a 
crucial role to ameliorate the risk of cardiovascular 
diseases (Krumreich et al., 2018).

The decrease in reducing sugar content was 
inversely proportional to the accumulation of 
fatty acids. This evidence could be related to the 
overexpression of genes associated to glycolysis 
as a potential source of pyruvate for fatty acid 
biosynthesis through the excretion of citrate to the 
cytoplasm (Pedreschi et al., 2019).  Determination of 
linoleic acid in infected fruits revealed that F. solani 
was able to drastically decrease its accumulation at 
day 21 in comparison with healthy fruits (Figure 
9). Such decrease was evident in infected avocados 
during normal ripening and suggested that F. solani 
is able to metabolize fatty acids as a substrate for 
its development (Pedreschi et al. 2019; Bowen et 
al., 2018). Contrarily, avocados treated with films 

es un parámetro muy importante en la calidad de 
frutos perecederos y las técnicas que favorecen su 
conservación representan un área de oportunidad 
que debe ser abordada con especial interés (Jha et 
al., 2012; Pedreschi et al., 2019).

Parámetros de calidad nutricional y nutracéu-
tica. Los aguacates infectados con F. solani mos-
traron una dramática reducción en la cantidad de 
grasa (1.36 ± 0.4 g/100 g) al día 21 en comparación 
con frutos sanos (Figura 8).  Por lo contrario, los 
aguacates tratados con las películas FT2 y FT3 pre-
sentaron diferencias estadísticamente significativas 
al día 21 (p < 0.01) respecto al grupo de aguacates 
infectados. Sin embargo, aquellos frutos tratados 
con las películas de quitosano puro y FT1 no pre-
sentaron diferencias estadísticamente significativas 
en relación a los frutos infectados, pero si con los 
frutos sanos. Respecto al contenido de grasa total, 
los aguacates infectados tuvieron una reducción de 
más del 60% al día 21 en relación a frutos sanos. 
De igual forma, la cantidad de proteína disminuyó 
49% en aguacates infectados por F. solani al día 
21 en comparación con aguacates sanos (p < 0.01). 
También se observó que los aguacates infectados, 
así como aquellos tratados con películas de quito-
sano puro y FT1 no presentaron diferencias esta-
dísticamente significativas (p < 0.01) entre ellos 
al día 21. Sin embargo, los aguacates tratados con 
las películas FT3 mostraron diferencias estadísti-
camente significativas (p < 0.01) en comparación 
con los aguacates sanos e infectados. Por otro lado, 
los aguacates tratados con las películas FT2 y FT3 
preservaron hasta un 37% más el contenido de pro-
teínas al día 21 en comparación con frutos sanos. 
Contrariamente, los azúcares reductores dismi-
nuyeron hasta un 90% en frutos infectados al día 
21 en comparación con frutos sanos. Este hecho 
podría estar relacionado con la actividad para-
sítica del hongo filamentoso al usar azucares 
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FT3 showed statistically significant differences at 
day 21 (p < 0.01) in comparison with healthy fruits. 
Infected fruits and those treated with films made of 
pure chitosan did not show statistically significant 
differences among them but, they show differences 

Figure 9.	 Contents of linoleic acid, oleic acid,  palmitic acid and palmitoleic acid in Hass avocado fruits treated with hybrid 
films impregnated with thyme essential oil at concentrations of 0.7 (FT1), 1.0 (FT2) and 1.3% w/v (FT3) during 21 
days. Asterisks indicate means with statistically significant differences by ANOVA-Tukey (p < 0.01).

Figura 9.	Contenido de ácido linoleico, oleico, palmítico y palmitoleico en frutos de aguacates Hass tratados con las películas 
hibridas impregnadas con aceite esencial de tomillo en concentraciones de 0.7 (FT1), 1.0 (FT2) y 1.3% p/v (FT3) 
durante 21 días. Los asteriscos indican medias (n=25) con diferencias estadísticamente significativas por ANOVA-
Tukey (p < 0.01).

reductores como fuente de carbono. En adición, al 
día 21 los aguacates infectados previamente trata-
dos con las películas FT2-FT3 presentaron diferen-
cias estadísticamente significativas en el contenido 
de azúcares en comparación con aguacates sanos 
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with healthy fruits at day 21. The content of oleic 
acid in infected fruits has a reduction of 70% at day 
21 showing statistically significant differences (p 
< 0.01). Villa et al. (2011) reported oleic acid as 
the main fatty acid in Hass avocado with rates of 
67-70% of total lipid composition. These authors 
observed a significant increase of monounsaturated 
and saturated fatty acids during normal avocado 
ripening. Contrarily, these authors concluded that 
polyunsaturated fatty acids decreased. Infected 
avocados treated with chitosan films showed 
statistically significant differences compared with 
healthy avocados at day 21. Nevertheless, avocados 
treated with films FT3 did not show statistically 
significant differences (p < 0.01) compared with 
healthy avocados at day 21. 

Conversely, palmitic acid decreased 63.5% 
in infected fruits whereas avocados treated with 
chitosan films presented statistically significant 
differences in comparison with healthy avocados (p 
< 0.01). In the same context, avocados treated with 
films FT1 and FT2 showed statistically significant 
differences compared with healthy fruits because 
of their ability to preserve the content of this fatty 
acid in around 37.1 y 40%. Finally, the content 
of palmitoleic acid in infected fruits decreased 
until 67.6% in comparison with healthy fruits. 
Treatments of pure chitosan and FT1 showed 
statistically significant differences (p < 0.01) at day 
21 in comparison with healthy for this fatty acid, 
whereas treatments FT2 and FT3 kept the content 
of palmitoleic acid without statistically significant 
differences with healthy avocados. Pedreschi et al. 
(2019) claim that the concentration of palmitic and 
palmitoleic acids in avocados usually increases 
between 65 day 105 days in intact plants. The 
results of this investigation suggest that during a 
period of 21 days, the levels of these fatty acids 
remain steady, however, longer time is required to 
corroborate the findings of Pedreschi et al. (2019).

(p < 0.01). Así mismo, el contenido de fibra en 
aguacates infectados se redujo hasta un 90% al día 
21 en comparación a frutos sanos. Los tratamien-
tos con quitosano y FT1 presentaron diferencias 
estadísticamente significativas (p < 0.01) al día 21 
respecto a los aguacates sanos ya que existió una 
pérdida del 70 y 21%, respectivamente. Los trata-
mientos FT2 y FT3 mantuvieron eficientemente el 
contenido de fibra, pero entre estos tratamientos no 
existieron diferencias estadísticamente significati-
vas (p < 0.01) en comparación con aguacates sanos. 

El fruto de aguacate contiene nutrientes que fa-
vorecen la dieta humana debido a la alta cantidad 
de proteínas (4%), pero sobre todo es altamente 
valuado por la cantidad de grasas benéficas (30%) 
(Selladurai y Madhav, 2020). Aunado a ello, el 
contenido de ácidos grasos juega un papel muy im-
portante para disminuir el riesgo de enfermedades 
cardiovasculares (Krumreich et al., 2018).

El decremento en el contenido de azúcares re-
ductores fue inversamente proporcional al incre-
mento en la producción de ácidos grasos. Esto po-
dría estar relacionado a la sobreexpresión de genes 
asociados a la glucólisis como fuente potencial de 
piruvato para la síntesis de ácidos grasos por medio 
de la excreción de citrato hacia el citosol (Pedres-
chi et al., 2019). La determinación de los niveles 
del ácido linoleico en frutos infectados reveló que 
F. solani disminuyó drásticamente su contenido al 
día 21 respecto a frutos sanos (Figura 9). Tal dis-
minución fue evidente en aguacates infectados 
durante la maduración y sugiere que F. solani po-
dría metabolizar ácidos grasos como sustrato para 
su desarrollo (Pedreschi et al. 2019; Bowen et al., 
2018). Por lo contrario, los aguacates que fueron 
tratados con las películas FT3 presentaron dife-
rencias estadísticamente significativas al día 21 
(p < 0.01) respecto a los aguacates sanos. Los 
frutos infectados y aquellos tratados con las pe-
lículas de quitosano no presentaron diferencias 



368

Fully Bilingual
Mexican Journal of PHYTOPATHOLOGY
Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA

Online publication, September 2023

CONCLUSIONS

The films generated in this investigation showed 
fungistatic activity against a native strain of 
Fusarium solani isolated from Hass avocado fruits 
harvested in the northeastern highlands of Puebla. 
The addition of thyme essential oil in chitosan 
films improved physicochemical and biological 
properties in these films. Remarkably, the films 
made of pure chitosan did not stop the normal 
growth of the fungus under the experimental 
conditions reported in this work.  It was observed 
that transmittance and opacity were substantially 
improved by the addition of thyme essential oil. 
The fungistatic films obtained in this investigation 
delayed the normal growth of the fungus and 
preserved nutrimental and nutraceutical contents 
of Hass avocado fruit up to 21 days. These results 
suggested the possible use of these films in avocado 
fruits to reduce the incidence of F. solani during 
postharvest period.
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Abstract. The effect of the field applications 
of three bioproducts (based on Trichoderma 
koningiopsis, Rhodotorula mucilaginosa, and 
Bacillus amyloliquefaciens), the alternation of the 
biostimulant Kendal® and the Swinglea glutinosa 
extract and the rotations of two fungicides (based 
on Azoxystrobin-Difenoconazole and Thiram-
Pyrimethanol), on the incidence of gray mold in 
cape gooseberry postharvest was evaluated. For 
this purpose, the fruit was harvested weekly in 
the field, arranged in wet chambers with fruits 
with and without calyx, and incubated for seven 
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Resumen. Se determinó el efecto sobre la inci-
dencia del moho gris en postcosecha de uchuva de 
las aplicaciones en campo de tres bioproductos a 
base de Trichoderma koningiopsis, Rhodotorula 
mucilaginosa y Bacillus amyloliquefaciens, la al-
ternancia del bioestimulante Kendal® y el extracto 
vegetal EcoSwing® y las rotaciones de fungicidas 
a base de Azoxistrobina - Difenoconazole y Thi-
ram - Pyrimethanil. Semanalmente se cosechó la 
fruta, disponiendo en cámaras húmedas frutos con 
cáliz y sin este, incubadas durante siete días a 20 °C 
para promover el desarrollo de la enfermedad y 
determinar la eficacia en su control. Se realizó el 
seguimiento de las poblaciones de los antagonistas 
entre aplicaciones, mediante colecta de foliolos y 
el lavado en Tween 80 al 0.1%, sembrando alícuo-
tas en medios específicos. En los frutos con cáliz la 
menor incidencia de la enfermedad con medias de 
48 y 51% se presentó con las aplicaciones del hon-
go y la levadura respectivamente, mientras que en 
los frutos sin cáliz la incidencia no supero el 1.4% 
en todos los tratamientos. La población de antago-
nistas en la filósfera permaneció constante entre 
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days at 20 °C in laboratory conditions to promote 
the development of B. cinerea and determine the 
efficacy in its control. In addition, the populations of 
the microbial antagonists were monitored between 
applications by collecting the leaflets and washing 
them in 0.1% Tween 80 and sowing aliquots in 
specific culture media. In fruits with calyx, the 
lowest incidence of the gray mold, with averages 
of 48 and 51%, occurred with the applications 
of the bioproducts based on T. koningiopsis and 
R. mucilaginosa, respectively. In contrast, the 
incidence did not exceed 1.4% in fruits without calyx 
in all treatments. Furthermore, the population of 
microbial antagonists in the phyllosphere remained 
constant between applications, with counts of 
1x103 CFU g-1 for T. koningiopsis and 1x105 CFU 
g-1 for R. mucilaginosa and B. amyloliquefaciens.

Keywords: Calyx, quiescent infections, incidence, 
efficacy.

The cape gooseberry (Physalis peruviana) 
crop in Colombia is important due to its economic 
impact, given the growing demand for this fruit in 
international markets (ICA, 2022). In the first seven 
months of 2022, fresh exports increased by 4.1% 
in comparison with the same period in 2021, with 
a FOB value of $24.6 million, USD (ANALDEX, 
2022), adding 5.29 t, equivalent to an increase of 
10.4% in comparison with the same period in 2021 
(ANALDEX, 2022). The total production in 2021 
was 19.37 t in 1.44 ha, with an average yield of 11 
t ha-1, mainly in the departments of Cundinamarca 
(419 ha), Boyacá (404 ha), Nariño (204 ha) and 
Antioquia (146 ha), which represented 84% of the 
national production (AGRONET, 2022). 

The crop also has a meaningful social impact 
due to the significant contribution towards food 
security, since in production costs, including 

aplicaciones con recuentos de 1x103 UFC g-1 para 
T. koningiopsis y de 1x105 UFC g-1 para R. mucila-
ginosa y B. amyloliquefaciens. 

Palabras clave: Cáliz, infecciones quiescentes, in-
cidencia, eficacia. 

En Colombia, el cultivo de la uchuva (Physalis 
peruviana) es importante por su impacto económi-
co dada la creciente demanda por esta fruta en los 
mercados internacionales (ICA, 2022). Durante los 
primeros siete meses del 2022, las exportaciones en 
fresco registraron un crecimiento del 4.1% frente 
al mismo periodo de 2021, con un valor FOB de 
USD 24.6 millones (ANALDEX, 2022), sumando 
5.29 t equivalentes a un incremento del 10.4% con 
respecto al mismo periodo en 2021 (ANALDEX, 
2022). La producción total en 2021 fue de 19.37 t en 
1.44 ha, promediando un rendimiento de 11 t ha-1, 
principalmente en los departamentos de Cundina-
marca (419 ha), Boyacá (404 ha), Nariño (204 ha) 
y Antioquia (146 ha), que representaron el 84% de 
la producción nacional (AGRONET, 2022). 

Adicionalmente, el cultivo tiene un impacto so-
cial importante, por el aporte significativo en segu-
ridad alimentaria ya que, en los costos de produc-
ción, incluyendo cosecha y postcosecha, un 45% 
corresponde a mano de obra de mujeres, cabeza de 
familia. De otra parte, en la cadena productiva se 
demanda mano de obra adicional, ya que la uchuva 
que no se exporta (que puede representar un 40 %), 
se transforma como fruta deshidratada, mermela-
das, salsas, almíbares, entre otros subproductos que 
atienden el mercado nacional (ICA, 2022). 

La uchuva es una baya carnosa y jugosa de co-
lor amarillo-naranja conocida por sus propiedades 
organolépticas (sabor, olor y color) y por su valor 
nutricional, al contener vitaminas A, B y C, Fe y 
P, fibra, carotenoides y flavonoides, conocidos por 
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harvest and postharvest, 45% corresponds to female 
workforce, heads of family. On the other hand, the 
productive chain demands additional workforce, 
since the cape gooseberry that is not exported 
(which can be 40%) is transformed into dried fruit, 
jams, sauces, syrups, and other subproducts that 
serve the national market (ICA, 2022). 

The cape gooseberry is a fleshy and juicy yellow-
orange berry known for its organoleptic properties 
(flavor, odor, and color) and its nutritional value 
since it contains vitamins A, B, and C, Fe and P, 
fiber, carotenoids, and flavonoids, known for their 
antioxidant properties (Puente et al., 2011). The fruit 
is formed from solitary hermaphroditic flowers, with 
an accrescent calyx that, in the maturity of the fruit, 
reaches a length of 4 to 5 cm, known in Colombia 
as the capacho, which encloses and protects the 
fruit from several environmental conditions (pests, 
rain and cold) (Fischer and Lüdders, 1997; Nocetti 
et al., 2020). Nevertheless, the calyx is susceptible 
to infection from several phytopathogens, such 
as Cladosporium sp., Cercospora sp., Sclerotinia 
sp., and Botrytis cinerea, the latter being the main 
limitation in production and postharvest (Forero, 
2014). B. cinerea is the causal agent of gray mold, a 
cosmopolitan fungus that appears naturally in crops, 
affecting more than 250 plant species of agricultural 
interest. It is considered the second most limiting 
phytopathogen in agricultural production in the 
world, given its ability to environmental adaptation 
in the world, the costs related to its management, 
and the speed with which it can develop resistance 
to the fungicides used for their control (Dean et al., 
2012; Hahn, 2014; Carisse, 2016; Wenyong et al., 
2021).

Under field conditions, B. cinerea infects 
the calyx, causing disease if the environmental 
conditions are optimal (relative humidity ≥ 80% 
and temperatures between 12 and 22 °C). However, 
if they are not favorable, the pathogen remains 

sus propiedades antioxidantes (Puente et al., 2011). 
El fruto se forma a partir de flores solitarias herma-
froditas, con un cáliz acrescente que en la madurez 
de la fruta alcanza de 4 a 5 cm de largo, y que en 
Colombia es conocido como capacho, el cual en-
cierra y protege al fruto de diversas condiciones 
medioambientales (plagas, lluvia, granizo y frío) 
(Fischer y Lüdders, 1997; Nocetti et al., 2020). No 
obstante, el cáliz es susceptible a la infección de di-
versos fitopatógenos como Cladosporium sp., Cer-
cospora sp., Sclerotinia sp. y Botrytis cinerea. Este 
último, es el principal limitante en la producción y 
postcosecha (Forero, 2014). B. cinerea es el agen-
te causal del moho gris, hongo cosmopolita que se 
presenta de forma natural en los cultivos, afectando 
a más de 250 especies vegetales de interés agríco-
la, y es considerado como el segundo fitopatógeno 
más limitante en la producción agrícola en el mun-
do, dada su capacidad de adaptación ambiental, a 
los costos asociados a su manejo y a la rapidez con 
la que puede desarrollar resistencia a los fungicidas 
utilizados para su control (Dean et al., 2012; Hahn, 
2014; Carisse, 2016; Wenyong et al, 2021).

En condiciones de campo, B. cinerea infecta el 
cáliz provocando la enfermedad si las condiciones 
ambientales son óptimas (humedad relativa ≥ 80% 
y temperaturas entre 12 a 22 °C); sin embargo, si 
estas no son favorables, el patógeno permanece 
quiescente, reactivando la infección de forma agre-
siva cuando se tiene condiciones favorables, lo que 
coincide con la senescencia del cáliz y maduración 
de la fruta, particularmente durante el transpor-
te en su exportación (que puede durar entre 15 y 
20 días). La mayoría de los frutos, aunque pueden 
estar infectados, son asintomáticos al momento de 
su cosecha, pero la expresión de la enfermedad se 
evidencia cuando el fruto está en su destino, pro-
vocando pérdidas superiores al 15% (Molina et al., 
2004; Prusky y Lichter,2007; Prusky et al., 2013; 
Forero, 2014).
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quiescent. It aggressively reactivates the infection 
when favorable conditions coincide with calyx´s 
senescence and the fruit´s maturation, particularly 
during the transportation in its export (which may 
last between 15 and 20 days). Most fruits may be 
infected yet are asymptomatic when harvested, 
but the expression of the disease is shown when 
the fruit arrives at its destination, causing losses of 
more than 15% (Molina et al., 2004; Prusky and 
Lichter,2007; Prusky et al., 2013; Forero, 2014).

The gray mold is usually controlled with 
chemical fungicides. However, the resistance, 
food safety, harmful effects on the environment 
and human health, as well as the sustainability 
of the crop, increasingly limit the use of these 
chemical products, since in order for the fruits to 
be exported, mainly to Europe, compliance with 
the GLOBAL G.A.P standard is required, which 
restricts the residual concentration of different 
active ingredients of pesticides to minimum levels 
(Rincón et al., 2015). The above produces the need 
to evaluate and select environmentally friendly 
management alternatives such as biopesticides, 
plant extracts, or biological inoculations, which 
are allowed and promoted in different production 
systems in the United States and the European 
Union since they generally pose little to no threat to 
the environment and humans (Bautista et al., 2018). 
Their use in the cape gooseberry crop helps reduce 
the quiescent B. cinerea infections and reduces 
losses produced during the postharvest of the fruit. 
The aim of this work was to determine the efficacy 
of the application in the field of biopesticides 
based on Trichoderma koningiopsis Th003 and 
Rhodotorula mucilaginosa Lv316, a biological 
inoculant based on Bacillus amyloliquefaciens 
Bs006, on a biostimulant (Kendal®) and an 
extract of Swinglea glutinosa (EcoSwing®) on the 
reduction of the quiescent B. cinerea infections, 
considering previous studies carried out on berry 

El control del moho gris comúnmente se reali-
za mediante la aplicación de fungicidas químicos; 
sin embargo, la resistencia, inocuidad alimentaria, 
efectos nocivos sobre el ambiente y la salud huma-
na, así como la sostenibilidad del cultivo limitan 
cada vez más el uso de estos productos químicos, 
ya que para su exportación particularmente a Euro-
pa, se debe cumplir con la norma GLOBAL G.A.P 
que restringe a niveles mínimos la concentración 
residual de diferentes principios activos de plagui-
cidas  (Rincón et al., 2015). Por lo anterior, surge la 
necesidad de evaluar y seleccionar alternativas de 
manejo amigables con el ambiente, como, biopla-
guicidas, extractos vegetales o inoculantes biológi-
cos, los cuales tienen un uso permitido y promovi-
do en diferentes sistemas productivos en Estados 
Unidos y la Unión Europea, ya que generalmente 
representan poco o ningún riesgo el ambiente y 
humano (Bautista et al., 2018) y cuyo uso en el 
cultivo de uchuva permita reducir las infecciones 
quiescentes de B. cinerea y disminuir las pérdidas 
producidas durante la postcosecha de la fruta. El 
objetivo de este trabajo fue determinar la eficacia 
de las aplicaciones en campo de bioplaguicidas a 
base de Trichoderma koningiopsis Th003 y Rhodo-
torula mucilaginosa Lv316, un inoculante biológi-
co a base de Bacillus amyloliquefaciens Bs006, de 
un bioestimulante (Kendal®) y un extracto de Swin-
glea glutinosa (EcoSwing®) en la reducción de las 
infecciones quiescentes de B. cinerea, consideran-
do estudios previos desarrollados en el cultivo de 
mora donde estos tratamientos mostraron eficacia 
de control del hongo de hasta el 60% (Zapata y Co-
tes, 2013, Hincapié et al., 2017; Zapata y Beltrán, 
2019).

MATERIALES Y MÉTODOS

Incidencia del moho gris en frutos. A partir de 
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crops, in which these treatments displayed and 
efficacy in the control of the fungus of up to  60% 
(Zapata and Cotes, 2013, Hincapié et al., 2017; 
Zapata and Beltrán, 2019).

MATERIALS AND METHODS

Incidence of gray mold on fruits. From four 
commercial crops, one in the municipal area of 
Ubaté (locality La Patera), another in the municipal 
area of Sutatausa (locality Hato Viejo), and two 
in the municipal area of Granada (locality La 
Veintidós sector Alto and La Veintidós sector 
bajo), 100 asymptomatic cape gooseberry fruit 
samples were gathered, packed in paper bags, and 
transported in styrofoam coolers for their analysis 
in the AGROSAVIA Agricultural Microbiology 
Lab. The fruits were placed in wet chambers with 
a relative humidity of ≥ 90% (HR) in sealed plastic 
containers measuring 14.5 x 24 x 36.5 cm (each one 
on a 1.70-ounce plastic cup) and stored in a room at 
22 °C for seven days and next, the incidence of gray 
mold was measured according to the characteristic 
signs of the disease.

Evaluation of alternatives for management in 
the field. The experiment was established on the 
field with 220 cape gooseberry plants of the variety 
Corpoica-Dorada (Sánchez et al., 2016) in the 
locality La Veintidós sector alto of the municipal 
area of Granada, department of Cundinamarca, 
Colombia (1.800 masl). During the seedling stage, 
the cape gooseberry plants were inoculated with B. 
amyloliquefaciens Bs006 (the active component 
of the bioproduct Natibac® SC) by spraying the 
substrate at the moment of planting, as well as 
7 and 21 days after planting. On the field, the 
bacteria were applied as a drench at the moment 
of transplanting, as well as 7 and 15 days after this 

cuatro cultivos comerciales, uno en el municipio de 
Ubaté (vereda La Patera), otro en el municipio de 
Sutatausa (vereda Hato viejo) y dos en el municipio 
de Granada (vereda La Veintidós sector Alto y La 
Veintidós sector bajo), se colectaron de cada uno, 
muestras de 100 frutos de uchuva asintomáticos, se 
empacaron en bolsas de papel y se trasportaron en 
neveras de icopor para su análisis en el Laboratorio 
de Microbiología Agrícola de AGROSAVIA. Los 
frutos se dispusieron en cámaras húmedas con una 
humedad relativa ≥ 90% (HR) en recipientes plás-
ticos sellados de 14.5 x 24 x 36.5 cm (cada uno 
sobre una copa plástica de 1.70 onzas) y se alma-
cenaron en un cuarto a 22 °C durante siete días, 
a continuación, se registró la incidencia del moho 
gris de acuerdo con los signos característicos de la 
enfermedad.

Evaluación de alternativas de manejo en cam-
po. Se estableció el experimento en campo con 220 
plantas de uchuva de la variedad Corpoica-Dorada 
(Sánchez et al., 2016) en la vereda La Veintidós 
sector alto del municipio de Granada, departamen-
to de Cundinamarca, Colombia (1.800 msnm). Du-
rante la etapa de semillero, las plántulas de uchuva 
fueron inoculadas con B. amyloliquefaciens Bs006 
(principio activo del bioproducto Natibac® SC), 
mediante la aspersión al sustrato al momento de la 
siembra, a los 7 y 21 días después de la siembra. En 
campo, la bacteria se aplicó en drench al momento 
del trasplante, 7 y 15 días después de este a una 
concentración de 1x108 UFC mL-1, como estrate-
gia para promover el crecimiento de las plantas y 
aumentar su tolerancia al estrés biótico y abiótico 
(Beltrán-Acosta et al., 2023). La fertilización quí-
mica se realizó siguiendo un esquema establecido 
de acuerdo con el análisis químico del suelo. Los 
análisis postcosecha de la fruta se realizaron en el 
Laboratorio de Microbiología Agrícola del Centro 
de Investigación Tibaitatá de AGROSAVIA.
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process, at a concentration of 1x108 UFC mL-1, as a 
strategy to promote plant growth and increase their 
tolerance to biotic and abiotic stress (Beltrán-Acosta 
et al., 2023). Chemical fertilization was carried 
out following a scheme established according to 
a chemical soil analysis. The postharvest analyses 
of the fruits were carried out in the Agricultural 
Microbiology Lab of the AGROSAVIA Tibaitatá 
Research Center.

When the cape gooseberry fruits began to form 
(approximately six months after planting), foliar 
applications of T. koningiopsis Th003 (Tricotec® 
WG), of the yeast R. mucilaginosa Lv316 (Nalev® 
WG) and B. amyloliquefaciens Bs006 (Natibac® 
SC) were carried out, as well as a treatment 
called Eco, consisting of three applications of 
a biostimulant containing oligosaccharides and 
glutathione (Kendal®) and three applications of 
S. glutinosa (EcoSwing®) extract was applied, 
as well as a chemical treatment that consisted of 
alternate applications, three of a fungicide based 
on Azoxystrobin - Difenoconazole and three of a 
fungicide based on Thiram - pyrimethanil (Table 
1).

The experiment was established under a 
randomized complete block design with three 
repetitions, where the experimental unit (EU) 
consisted of two rows with five plants each (10 
plants per EU) and 30 plants per treatment. A row 
of untreated plants separated each treatment. As 
a control, fruits were taken from a crop planted 

Cuando se inició la formación de frutos de 
uchuva (aproximadamente 6 meses después de la 
siembra), se realizaron aplicaciones foliares de T. 
koningiopsis Th003 (Tricotec® WG), de la levadura 
R. mucilaginosa Lv316 (Nalev® WG) y B. amyloli-
quefaciens Bs006 (Natibac® SC); de un tratamiento 
denominado Eco correspondiente a tres aplicacio-
nes de un bioestimulante que contiene oligosacari-
nas y glutatión (Kendal®) y tres del extracto de S. 
glutinosa (EcoSwing®) y de un tratamiento quími-
co que correspondió a tres aplicaciones de un fun-
gicida a base de Azoxistrobina - Difenoconazole y 
tres de un fungicida a base de Thiram - Pyrimetha-
nil (Cuadro 1).

El experimento se estableció bajo un diseño de 
bloques completos al azar con tres repeticiones, 
donde la unidad experimental (UE) consistió en 
dos surcos de 5 plantas cada uno (10 plantas por 
UE) y un total de 30 plantas por tratamiento. Cada 
tratamiento se separó por un surco de plantas sin 
tratar. Como testigo se tomaron frutos de un culti-
vo sembrado simultáneamente en el mismo predio, 
pero en un área diferente, con la misma variedad 
y esquema de fertilización, pero sin aplicaciones 
de fungicidas para el control de enfermedades fo-
liares. La variable evaluada fue la incidencia del 
moho gris.

Las aplicaciones se hicieron en la mañana me-
diante aspersión con bomba de espalda, realizando 
cinco aplicaciones con una frecuencia de 15 días. 
Después de la tercera aplicación, semanalmente se 

Table 1. Treatments evaluated for the control of gray mold (Botrytis cinerea) in the cape gooseberry crop.
Cuadro 1. Tratamientos evaluados para el control del moho gris (Botrytis cinerea) en el cultivo de uchuva.

Tratamiento Dosis y concentración de aplicación

T. koningiopsis Th003 (Tricotec® WG)                     1 g L-1 / 1x106 conidios mL-1

R. mucilaginosa Lv316 (Nalev® WG)                                                                       2 g L-1 / 1x107 células mL-1

B. amyloliquefaciens Bs006 (Natibac® SC)                                          50 mL L-1 / 1x108 UFC mL-1

Eco (Kendal® / EcoSwing®) 1 mL L-1 / 1.5 mL L-1  
Químico (Azoxistrobina - Difenoconazole / Thiram - Pyrimethanil) 1.5 mL L-1 / 2 mL L-1
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simultaneously in the same plot, but in a different 
area, with the same variety and fertilization 
scheme, without using fungicides to control of 
foliar diseases. The variable evaluated was the 
incidence of gray mold.

The applications were carried out in the 
morning using a backpack sprayer with a total of 
five applications at a frequency of 15 days. After 
the third application, 30 ripe fruits were taken 
every week from each repetition per treatment; 
they were packed in paper bags and transported 
in styrofoam coolers for their analysis in the lab. 
Once there, 18 fruits with calyxes were taken from 
each repetition and placed in a wet chamber in 
the conditions described earlier for seven days. In 
addition, 15 fruits were taken from the plants, their 
calyxes were removed, and they were placed under 
the same conditions. 

Follow-up of the populations of antagonists in 
the phyllosphere. After the first application of the 
treatments and before the following applications, 
ten leaves were taken randomly from each repetition 
(30 leaves per treatment). The leaves were stored in 
paper bags, labeled, and transported in a styrofoam 
cooler for their analysis in the lab. Once there, the 
leaves from each repetition were cut into pieces 
measuring 1 cm in diameter using a sterile stainless 
steel hole puncher, 10 g were taken from the plant 
material and placed in an Erlenmeyer with 90 mL 
of Tween 80 at 0.1% (mother suspension) leaving 
them to be stirred constantly at 150 rpm for one 
hour. Next, a 1 in 10 dilution was performed for each 
one, they were homogenized in a vortex stirrer, and 
100 µL were taken and placed in Petri dishes (three 
replicas per dilution) containing Rose Bengal Agar 
for T. koningiopsis Th003, malt extract agar for R. 
mucilaginosa Lv316 and Luria Bertani agar for B. 
amyloliquefaciens Bs006, respectively. The aliquot 
was homogenously distributed with a stainless steel 

tomaron 30 frutos maduros de cada repetición por 
tratamiento, se empacaron en bolsas de papel y fue-
ron trasportados en neveras de icopor para su aná-
lisis en el laboratorio. En este, de cada repetición 
se tomaron 18 frutos con cáliz ubicándolos en una 
cámara húmeda en las condiciones anteriormente 
mencionadas durante siete días, adicionalmente se 
tomaron 15 frutos a los que se les retiró el cáliz y se 
dispusieron en iguales condiciones. 

Seguimiento de las poblaciones de antagonistas 
en la filosfera. Después de la primera aplicación 
de los tratamientos y previo a las siguientes aplica-
ciones se tomaron de forma aleatorizada 10 hojas 
por repetición (30 hojas por tratamiento). Las hojas 
se guardaron en bolsas de papel, se etiquetaron y 
transportaron en nevera de icopor para su análisis 
en el laboratorio. En este, las hojas de cada repeti-
ción se cortaron en trozos de 1cm de diámetro utili-
zando un sacabocado de acero inoxidable estéril, se 
tomaron 10 g del material vegetal y se dispusieron 
en un Erlenmeyer con 90 mL de Tween 80 al 0.1% 
(suspensión madre) dejándolos en agitación cons-
tante a 150 rpm durante una hora. A continuación, 
de cada uno se realizó una dilución 1 en 10, se ho-
mogeneizaron en un agitador vórtex y se tomaron 
100 µL disponiéndolos en cajas Petri (tres replicas 
por dilución), que contenían agar rosa de bengala 
para T. koningiopsis Th003, agar extracto de malta 
para R. mucilaginosa Lv316 y agar Luria Bertani 
para B. amyloliquefaciens Bs006, respectivamente. 
La alícuota se distribuyó homogéneamente con un 
rastrillo Drigalsky de acero inoxidable. Las cajas se 
incubaron a 28 °C durante 48 horas para la bacteria 
y a 25 °C para la levadura y el hongo durante 48 
horas y 5 días respectivamente; pasado este tiem-
po se realizó el recuento de unidades formadoras 
de colonia (UFC) y los resultados fueron reporta-
dos como UFC/g de foliolo [expresado como Log 
(UFC/g)].
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Drigalsky spatula. The dishes were incubated at 28 
°C for 48 for the bacteria and 25 °C for the yeast 
and fungus for 48 hours and 5 days, respectively. 
After this time, the culture forming units (CFUs) 
were counted, and the result was reported as CFU/g 
of leaflet [expressed as Log (UFC/g)].

Data analysis. For every treatment, the healthy 
fruits were added up along with those that 
displayed signs and symptoms of gray mold, and 
the percentage of incidence was determined using 
the following formula: Percentage of incidence = 
(Fruits with gray mold /Total fruits) *100. The data 
were analyzed with an analysis of variance and 
a means comparison using Fisher’s LSD test (*= 
P>0.05) using the statistical software Statistix® 
10.0. The efficacy in the control of the disease 
was estimated using Abbott’s formula: Percentage 
of efficacy = ((Cd - Td) / Cd)) *100. Where: Cd 
= Incidence in the control treatment and Td= 
Incidence per treatment (ANDI y ICA, 2015).

RESULTS AND DISCUSSION

Incidence of the gray mold on fruits from 
quiescent B. cinerea infections in commercial 
crops. The calyx of the cape gooseberry encloses 
and protects the fruit from the environment (Fischer 
and Lüdders, 1997; Nocetti et al., 2020). However, 
this exposure makes it susceptible to quiescent B. 
cinerea infections, and its senescence during the 
maturation of the fruit and a favorable environment 
during postharvest activate these infections and 
develop the disease (Figure 1). This condition 
was observed in this study, where the incidence 
of the gray mold from the quiescent B. cinerea 
infections in the fruits gathered surpassed 88% and 
even reached 100% in the crop of the locality La 
Veintidós sector bajo (Figures 2 and 3), showing 

Análisis de datos. Por tratamiento se totalizaron 
los frutos sanos y que presentaban signos y sínto-
mas del moho gris, y se determinó el porcentaje de 
incidencia utilizando la siguiente fórmula: Porcen-
taje de incidencia = (Frutos con moho gris / Frutos 
totales) *100. Los datos se analizaron mediante un 
análisis de varianza y comparación de medias me-
diante la prueba LSD de Fisher (*= P>0.05) em-
pleando el software estadístico Statistix® 10.0. La 
eficacia en el control de la enfermedad se calculó 
empleando la fórmula de Abbott: Porcentaje de efi-
cacia= ((Cd - Td) / Cd)) *100. Donde: Cd = Inci-
dencia en el tratamiento control y Td= Incidencia 
por tratamiento (ANDI y ICA, 2015).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Incidencia del moho gris en frutos a partir de 
infecciones quiescentes de B. cinerea en cultivos 
comerciales. El cáliz en la uchuva encierra y prote-
ge el fruto del ambiente (Fischer y Lüdders, 1997; 
Nocetti et al., 2020), sin embargo, esta exposición 
lo hace susceptible a las infecciones quiescentes 
de B. cinerea, además su senescencia durante la 
maduración del fruto y un ambiente favorable du-
rante la postcosecha, hacen que estas infecciones 
se activen y desarrollen la enfermedad (Figura 1). 
Esta condición se observó en este estudio, donde la 
incidencia del moho gris a partir de las infecciones 
quiescentes de B. cinerea en los frutos colectados 
superó el 88% alcanzando hasta el 100% en el cul-
tivo de la vereda La Veintidós sector bajo (Figura 2 
y 3), demostrando que el 80% de la fruta cosechada 
y con potencial destino de exportación puede estar 
infectada por B. cinerea.

Aunque para uchuva aún no se cuentan con es-
tudios epidemiológicos que permitan establecer 
un modelo de infección para B. cinerea, se ha de-
mostrado en otros sistemas productivos donde el 
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that 80% of the fruit harvested and with an export 
potential can be infected with B. cinerea.

Despite the lack of epidemiological studies that 
help establish an infection model for B. cinerea 
in cape gooseberry, the importance of quiescent 
infections has been proven in the losses the disease 
can cause in postharvest in other production 
systems in which the gray mold is one of the 
main limitations in their production. For example, 
investigations carried out on berries (Rubus sp.) 
have shown that this pathogen produces quiescent 
infections in all the physiological stages of the 
development of the fruit, leading to an incidence 

moho gris es una de las principales limitantes en 
su producción, la importancia de las infecciones 
quiescentes en las pérdidas que la enfermedad pue-
de provocar en la postcosecha. Por ejemplo, inves-
tigaciones desarrolladas en mora (Rubus sp.), han 
demostrado que este patógeno produce infecciones 
quiescentes en todos los estados fisiológicos de 
desarrollo de fruto, provocando en frutos maduros 
una incidencia del moho gris de entre el 60 y el 
80% (Molina et al., 2004); de la misma forma que 
Petrasch et al. (2019) y Rivera et al. (2013) lo han 
descrito en fresa (Fragaria sp.) y arándano (Vacci-
nium corymbosum), respectivamente. 

Figure 1.	 Top, healthy cape gooseberry (Physalis peruviana) fruits. Below, fruits with signs of gray mold (Botrytis cinerea) 
in the field, showing the presence of the mycelia and conidia of Botrytis cinerea with a grayish tome on the calyx 
and the berry inside.

Figura 1.	 Superior, frutos sanos de uchuva (Physalis peruviana). Inferior, frutos con signos de moho gris (Botrytis cinerea) 
en campo, observando la presencia del micelio y conidios de Botrytis cinerea con una tonalidad grisácea sobre el 
cáliz y la baya en su interior. 
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of gray mold in mature fruits of 60 to 80% (Molina 
et al., 2004), in the same way as Petrasch et al. 
(2019) and Rivera et al. (2013) have described 
for strawberries (Fragaria sp.) and cranberries 
(Vaccinium corymbosum), respectively. 

Evaluación de alternativas de control en campo. 
Para las dos primeras cosechas se observó la ma-
yor incidencia del moho gris con valores de entre 
60 y el 84% (Figura 4), este período de tiempo se 
caracterizó por precipitaciones con un promedio de 
194 mm/día, que pudieron favorecer la incidencia 

Figure 2.	 Incidence of gray mold (Botrytis cinerea) in cape gooseberry harvested in crops found in three municipal areas of 
Cundinamarca. Columns with the same letter are not significantly different, according to Fisher’s LSD test (*= 
P>0.05).

Figura 2.	 Incidencia del moho gris (Botrytis cinerea) en frutos de uchuva cosechados en cultivos de tres municipios de 
Cundinamarca. Columnas con la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de 
Fisher LSD (*= P>0.05).

Figure 3.	 Cape gooseberry fruits with signs of gray mold (Botrytis cinerea) after their storage in wet chambers.
Figura 3.	 Frutos de uchuva con signos de moho gris (Botrytis cinerea) después de su almacenamiento en cámaras húmedas.
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Evaluation of alternatives for control in the field. 
The highest gray mold incidence was observed for 
the first two crops, with values between 60 and 
84% (Figure 4). This period was characterized 
by precipitations with an average of 194 mm/day, 
which could favor the incidence of the disease. 
However, once this weather condition passed, and 
except for the control, which displayed a mean 
incidence of 83% throughout the evaluation period, 
the incidence in the treatments decreased, with the 
applications of Tricotec® WG and Nalev® WG 
standing out due to their mean incidences of 48 and 
51%, respectively.

Nevertheless, the chemical treatment that 
displayed a mean incidence of 55% displayed the 
lowest incidence towards the end of the evaluation 
period, with 10% (Figure 4), coinciding with 
the applications of the Thiram – Pyrimethanil-

de la enfermedad; no obstante, pasada esta condi-
ción ambiental y a excepción del control que du-
rante todo el período de evaluación presentó una 
incidencia media del 83%, la incidencia en los tra-
tamientos disminuyó, destacando las aplicaciones 
de Tricotec® WG y Nalev® WG con una incidencia 
media del 48 y 51%, respectivamente.

No obstante, el tratamiento químico que presen-
tó una incidencia media del 55% mostró hacia el 
final del periodo de evaluación la menor incidencia 
con un 10% (Figura 4), coincidiendo con las apli-
caciones del fungicida a base de Thiram - Pyrime-
thanil, botricida que en Colombia no presenta un 
uso frecuente en uchuva (a diferencia de Azoxis-
trobina - Difenoconazole), pero si en cultivos de 
rosa (Rosa sp.). Es probable que la baja exposición 
al fungicida, las poblaciones de B. cinerea en el 
cultivo de uchuva no presentaran resistencia; no 

Figure 4.	 Weekly gray mold (Botrytis cinerea) incidence in the fruit harvested by treatment. Lines with the same line are not 
significantly different, according to Fisher’s LSD test (*= P>0.05).

Figura 4.	 Incidencia semanal del moho gris (Botrytis cinerea) en la fruta cosechada por tratamiento. Líneas con la misma 
letra no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Fisher LSD (*= P>0.05).
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based fungicide, a botrycide that in Colombia is 
not frequently used in cape gooseberry (unlike 
Azoxystrobin - Difenoconazole), although it is used 
in rose (Rosa sp.) crops. It is probable that due to 
the low exposure to the fungicide, the populations 
of B. cinerea in the cape gooseberry crop did not 
yet show resistance; however, in order to confirm 
this, studies are required to help determine the 
resistance of B. cinerea populations in crops in 
different locations to this and other fungicides. 

The efficacy of the control of the gray mold 
was established, depending on the reduction 
of the incidence, noticing that all treatments 
presented some level of control; however, with 
the applications of T. koningiopsis Th003 and R. 
mucilaginosa Lv316, efficacies of 42 and 39% 
were obtained, respectively, making these the most 
prominent treatments (Figure 5).

Similar results in the control of B. cinerea 
have been reported for the berry crop, in which 

obstante, para confirmarlo, es necesario desarrollar 
estudios que permitan determinar la resistencia de 
poblaciones de B. cinerea en cultivos de diferentes 
localidades a este y otros fungicidas. 

De acuerdo con la reducción en la incidencia, se 
estableció la eficacia en el control del moho gris, 
observando que todos los tratamientos presentaron 
algún nivel de control; sin embargo, con las aplica-
ciones de T. koningiopsis Th003 y R. mucilaginosa 
Lv316 se obtuvieron eficacias del 42 y 39% respec-
tivamente, siendo los tratamientos más destacados 
(Figura 5).

Resultados similares en el control de B. cine-
rea se han reportado en el cultivo de mora, donde 
al aplicar estos mismos bioplaguicidas y bajo un 
esquema similar de aplicación, se obtuvo una efi-
cacia en el control del 60%, superior al obtenido 
con las aplicaciones de Procloraz (58%) o Carben-
dazim (27%) (Zapata y Cotes, 2013). Con respecto 
al control de B. cinerea por T. koningiopsis y R. 

Figure 5.	 Efficacy of the treatments in the control of gray mold (Botrytis cinerea) in cape gooseberry fruits after 75 days of 
evaluation in the field.

Figura 5.	 Eficacia de los tratamientos en el control del moho gris (Botrytis cinerea) en frutos de uchuva después de 75 días 
de evaluación en campo. 
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the application of the same biopesticides under 
a similar application scheme gave a control 
efficacy of 60%, higher than that obtained with the 
applications of Procloraz (58%) or Carbendazim 
(27%) (Zapata and Cotes, 2013). Regarding the 
control of B. cinerea with T. koningiopsis and R. 
mucilaginosa, it is necessary to consider that this 
pathogen is susceptible to the lack of nutrients since 
it limits the germination of conidia, the formation 
of the germinal tube and infections (Elad,1996). 
Therefore, the application of these antagonists, 
with action modes such as the competition for space 
and nutrients, mycoparasitism, and antibiosis, was 
able to reduce the infection of the pathogen in the 
calyx (Freimoser et al., 2019; Moreno-Velandia et 
al., 2020).

On the other hand, the application of the 
Kendal® rotation and the extract of S. glutinosa 
with an efficiency of 34% (Figure 5) proves to be 
an alternative worth considering in the management 
of the disease. An example of this was the 65% 
reduction of the incidence of gray mold obtained 
with its applications alternated with Tricotec® 
WG in the berry crop (Zapata and Beltrán, 2019) 
or in the control of downy mildew in berries in 
rotation with biopesticides based on Trichoderma 
harzianum and Bacillus subtilis, an extract of citrus 
seeds and copper-based fungicides (Boyzo-Marín 
et al., 2015). 

The oligosaccharins and glutathione found in 
Kendal® are considered biostimulating molecules 
that act as elicitors associated with the stimulation 
of defense response in plants (Guevara et al., 
2010; Garcia-Brugger et al., 2006), whereas 
the S. glutinosa extract contains α-pinene and 
β-pinene, compounds with inhibiting action on 
the germination of conidia and mycelial growth 
(Camargo-Piñeres et al., 2021). The combination 
of these mechanisms assists in the control of the 
pathogen in the plants treated. 

mucilaginosa, es necesario considerar que este pa-
tógeno es susceptible a la ausencia de nutrientes, 
factor que limita la germinación de conidios, for-
mación del tubo germinal e infección (Elad,1996), 
por tanto, la aplicación de estos antagonistas, con 
modos de acción como competencia por espacio y 
nutrientes, micoparasitismo y antibiosis, pudieron  
reducir la infección del patógeno en el cáliz (Frei-
moser et al., 2019; Moreno-Velandia et al., 2020).

De otra parte, las aplicaciones de la rotación 
de Kendal® y el extracto de S. glutinosa con una 
eficacia del 34% (Figura 5) demuestra ser una al-
ternativa a considerar en el manejo de la enferme-
dad, un ejemplo de esto fue la reducción del 65% 
en la incidencia del moho gris obtenida mediante 
sus aplicaciones alternadas con Tricotec® WG en 
el cultivo de mora (Zapata y Beltrán, 2019) o en el 
control del mildiu velloso en mora en rotación con 
bioplaguicidas a base de Trichoderma harzianum y 
Bacillus subtilis, un extracto de semillas de cítricos 
y fungicidas a base de cobre (Boyzo-Marín et al., 
2015). 

Las oligosacarinas y glutatión presentes en 
Kendal® son considerados como moléculas bioes-
timulantes que actúan como elicitores asociados 
con la estimulación de respuestas de defensa en las 
plantas (Guevara et al., 2010; Garcia-Brugger et 
al., 2006), mientras que el extracto de S. glutino-
sa contiene α-pineno y β-pineno, compuestos que 
tienen acción inhibitoria sobre la germinación de 
los conidios y el crecimiento micelial (Camargo-
Piñeres et al., 2021). Esta combinación de estos 
mecanismos coadyuva para el control del patógeno 
en las plantas tratadas. 

Por otro lado, con las aplicaciones de los fun-
gicidas (tratamiento químico) se obtuvo una efica-
cia del 29% (Figura 5) y considerando que con las 
aplicaciones de Thiram - Pyrimethanil se observó 
menor incidencia al final del bioensayo, es ne-
cesario integrar en futuros estudios la rotación 
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On the other hand, the applications of the 
fungicides (chemical treatment) gave an efficacy 
of 29% (Figure 5), and considering that a lower 
incidence was observed at the end of the biotest 
with the applications of Thiram - Pyrimethanil, 
a rotation of products must be integrated into 
future studies in order to implement management 
strategies for the gray mold. It is convenient 
to evaluate the integration of the alternatives 
evaluated in this paper, applying them according 
to the weather conditions to obtain a better result 
and contribute to reducing the risk of fungicide-
resistant B. cinerea populations. 

In contrast, when removing the calyx from the 
fruit before storing, the incidence of gray mold 
did not surpass 2% (Figure 6), which leads us to 
assume that the quiescent B. cinerea infection is 
mainly produced in the calyx and from there, the 
pathogen is passed on to the fruit, or a microclimate 

de productos, con el objetivo de implementar es-
trategias de manejo del moho gris. Es conveniente 
evaluar la integración de las alternativas evaluadas 
en este trabajo, aplicándolas de acuerdo con las 
condiciones ambientales para obtener de ellas un 
mejor resultado y contribuir a reducir el riesgo de 
poblaciones resistentes de B. cinerea a fungicidas.

Por otra parte, al retirar el cáliz del fruto previo 
a su almacenamiento, la incidencia del moho gris 
no superó el 2% (Figura 6), lo que permite suponer 
que las infecciones quiescentes de B. cinerea en su 
mayor proporción se producen en el cáliz y de este 
el patógeno pasa al fruto, o bien se genera un mi-
croclima favorable para el hongo; a diferencia de 
las infecciones en mora o fresa, donde las infeccio-
nes quiescentes se producen en estructuras florales 
como los estambres, carpelos o el receptáculo flo-
ral (Molina et al., 2004; Petrasch et al., 2019). De 
acuerdo con esto, se podría retirar el cáliz de la fruta 

Figure 6.	 Accumulated incidence after 75 days of evaluation for gray mold (Botrytis cinerea) by treatment in cape gooseberry 
fruits without a calyx. Columns with the same letter are not significantly different, according to Fisher’s LSD test 
(*= P>0.05).

Figura 6.	 Incidencia acumulada después de 75 días de evaluación para el moho gris (Botrytis cinerea) por tratamiento en 
frutos de uchuva sin cáliz. Columnas con la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo con la 
prueba de Fisher LSD (*= P>0.05).
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is produced that is favorable for the fungus; unlike 
the infections in berries and strawberries, where the 
quiescent infections are produced in floral structures 
such as the stamen, carpel or the floral receptacle 
(Molina et al., 2004; Petrasch et al., 2019). 
According to this, the calyx could be removed from 
the fruit to reduce the risk of quiescent infections, 
although one of the market conditions, particularly 
in Europe, is the presence of the calyx on the fruit, 
making this alternative unviable.  

Follow-up of the populations of antagonists in 
the phyllosphere. The phyllosphere is a hostile 
habitat for microorganisms: the low availability of 
nutrients, extreme temperatures, and solar radiation 
intensity make establishing antagonists difficult. 
Due to this, an inherent condition in an antagonist 
applied to the phyllosphere is its ability to adapt, 
colonize and remain in it since; otherwise, it will 
not carry out the control activity it was chosen to do 
(Andrews, 1992; Andrews and Harris, 2000). This 
study noticed that the antagonists colonized the cape 
gooseberry phyllosphere since their populations 
remained constant during the evaluation period, 
obtaining 1x103 UFC g-1 for T. koningiopsis Th003 
per sampling, while R. mucilaginosa Lv316 y B. 
amyloliquefaciens Bs006 were obtained 1x105 
UFC g-1 (Figure 7).

Similar reports have been provided by authors 
such as Sylla and collaborators (2013), who applied 
biopesticides based on Trichoderma harzianum 
and B. amyloliquefaciens weekly for the control of 
B. cinerea in strawberries and obtained recounts of 
the phyllosphere of 1x102 UFC g-1 for the fungus 
and 2x104 UFC g-1 for the bacteria. Meanwhile, 
Elad and collaborators (1994) applied the yeasts 
Rhodotorula glutinis and Cryptococcus albidus for 
the control of B. cinerea in tomato and recovered, 
from the phyllosphere, populations of 8x103 
UFC cm-2. 

para reducir el riesgo de infecciones quiescentes; 
sin embargo, una de las condiciones del mercado y 
particularmente en Europa es la presencia del cáliz 
en fruto, por lo cual, no se considera viable dicha 
alternativa.  

Seguimiento de las poblaciones de antagonistas 
en la filósfera. La filósfera es un hábitat hostil para 
los microorganismos, la baja disponibilidad de nu-
trientes, temperaturas extremas e intensidad de la 
radiación solar son condiciones que dificultan el 
establecimiento de los antagonistas, por esto una 
condición inherente en un antagonista aplicado a 
la filósfera es su capacidad para adaptarse, coloni-
zarla y permanecer en ella, ya que de otra forma 
no efectuará la actividad de control por la que fue 
seleccionado (Andrews, 1992; Andrews y Harris, 
2000). En este estudio se observó que los antago-
nistas colonizaron la filósfera de uchuva, ya que sus 
poblaciones permanecieron constantes durante el 
período de evaluación, obteniendo 1x103 UFC g-1 
para T. koningiopsis Th003 por muestreo, mientras 
que para R. mucilaginosa Lv316 y B. amylolique-
faciens Bs006 se obtuvieron 1x105 UFC g-1 (Figura 
7). 

Resultados similares han sido reportados por 
autores como Sylla y colaboradores (2013), quie-
nes al aplicar semanalmente bioplaguicidas a base 
de Trichoderma harzianum y B. amyloliquefaciens 
para el control de B. cinerea en fresa, obtuvieron 
recuentos de la filósfera de 1x102 UFC g-1 para el 
hongo y de 2x104 UFC g-1 para la bacteria; mientras 
que Elad y colaboradores (1994) al aplicar las leva-
duras Rhodotorula glutinis y Cryptococcus albidus 
para el control de B. cinerea en jitomate recupera-
ron de la filosfera poblaciones de 8x103 UFC cm-2. 
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CONCLUSIONS

Applying biopesticides based on T. koningiopsis 
Th003 and R. mucilaginosa Lv316 on the field 
gave an efficacy in the reduction of quiescent B. 
cinerea infections of 42 and 39% respectively, 
in comparison with the 29% obtained with 
the alternated applications of Azoxistrobina - 
Difenoconazole and Thiram – Pyrimethanil-based 
fungicides. These results pose the integration 
of biopesticides as viable and efficient in the 
integrated management strategies for the crop, thus 
contributing to reducing the number of fungicide 
applications in the field.

CONCLUSIONES

Con la aplicación en campo de bioplaguicidas a 
base T. koningiopsis Th003 y R. mucilaginosa 
Lv316, se obtuvo una eficacia en la reducción de 
las infecciones quiescentes de B. cinerea del 42 y 
39% respectivamente, comparado con el 29% ob-
tenido con las aplicaciones alternadas de los fungi-
cidas a base de Azoxistrobina - Difenoconazole y 
Thiram – Pyrimethanil. Estos resultados plantean 
como una opción viable y eficiente la integración 
de los bioplaguicidas en estrategias de manejo in-
tegrado del cultivo, contribuyendo así a reducir el 
número de aplicaciones de fungicidas en campo. 

Figure 7.	 Follow-up of the population of antagonists applied on cape gooseberry plants during the evaluation period 
(October 7 to December 12, 2022).

Figura 7.	 Seguimiento de la población de antagonistas aplicados en plantas de uchuva durante el periodo de evaluación (del 
7 de octubre al 21 de diciembre del 2022).
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Abstract. In recent years, a new pest has been 
reported in Guatemalan fir (Abies guatemalensis) 
plantations, a biofilm of microorganisms known as 
“green algae”. The objective of this research was to 
identify the algae and fungi that make up the biofilm 
growing on Guatemalan fir leaves. Leaf samples 
were collected from three locations where the 
biofilm has been reported, and the algae and fungi 
present on the leaves were isolated. Microorganisms 
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Resumen. En los últimos años se ha reportado la 
incidencia de una nueva plaga en las plantaciones 
de pinabete (Abies guatemalensis), una biopelícula 
de microorganismos conocida como el “alga ver-
de”. El objetivo de esta investigación fue identifi-
car las algas y hongos que conforman la biopelícula 
que crece sobre las hojas del pinabete. Se recolec-
taron muestras de hojas en tres localidades con 
presencia de la biopelícula, y se aislaron las algas 
y hongos presentes en estas. Se realizó el cultivo 
in vitro de los microorganismos y se identificaron 
por medio de microscopía de luz, en el caso de los 
hongos, también se realizó una extracción de ADN 
y una amplificación de la región ITS. A partir de 
120 hojas colectadas de 15 árboles se identificaron 
cuatro algas de los géneros Desmococcus, Kleb-
sormidium y la clase Trebouxiophyceae, así como 
11 hongos de los géneros Alternaria, Aspergillus, 
Fusarium, Mucor, Trichoderma y Ulocladium. 
La biopelícula que afecta a las plantaciones del 



392

Fully Bilingual
Mexican Journal of PHYTOPATHOLOGY
Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA

Online publication, September 2023

were cultured in vitro and identified by light 
microscopy; in the case of fungi, DNA extraction 
and amplification of the ITS region were also 
performed. Four algae of the genera Desmococcus, 
Klebsormidium and the class Trebouxiophyceae, 
and 11 fungi of the genera Alternaria, Aspergillus, 
Fusarium, Mucor, Trichoderma and Ulocladium 
were identified from 120 leaves of 15 trees. It was 
concluded that the biofilm affecting Guatemalan fir 
plantations in Guatemala is composed of several 
species of epiphytic algae and fungi, which may 
vary according to the locality. The factors affecting 
the richness of microorganisms in the biofilm 
and their symbiotic relationship still need to be 
addressed.

Keywords: Desmococcus, Klebsormidium, in vitro 
culture, Fusarium, Trichoderma, ITS

The Guatemalan fir (Abies guatemalensis) 
is an endangered species in Mesoamerica and 
is commonly utilized as a Christmas tree in 
Guatemala. Over a span of 45 years, the extraction 
of trees and branches from natural forests 
has resulted in a staggering 95% reduction in 
populations (CONAP, 2010). This species is listed 
in the IUCN Red List of Threatened Species and 
is categorized under Appendix I of CITES, thereby 
prohibiting international trade. To address the 
national demand for Christmas trees, Guatemalan 
fir plantations were established in the 1990s, which 
not only mitigated the impact on natural forests 
but also contributed to species conservation. The 
cultivation of Guatemalan fir has emerged as an 
effective conservation strategy rooted in sustainable 
utilization (Strandby et al., 2006; Strandby et al., 
2008).

One of the primary challenges encountered in 
Guatemalan fir plantations revolves around pest 

pinabete en Guatemala está compuesta por varias 
especies de algas epifitas, hongos, las cuales pue-
den variar de acuerdo con la localidad. Aún es ne-
cesario abordar los factores que afectan la riqueza 
de microorganismos de la biopelícula y su relación 
simbiótica. 

Palabras clave: Desmococcus, Klebsormidium, 
cultivo in vitro, Fusarium, Trichoderma, ITS

El pinabete (Abies guatemalensis) es una es-
pecie amenazada de Mesoamérica, usada común-
mente en Guatemala como árbol de navidad. La 
extracción de árboles y ramillas de bosques natu-
rales llevó a una reducción del 95% de las pobla-
ciones en 45 años (CONAP, 2010). El pinabete se 
encuentra en la Lista Roja de Especies Amenaza-
das de la IUCN y en el apéndice 1 de CITES, por 
lo que se prohíbe el comercio internacional. En los 
años 90 se establecieron plantaciones de pinabete 
para satisfacer la demanda de árboles navideños a 
nivel nacional, lo que redujo el impacto sobre los 
bosques naturales y contribuyó a la conservación 
de la especie. El cultivo de pinabete ha demostrado 
ser una estrategia de conservación efectiva basada 
en el aprovechamiento sostenible (Strandby et al., 
2006; Strandby et al., 2008).

Uno de los principales retos de las plantaciones 
de pinabete es el control de plagas forestales como 
áfidos (Mindarus sp.), la fumagina (Capnodium 
sp.) causada por excreciones de áfidos y la pudri-
ción de raíz por Phytophthora. En los últimos años, 
se ha reportado una nueva plaga que está afectando 
significativamente las plantaciones: el “alga verde” 
del pinabete (Strandby et al., 2008; INAB, 2018). 
Esta se reconoce por una cobertura polvosa de co-
lor verde que se forma sobre el tronco, las hojas 
y puede llegar a cubrir ramas completas. La bio-
película reduce la incidencia de luz y aumenta la 



393

Fully Bilingual
Mexican Journal of PHYTOPATHOLOGY

Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA

Online publication, September 2023

management, including aphids (Mindarus sp.), 
sooty mold (Capnodium sp.) resulting from aphid 
excretions, and root rot caused by Phytophthora. 
Recently, a noteworthy pest has been observed, 
significantly impacting the plantations: the 
“green algae” of the Guatemalan fir (Strandby 
et al., 2008; INAB, 2018). This phenomenon is 
characterized by a powdery green coverage that 
manifests on trunks, leaves, and can even envelop 
entire branches. The biofilm formed by the algae 
diminishes light penetration and facilitates organic 
matter accumulation, thereby posing a risk of 
branch mortality. Furthermore, it compromises 
the aesthetic quality of the trees and diminishes 
their market value, consequently jeopardizing the 
profitability of Guatemalan fir cultivation. While 
the name implies an association with green algae, 
limited research exists regarding the identification 
of the algae and its potential correlation with other 
microorganisms, such as fungi (INAB, 2018; 
INAB, 2019).

Terrestrial algae have the ability to thrive on inert 
surfaces such as rocks and buildings, as well as on 
the surfaces of living organisms, including plants 
and animals (Novakova and Neustupa, 2015). This 
ecological phenomenon is referred to as epibiosis, 
where one organism, known as the epibiont, 
resides on the surface of another organism, the 
basibiont, potentially impacting it in various ways 
(Wahl, 2009). Algae frequently form symbiotic 
associations with other microorganisms, such as 
bacteria and fungi, resulting in the formation of 
biofilms (Freystein and Reisser, 2010).

Previous studies by multiple authors have 
documented instances of algae and fungi biofilms 
colonizing the leaves of Abies and other conifers 
in Europe and North America (Sochting, 1997; 
Poggio, 2002; Novakova and Neustupa, 2015). 
Nevertheless, this particular phenomenon has not 
been previously documented in A. guatemalensis. 

acumulación de materia orgánica, lo cual puede 
ocasionar la muerte de las ramas. También afecta la 
calidad estética de los árboles y reduce su valor en 
el mercado, poniendo en riesgo la rentabilidad del 
cultivo de pinabete. Como su nombre lo sugiere, 
este fenómeno es causado por un alga verde, sin 
embargo, no hay estudios que aborden la identifi-
cación del alga, así como su posible asociación con 
otros microorganismos como hongos (INAB, 2018; 
INAB, 2019).

Las algas terrestres pueden crecer sobre super-
ficies inertes como rocas y edificaciones, así como 
en la superficie de organismos vivos como plantas 
o animales (Novakova y Neustupa, 2015). Este 
último fenómeno se conoce como epibiosis, en el 
cual un organismo (epibionte) habita sobre la su-
perficie de otro (basibionte), el cual puede o no ver-
se afectado (Wahl, 2009). Las algas comúnmente 
se asocian con otros microorganismos para formar 
biopelículas, tales como bacterias y hongos (Freys-
tein y Reisser, 2010).

Varios autores han reportado casos de biopelí-
culas de algas y hongos creciendo sobre hojas de 
Abies y otras coníferas en Europa y Norteamérica 
(Sochting, 1997; Poggio, 2002; Novakova y Neu-
stupa, 2015). Sin embargo, este fenómeno no ha 
sido descrito previamente en A. guatemalensis, por 
lo que el objetivo de esta investigación fue la iden-
tificación de las algas y hongos que conforman la 
biopelícula que crece sobre las hojas del pinabete 
(Abies guatemalensis).

MATERIALES Y MÉTODOS

Recolección de muestras. Se visitaron tres plan-
taciones de pinabete en los departamentos de Chi-
maltenango (Finca Valle Alto), Guatemala (Finca 
Billebén) y San Marcos (Finca Buena Vista) duran-
te un año, de marzo de 2019 a marzo de 2020. Estas 
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Consequently, the primary objective of this 
research endeavor was to identify the specific 
algae and fungi species that comprise the biofilm 
found on the leaves of the Guatemalan fir (Abies 
guatemalensis).

MATERIALS AND METHODS

Sample collection. During a one-year period from 
March 2019 to March 2020, three Guatemalan 
fir plantations situated in the departments of 
Chimaltenango (Valle Alto Estate), Guatemala 
(Billebén Estate), and San Marcos (Buena Vista 
Estate) were visited. The selection of these 
plantations was based on records provided by the 
National Institute of Forests, which documented 
the presence of the biofilm in 10 plantations and 
one natural forest (Figure 1). In each plantation, 
a targeted sampling strategy was implemented, 
whereby five Guatemalan fir trees displaying signs 
of “green algae” infestation, with a height exceeding 
two meters and a diameter greater than 10 cm 
at a height of 1.5 m, were carefully chosen. The 
georeferencing of the selected trees was conducted, 
followed by the selection of four infested branches 
from each tree, with one branch being sampled 
at each cardinal point. Detailed photographic 
documentation of the branches was obtained, after 
which the branches were excised, placed in plastic 
bags, and stored in a cooler for transportation to 
the Plant Protection Laboratory at the Universidad 
del Valle de Guatemala. Subsequently, the branches 
were examined under a stereomicroscope, and the 
leaf coverings were gently scraped to facilitate 
microscopic analysis for the identification of algae 
and fungi. 

Algae identification. Two leaves per branch 
were selected for analysis, resulting in a total of 

plantaciones fueron seleccionadas con base a regis-
tros del Instituto Nacional de Bosques que indican 
la presencia de la biopelícula, la cual se ha reporta-
do en 10 plantaciones y un bosque natural (Figura 
1). En cada plantación se realizó un muestreo diri-
gido y se seleccionaron cinco árboles de pinabete 
que mostraran signos de infestación del “alga ver-
de”, y que tuvieran una altura mayor a dos metros 
y un diámetro mayor a 10 cm a una altura de 1.5 
m. Los árboles se georreferenciaron y en cada uno 
se seleccionaron cuatro ramas infestadas que estu-
vieran localizadas a la altura del previamente men-
cionada en los cuatro puntos cardinales. Se realizó 
un registro fotográfico de las ramas, se cortaron, 
se guardaron en bolsas plásticas y se almacenaron 
en una hielera para transportarlas al Laboratorio de 
Protección Vegetal de la Universidad del Valle de 
Guatemala. Estas se observaron bajo microscopio 
estereoscopio y se realizó un raspado de la cobertu-
ra de las hojas para su observación bajo microsco-
pio de luz para la identificación de algas y hongos. 

Identificación de algas. Se seleccionaron dos ho-
jas de cada rama para el análisis, con un total de 8 
hojas por árbol y 40 hojas por sitio de muestreo. Se 
realizó un raspado de la cobertura de cada hoja y se 
desinfestó durante 5 min con una solución de anti-
bióticos (Gentamicina 50 µg mL-1, Estreptomicina 
100 µg mL-1 y Carbendazim 64 µg mL-1). Los ras-
pados se filtraron al vacío y se sembraron en medio 
de cultivo sólido y líquido, tomando como referen-
cia los métodos de Stanier et al. (1971), Andersen 
(2005) y Videv et al. (2017). Se utilizó el medio de 
cultivo de Kuhl y Lorenzen (1964) que está com-
puesto por 10mM KNO3, 4.5mM NaH2PO4 * 1 
H2O, 0.5mM Na2HPO4 * 2 H2O, 1mM MgSO4 * 
7 H2O, 0.1mM CaCl2 * 2 H2O, 0.025mM FeSO4 
* 7 H2O, 1μM ZnSO4 * 7 H2O, 1μM MnSO4 * 1 
H2O, 1μM H3BO3, 0.01μM (NH4)6Mo7O24 * 4 
H2O, 0.01μM CuSO4 * 5 H2O. 
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eight leaves per tree and 40 leaves per sampling 
site. The leaf coverings were gently scraped, and 
each leaf was disinfested for 5 minutes using 
an antibiotic solution (Gentamicin 50 µg mL-1, 
Streptomycin 100 µg mL-1, and Carbendazim 64 
µg mL-1). The scrapings were then vacuum-filtered 
and inoculated onto solid and liquid culture media 
following the methods outlined by Stanier et al. 
(1971), Andersen (2005), and Videv et al. (2017). 
Kuhl and Lorenzen’s (1964) culture medium was 

Los cultivos en medio líquido se mantuvieron 
con aireación constante y bombeo de CO2 a ra-
zón de 60 burbujas por min, con una temperatura 
de 28 ºC y un fotoperiodo de 12 h con lámparas 
fluorescentes. Los cultivos se supervisaron diaria-
mente para separar los que mostraran crecimiento 
de bacterias y hongos, los cuales se filtraron y se 
sembraron en medio papa-dextrosa-agar (PDA) 
para la identificación de los microorganismos con-
taminantes. Después de una semana de crecimiento, 

Figure 1.	Records of pinabete (Abies guatemalensis) plantations where the biofilm formed by algae and fungi was present.
Figura 1.	Registros de plantaciones de pinabete (Abies guatemalensis) con presencia de algas y hongos que conforman la 

biopelícula y sitios muestreados.
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utilized, which consists of 10 mM KNO3, 4.5 mM 
NaH2PO4 * 1 H2O, 0.5 mM Na2HPO4 * 2 H2O, 
1 mM MgSO4 * 7 H2O, 0.1 mM CaCl2 * 2 H2O, 
0.025 mM FeSO4 * 7 H2O, 1 μM ZnSO4 * 7 H2O, 
1 μM MnSO4 * 1 H2O, 1 μM H3BO3, 0.01 μM 
(NH4)6Mo7O24 * 4 H2O, and 0.01 μM CuSO4 * 
5 H2O. 

The liquid cultures were maintained with 
constant aeration and CO2 pumping at a rate of 
60 bubbles per minute, at a temperature of 28 ºC, 
and under a 12-hour photoperiod using fluorescent 
lamps. Daily monitoring of the cultures was 
conducted to identify instances of bacterial and 
fungal growth. Subsequently, the cultures were 
filtered and inoculated onto potato dextrose agar 
(PDA) medium to facilitate the identification of 
contaminating microorganisms. Following one 
week of growth, the algae were examined under 
a light microscope for genus-level identification. 
Taxonomic keys for terrestrial algae (Graham and 
Wilcox, 2009; Freystein and Reisser, 2010; John and 
Rindi, 2015; Archibald et al., 2017), as well as the 
current classification based on the AlgaeBase and 
Index Nominum Algarum databases (AlgaeBase, 
2023), were consulted as references. 

Identification of fungi. The fungi were isolated 
from the collected leaves using an equivalent 
number of samples as in the algae identification 
process. Segments measuring 2 cm in length were 
carefully excised and subjected to disinfection with 
a 2% sodium hypochlorite solution and distilled 
water. Subsequently, the plant material was 
inoculated onto potato dextrose agar (PDA) culture 
medium. Four leaves from each branch were 
placed in individual Petri dishes and incubated at a 
temperature of 28 ºC for a period of 5 days. Fungal 
growth that appeared on the leaves was cultivated, 
and the resulting cultures were purified using 
the hyphal tipping technique (Soto et al., 2017). 

se realizaron observaciones bajo microscopio de 
luz para identificar las algas a nivel de género. Se 
tomaron como referencia claves taxonómicas de al-
gas terrestres (Graham y Wilcox, 2009; Freystein y 
Reisser, 2010; John y Rindi, 2015; Archibald et al., 
2017) y la clasificación actual de acuerdo con las 
bases de datos AlgaeBase e Index Nominum Alga-
rum (AlgaeBase, 2023). 

Identificación de hongos. Los hongos se aislaron 
a partir de las hojas recolectadas, se utilizó el mis-
mo número de muestras que en la identificación de 
algas. Se cortaron segmentos de 2 cm de largo y 
se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 2% y 
agua destilada. El material vegetal se sembró en 
medio de cultivo PDA, se colocaron cuatro hojas 
de cada rama en una caja Petri y se incubaron a 28 
ºC durante 5 días. Los hongos que crecieron sobre 
las hojas se cultivaron y se realizó la purificación 
de los cultivos por medio de la técnica de punta de 
hifa (Soto et al., 2017). Después se hicieron mon-
tajes de las estructuras reproductivas y esporas en 
portaobjetos y se observaron bajo microscopio de 
luz para identificarlos a nivel de género. Se toma-
ron como referencia las claves taxonómicas de Farr 
et al. (1989) y Phillips y Burdekin (1992). 

Extracción de ADN y análisis molecular de hon-
gos. Cinco de los hongos aislados se identificaron 
a nivel de especie por medio de análisis genético. 
Se realizó la extracción de ADN con el protocolo 
de CTAB de Murray y Thompson (1980). Se aña-
dió 300 mg de micelio a un tubo Eppendorf de 1.5 
mL, al cual se le agregó 600 μL de buffer de ex-
tracción CTAB (2% CTAB, 1% polyvinylpyrroli-
done [PVP], 100mM Tris-HCl pH 8.0, 1.4M NaCl, 
20mM EDTA y 0.2% 2-mecaptoetanol) precalenta-
do a 65 °C. Se maceró el micelio con un macera-
dor automático, se agregó 500 μL de cloroformo: 
alcohol isoamílico (24:1), se centrifugó a 13,000 
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In order to achieve genus-level identification, 
reproductive structures and spores were mounted 
on microscope slides and examined under a light 
microscope. Taxonomic keys by Farr et al. (1989) 
and Phillips and Burdekin (1992) were utilized as 
references during the identification process. 

DNA extraction and molecular analysis of 
fungi. Five fungi were identified at the species 
level through genetic analysis. DNA extraction 
followed the CTAB protocol by Murray and 
Thompson (1980). A 1.5 mL Eppendorf tube was 
loaded with 300 mg of mycelium, and 600 μL of 
preheated CTAB extraction buffer (2% CTAB, 
1% polyvinylpyrrolidone [PVP], 100 mM Tris-
HCl pH 8.0, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, and 
0.2% 2-mercaptoethanol) was added at 65 °C. The 
mycelium was homogenized using an automated 
homogenizer, followed by the addition of 500 
μL of chloroform:isoamyl alcohol (24:1). After 
centrifugation at 13,000 rpm for 10 minutes, 
the supernatant was transferred to a new tube. 
Subsequently, 500 μL of cold isopropanol and 50 
μL of 7.5 M ammonium acetate were added, and 
the sample was incubated at -20 °C for one hour. 
Further centrifugation at 13,000 rpm for 10 minutes 
resulted in the decantation of the supernatant, 
which was followed by the addition of 150 μL of 
cold 70% ethanol. After centrifugation at 13,000 
rpm for five minutes, the supernatant was decanted, 
and the precipitate was air-dried at 30 °C for 20 
minutes. Finally, the precipitate was resuspended 
in 50 μL of preheated TE buffer (10 mM Tris-HCl, 
1 mM EDTA) at 65 °C and stored at 4 °C.

DNA was quantified, and the ITS region 
was analyzed using Polymerase Chain 
Reaction (PCR) with specific primers: ITS1 
(5’TCCGTAGGTGAACCTG-CGG3’) and ITS4 
(5’TCCTCCGCTTATTGATATGC3’) (White 
et al., 1990). The target PCR product size was 

rpm por 10 min y se transfirió el sobrenadante a 
un nuevo tubo. Después se agregó 500 μL de iso-
propanol frío y 50 μL de acetato de amonio 7.5M 
y se incubó a -20 °C por una hora. Se centrifugó la 
muestra a 13,000 rpm por 10 min y se decantó el 
sobrenadante, se añadió 150 μL de etanol 70% frío 
y se centrifugó a 13,000 rpm durante cinco min. Se 
decantó el sobrenadante y se secó el precipitado a 
30 °C durante 20 min, finalmente se resuspendió en 
50 μL de amortiguador TE (10mM Tris-HCl, 1mM 
EDTA) precalentado a 65 °C, y se almacenó en re-
frigeración a 4 °C. 

Se cuantificó el ADN y se analizó la región ITS 
por medio de la Reacción en Cadena de la Poli-
merasa (PCR) utilizando los siguientes cebadores: 
ITS1 (5’TCCGTAGGTGAACCTG-CGG3’) e 
ITS4 (5’TCCTCCGCTTATTGATATGC3’) (White 
et al., 1990). El producto de PCR esperado fue de 
650 pb. El volumen de la reacción fue de 25 μL, el 
cual contenía 17.7 μL de agua destilada estéril, 2.5 
μL de buffer 10X con MgCl2 a 25mM, 1 μL de la 
mezcla de dNTPs (10 mM), 1.3 μL de cada cebador 
(10 pmol μL-1) y 0.2 μL de Taq-DNA polymerase 
5U μL-1 (Invitrogen®). La reacción se realizó en 
un termociclador utilizando el siguiente programa: 
desnaturalización inicial a 95 °C por 15 min, 35 ci-
clos de desnaturalización a 94 °C por 30 s, alinea-
miento a 52 °C por 90 s y extensión a 72 °C por 1 
min; una extensión final de 60 °C por 30 min. 

Los fragmentos amplificados se visualizaron 
por electroforesis en gel de agarosa al 1% y se en-
viaron a la empresa Macrogen, Corea para su se-
cuenciación. Las secuencias obtenidas se analiza-
ron y compararon con las depositadas en la base 
de datos GenBank de NCBI (National Center for 
Biotechnology Information) por medio del pro-
grama BLAST (Basic Local Alignment Search 
Tool), posteriormente se depositaron para obtener 
su número de acceso (Zhang et al., 2000). Las se-
cuencias se depositaron en el SRA (Sequence Read 
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expected to be 650 bp. The reaction mixture had 
a volume of 25 μL, comprising 17.7 μL of sterile 
distilled water, 2.5 μL of 10X buffer containing 25 
mM MgCl2, 1 μL of the dNTP mixture (10 mM), 
1.3 μL of each primer (10 pmol μL-1), and 0.2 μL 
of Taq DNA polymerase (5U μL-1) (Invitrogen®). 
The amplification was performed in a thermocycler 
following this protocol: initial denaturation at 95 
°C for 15 min, 35 cycles of denaturation at 94 °C 
for 30 s, annealing at 52 °C for 90 s, extension at 
72 °C for 1 min, and a final extension step at 60 °C 
for 30 min. 

The amplified fragments were visualized 
using 1% agarose gel electrophoresis and sent to 
Macrogen, Korea for sequencing. The obtained 
sequences were analyzed and compared with 
those stored in the GenBank database of NCBI 
(National Center for Biotechnology Information) 
using the BLAST (Basic Local Alignment Search 
Tool) program. Subsequently, the sequences were 
deposited to acquire their respective accession 
numbers (Zhang et al., 2000). These sequences 
have been deposited in the Sequence Read Archive 
(SRA) under the accession numbers SRR24660263, 
SRR24660264, SRR24660265, SRR24660266, and 
SRR24660267. These samples are associated with 
the BioProject accession number PRJNA974074.

RESULTS AND DISCUSSION

Field observations. Trunks and branches were 
discovered to be partially and fully infested with a 
biofilm (Figure 2). The presence of a green, powdery 
covering on trunks, branches, and leaves was 
used to identify the infestation, which originated 
at the base and extended upwards. In samples 
taken from Billebén Estate and Valle Alto Estate, 
branches exhibited a more pronounced biofilm 
with gray necrotic areas (Figure 2E), indicating an 

Archive) con los números de acceso SRR24660263, 
SRR24660264, SRR24660265, SRR24660266 y 
SRR24660267. Estas muestras forman parte del 
número de acceso de BioProject PRJNA974074.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Observaciones en campo. Se encontraron troncos 
y ramas con infestación parcial y completa de la 
biopelícula (Figura 2). Esta se reconoció por la pre-
sencia de una cobertura verde polvosa en troncos, 
ramas y hojas, iniciando en la parte inferior y ex-
tendiéndose a la parte superior de las mismas. En 
las muestras de Finca Billebén y Finca Valle Alto 
se observaron ramas con una biopelícula más densa 
con secciones necróticas de color gris (Figura 2E), 
lo que indica una etapa avanzada de la infestación. 
Esto puede deberse a la infestación avanzada de 
hongos en la biopelícula, lo cual ya ha sido repor-
tado previamente por Sochting (1997) en hojas de 
Picea abies. También se ha observado una mayor 
incidencia de hongos en hojas de coníferas confor-
me aumenta la edad de las ramas (Carroll et al., 
1977; Terhonen et al., 2011).

Se encontró que, aún en las ramas completa-
mente infestadas, los nuevos brotes de hojas no 
mostraron cobertura de la biopelícula (Figura 2F). 
Esta observación se realizó en octubre, y la pro-
ducción de brotes inicia en mayo con la temporada 
de lluvias, lo que indica que los brotes pueden pa-
sar hasta cinco meses libres de la biopelícula. Este 
fenómeno también ha sido reportado previamente 
en Picea abies, donde se encontró que las nuevas 
hojas empiezan a ser colonizadas por algas has-
ta seis meses después de haber brotado, y que las 
ramas más viejas tienen una cobertura más densa 
(Sochting, 1997).

Además de algas y hongos, también se encon-
traron musgos (Figura 3B), líquenes foliosos 
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advanced stage of infestation. This occurrence can 
be attributed to the fungal infestation within the 
biofilm, as previously reported by Sochting (1997) 

(Figura 3C), ácaros, diatomeas, polen y exoesque-
letos de insectos en la biopelícula. Esta acumula-
ción de detritos y materia orgánica en la biopelícula 

Figure 2.	Pinabete trees (Abies guatemalensis) infested with algal and fungal biofilm. A and B) Trunks covered by the biofilm. 
C and D) Branches with partial biofilm coverage. E) Branch with total biofilm coverage. F) Infested pinabete 
branch with leaf buds free of infestation.

Figura 2.	Árboles de pinabete (Abies guatemalensis) infestados con la biopelícula de algas y hongos. A y B) Troncos cubiertos 
por la biopelícula. C y D) Ramas con cobertura parcial de la biopelícula. E) Rama con cobertura total de la 
biopelícula. F) Rama de pinabete infestada con brotes foliares libres de la infestación. 
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in Picea abies leaves. Additionally, an increased 
occurrence of fungi on conifer leaves has been 
observed as the branches age (Carroll et al., 1977; 
Terhonen et al., 2011).

Even in branches completely infested, no 
biofilm coverage was observed on new leaf shoots 
(Figure 2F). This observation was made in October, 
while the onset of the rainy season is in May, 
when new shoots begin to emerge, suggesting that 
these shoots can remain biofilm-free for up to five 
months. Similar findings have been reported in 
Picea abies, where it was observed that new leaves 
become colonized by algae up to six months after 
bud formation, with older branches exhibiting a 
denser biofilm coverage (Sochting, 1997). 

Traces of mosses (Figure 3B), foliose lichens 
(Figure 3C), mites, diatoms, pollen, and insect 
exoskeletons were also detected within the biofilm. 
This accumulation of debris and organic matter in 
the biofilm further hampers photosynthesis in the 
leaves and hastens senescence (Reuther, 1978; 
Sochting, 1997). 

The field observations revealed that the biofilm 
of algae and fungi is not exclusively limited to 
Guatemalan fir. Leaf litter from other tree species 
exhibiting similar algae coverage was discovered 
in two plantations (Figure 4). This leaf litter was 
found in the canopy of affected Guatemalan fir trees, 
whereas the litter on the ground did not display any 
signs of the biofilm. This suggests that the biofilm 
adhered to the leaves due to their proximity to the 
source of inoculum.

The reasons why the Guatemalan fir is affected 
by the algae and fungi biofilm while other conifers 
in the same region, such as Pinus maximinoi or 
P. oocarpa, do not exhibit this phenomenon, are 
still unknown. According to Hoffman (1989), 
the growth of epiphytic algae is more influenced 
by physical factors such as temperature, light, 
and humidity than by the species of the host 
plant. However, other factors like bark pH and 

reduce aún más la fotosíntesis en las hojas y acelera 
la senescencia (Reuther, 1978; Sochting, 1997). 

Las observaciones en campo demostraron que 
la biopelícula de algas y hongos no crece única-
mente sobre el pinabete. En dos plantaciones se 
encontró hojarasca de otras especies de árboles 
con la misma cobertura de algas (Figura 4). Esta 
hojarasca se encontró en la copa de los pinabetes 
afectados, mientras que la hojarasca en el suelo no 
mostraba presencia de la biopelícula, lo que indica 
que esta se adhirió a las hojas por su proximidad 
con la fuente del inóculo.

Aún se desconoce por qué el pinabete es afec-
tado por la biopelícula de algas y hongos, pero en 
otras coníferas de la misma región no presentan 
dicho fenómeno, tales como Pinus maximinoi o P. 
oocarpa. De acuerdo con Hoffman (1989), el cre-
cimiento de algas epífitas está más controlado por 
factores físicos (temperatura, iluminación, hume-
dad) que por la especie de planta basibionte. Aun 
así, otros factores como el pH de la corteza y la es-
pecie del árbol influyen en la colonización de algas 
(Alwi et al., 2015; Stifterova y Neustupa, 2015), 
por lo que los árboles de pinabete podrían presentar 
características que facilitan el crecimiento de estas.

Identificación de algas. En las 120 hojas de los 15 
árboles analizados (5 árboles por sitio de muestreo) 
se encontraron cuatro especies de algas en las ho-
jas de pinabete (Cuadro 1). El alga Desmococcus 
sp. se encontró en las tres localidades (Figura 5), 
dos especies diferentes del género Klebsormidium 
se encontraron en dos localidades (Finca Valle Alto 
y Finca Billeben) y un alga unicelular de la cla-
se Trebouxiophyceae se encontró en una localidad 
(Finca Billeben), esta no fue identificada a nivel de 
género debido a la falta de características diagnós-
ticas observables. No fue posible realizar análisis 
genético de las algas debido a la falta de cultivos 
puros, por lo que es necesario optimizar el método 
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Figure 3.	Pinabete branches and leaves infested with the algal and fungal biofilm seen under stereoscope. A) Pinabete bark 
20 X. B) Pinabete branch 20 X. C and D) Pinabete branches 10 X. E) Pinabete leaf covered by biofilm with necrotic 
section 20 X. F) Pinabete leaf underside 45 X.

Figura 3.	Ramas y hojas de pinabete infestadas con la biopelícula de algas y hongos vistas bajo estereoscopio. A) Corteza 
de pinabete 20 X. B) Rama de pinabete 20 X. C y D) Ramas de pinabete 10 X. E) Hoja de pinabete cubierta por la 
biopelícula con una sección necrótica 20 X. F) Envés de hoja de pinabete 45 X.

tree species can also influence algae colonization 
(Alwi et al., 2015; Stifterova and Neustupa, 2015), 
suggesting that Guatemalan fir trees may possess 
specific characteristics that facilitate the growth of 
these organisms.

de desinfección del material vegetal utilizando di-
ferentes concentraciones de antifúngicos y tiempos 
de desinfección que puedan eliminar hongos y bac-
terias sin afectar el crecimiento las algas (Laezza et 
al., 2022).
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Algae identification. In the 120 leaves of the 15 
analyzed trees (5 trees per sampling site), four 
species of algae were found on the pinabete leaves 
(Table 1). The alga Desmococcus sp. was present 
in all three locations (Figure 5), two different 
species of the genus Klebsormidium were found 
in two locations (Finca Valle Alto and Finca 
Billeben), and a unicellular alga belonging to the 
class Trebouxiophyceae was found in one location 
(Finca Billeben). However, due to the lack of 
observable diagnostic characteristics, the genus of 
this alga could not be identified. Genetic analysis 
of the algae was infeasible due to the absence of 
pure cultures. Hence, there is a need to optimize the 
method of plant material disinfection by employing 

Las algas identificadas en este estudio pertene-
cen a géneros que se han descrito como organis-
mos formadores de biopelículas fotosintéticas en 
superficies naturales y artificiales como suelos, 
plantas, rocas y construcciones (Ljaljević-Grbić et 
al., 2010; Rindi y Guiry, 2004; Stifterova y Neus-
tupa, 2015). Ninguna de las algas identificadas ha 
sido reportada como parásitas o causantes de enfer-
medades en plantas, estas utilizan la corteza y las 
ramas como superficie para crecer, así como otros 
organismos epibiontes, entre ellos líquenes o mus-
gos (Neustupa y Albrechtova 2003; Wahl, 2009).

Se encontró que la composición de especies 
de algas en la biopelícula puede variar de acuer-
do con la localidad. Esta variación puede deberse 

Figure 4.	Angiosperm leaves found in the canopy of pinabetes infested with algae. A and B) Location: Finca Billeben, 
Guatemala 15 X. C and D) Location: Finca Valle Alto 15 X.

Figura 4.	Hojas de angiospermas encontradas en la copa de pinabetes infestados con algas. A y B) Localidad: Finca Billeben, 
Guatemala 15 X. C y D) Localidad: Finca Valle Alto 15 X.
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different concentrations of antifungal agents and 
disinfection durations that effectively eliminate 
fungi and bacteria while preserving algal growth 
(Laezza et al., 2022).

The algae identified in this study belong to 
genera that have been documented as photosynthetic 
biofilm-forming organisms on both natural and 
artificial surfaces, including soil, plants, rocks, 
and structures (Ljaljević-Grbić et al., 2010; Rindi 
and Guiry, 2004; Stifterova and Neustupa, 2015). 
None of the identified algae have been reported 
as parasites or pathogens of plants. Instead, they 
utilize the bark and branches as suitable substrates 
for growth, often coexisting with other epibiotic 
organisms such as lichens or mosses (Neustupa and 
Albrechtova, 2003; Wahl, 2009).

a la madurez y la edad de la cobertura sobre las 
hojas. Se ha demostrado que existe una sucesión 
en las biopelículas de microorganismos similar a 
la que sucede en los bosques, ya que la abundan-
cia y riqueza de especies de algas varía de acuerdo 
con el tiempo (Neustupa y Albrechtova, 2003; Po-
gio, 2002). El alga Desmococcus sp. se encontró 
en todas las localidades, lo que sugiere que es un 
colonizador temprano en la biopelícula (Schnurr y 
Allen, 2015). Por otra parte, las algas filamentosas 
como Klebsormidium suelen ser colonizadores tar-
díos (Sochting, 1997). Esto implica que las locali-
dades de Finca Billebén y Finca Valle Alto presen-
tan árboles con una biopelícula más desarrollada 
y de mayor edad. En estas mismas localidades se 
encontraron ramas con parches necróticos con una 
infestación avanzada de hongos.

Table 1.	Comparison of algae and fungi groups found in pinabete plantations in Chimaltenango, 
Guatemala and San Marcos, Guatemala.

Cuadro 1.	 Comparación de grupos de algas y hongos encontrados en las plantaciones de 
pinabete pinabete en las localidades de Chimaltenango, Guatemala y San Marcos, 
Guatemala.

Localidades

Clasificación Finca Billeben, 
Guatemala

Finca Valle Alto, 
Chimaltenango

Finca Buena Vista 
San Marcos

Algas
Desmococcus sp. X X X
Klebsormidium sp1. X
Klebsormidium sp2. X
Trebouxiophyceae X

Hongos
Alternaria sp. X
Aspergillus sp. X
Fusarium equiseti X
F. graminearum X
Fusarium sp. X
Mucor hiemalis X
Mucor sp. X
Trichoderma koningiopsis X
Trichoderma viride X
Trichoderma sp. X
Ulocladium sp. X
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The species composition of algae within the 
biofilm was found to vary across different locations, 
likely influenced by the maturity and age of leaf 
coverage. Similar to forest ecosystems, a succession 
of microorganism biofilms occurs, resulting 
in fluctuations in algae abundance and species 
richness over time (Neustupa and Albrechtova, 
2003; Pogio, 2002). The alga Desmococcus sp. was 
consistently present in all locations, indicating its 
role as an early colonizer in the biofilm (Schnurr 
and Allen, 2015). In contrast, filamentous algae 
such as Klebsormidium tend to colonize the biofilm 
at later stages (Sochting, 1997). Consequently, 
the Finca Billebén and Finca Valle Alto locations 

La variabilidad en la riqueza de especies tam-
bién puede deberse a factores como el pH de la cor-
teza, la humedad, iluminación y concentración de 
nitrógeno y fósforo (Novakova y Neustupa, 2015). 
La intensidad de manejo de un bosque también 
puede afectar las especies de una biopelícula, ya 
que los bosques que tienen una mayor frecuencia 
de raleos y podas presentan una menor cobertura 
de dosel y una mayor riqueza de especies de algas 
(Glaser et al., 2018; Stifterova y Neustupa, 2015). 
Estos factores ambientales y antropogénicos debe-
rán ser abordados en futuras investigaciones para 
conocer cómo afectan el desarrollo de la biopelícu-
la en las hojas del pinabete. 

Figure 5.	 Algae isolated from pinabete leaves infested with algal and fungal biofilm. A) Desmococcus sp. 400 X. B) 
Trebouxiophyceae 400 X. C) Klebsormidium sp1. 400 X. D) Klebsormidium sp2. 400 X. Scale bar equals 10 μm.

Figura 5.	Algas aisladas a partir de hojas de pinabete infestados con biopelícula de algas y hongos. A) Desmococcus sp. 400 
X. B) Trebouxiophyceae 400 X. C) Klebsormidium sp1. 400 X. D) Klebsormidium sp2. 400 X. La barra de escala 
equivale a 10 μm.
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harbor trees with more developed and mature 
biofilms. Additionally, these locations exhibited 
branches with necrotic patches, indicating an 
advanced fungal infestation.

The variability in species richness can also be 
attributed to factors such as bark pH, humidity, 
light exposure, and nitrogen and phosphorus 
concentration (Novakova and Neustupa, 2015). 
Forest management practices can also influence 
the species composition of the biofilm, as forests 
with higher frequencies of thinning and pruning 
exhibit reduced canopy coverage but higher species 
richness of algae (Glaser et al., 2018; Stifterova 
and Neustupa, 2015). These environmental and 
anthropogenic factors should be further investigated 
in future research to elucidate their impact on the 
development of biofilm on pinabete leaves. 

Identification of fungi. From the analysis of 
120 leaves collected from 15 trees, a total of 11 
fungal species were isolated from Pinabete leaves 
(Table 1), representing six genera (Alternaria, 
Aspergillus, Fusarium, Mucor, Trichoderma, and 
Ulocladium). These genera comprise organisms 
with diverse ecological roles, including pathogens, 
saprophytes, and beneficial species. Through ITS 
region sequencing, five of the fungal species were 
identified at the species level (Table 2). When 
comparing the sequences of this study with those 
of the NCBI gene bank, homology ranged from 
93.3 to 97.6 % (Table 2). This low homology may 
be due to other variants or species. Therefore, 
further morphological and molecular studies are 
considered pertinent.

Three species of Trichoderma (Trichoderma 
sp., T. koningiopsis, T. viride) were identified in 
Finca Billeben (Guatemala) and Finca Buena Vista 
(San Marcos). These species are known for their 
antagonistic effects against pathogens, particularly 
Fusarium, and have previously been isolated 
from Abies and other conifer leaves in Europe 

Identificación de hongos. A partir de las 120 hojas 
de los 15 árboles analizados, se aislaron 11 espe-
cies de hongos que se encontraron en las hojas de 
pinabete (Cuadro 1), pertenecientes a seis géneros 
(Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Mucor, Tricho-
derma y Ulocladium). Estos géneros corresponden 
a organismos que se conocen como patógenos, 
saprófitos y benéficos. Cinco de los hongos se iden-
tificaron molecularmente a nivel especie por la am-
plificación de la región ITS (Cuadro 2). Al compa-
rar las secuencias de este estudio con las del banco 
de genes del NCBI, se observó una homología que 
oscilo entre 93.3 al 97.6 % (Cuadro 2). Esta baja 
homología puede deberse a que sean otras varian-
tes o especies. Por lo que se considera pertinente 
realizar más estudios morfológicos y moleculares.

Se encontraron tres especies de Trichoderma 
(Trichoderma sp., T. koningiopsis, T. viride) en la 
Finca Billeben (Guatemala) y la Finca Buena Vis-
ta (San Marcos). Estas especies son antagónicas 
de patógenos como Fusarium, y han sido aisladas 
previamente a partir de hojas de Abies y otras co-
níferas de Europa (Hanackova et al., 2015; Hayes, 
1965; Tokumasu et al., 1994). Los hongos Alter-
naria sp. y Ulocladium sp. también se encontraron 
en la Finca Billeben (Guatemala), estos hongos 
pueden causar necrosis en hojas y se han reportado 
afectando especies arbóreas (Danelia et al., 2021; 
Vannini y Vettraino, 2000).

En la finca Valle Alto se encontraron dos espe-
cies de Fusarium: F. equiseti y F. graminearum. 
Esta última causa la podredumbre del tallo en maíz 
y afecta principalmente a gramíneas, a pesar de 
esto, ha sido aislada a partir de numerosas familias 
de plantas. Las esporas del hongo se depositan y 
acumulan en hojas y se convierten en una fuente 
de inóculo para gramíneas (Miller et al., 2007). En 
este caso, las esporas de este hongo posiblemente 
se transportaron desde plantaciones de maíz aleda-
ñas, ya que este cultivo suele asociarse con el pina-
bete en un modelo agroforestal (INAB, 2019).
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(Hanackova et al., 2015; Hayes, 1965; Tokumasu 
et al., 1994). Additionally, the fungi Alternaria sp. 
and Ulocladium sp. were found in Finca Billeben 

No se encontró ningún género de hongos que 
estuviera en común en todas las localidades, los gé-
neros Mucor y Trichoderma se encontraron en dos 

Table 2. Percentage of sequence similarity of ITS region sequences of fungi isolated and identified from pinabete leaves
Cuadro 2. Porcentaje de similitud de secuencias de la región ITS de hongos aislados e identificados de hojas de pinabete.

ID Especie Cobertura (%) Homología (%) Referencia de BLAST Accesión

ITS seq of 
Fusarium b

Fusarium 
equiseti 99.5 97.65

F. equiseti isolate Anna6 small 
subunit ribosomal RNA gene, 
partial sequence; internal 
transcribed spacer 1, 5.8S 
ribosomal RNA gene, and 
internal transcribed spacer 2, 
complete sequence; and large 
subunit ribosomal RNA gene, 
partial sequence

MN498032.1

ITS seq of 
Fusarium R F. graminearum 99.65 96

F. graminearum isolate PAK-
14 small subunit ribosomal 
RNA gene, partial sequence; 
internal transcribed spacer 1, 
5.8S ribosomal RNA gene, and 
internal transcribed spacer 2, 
complete sequence; and large 
subunit ribosomal RNA gene, 
partial sequence

MH054924.1

ITS seq of 
Mucor h

Mucor 
hiemalis 99.31 93.55

M. hiemalis isolate SL71_64a_
Y2 internal transcribed spacer 1, 
partial sequence; 5.8S ribosomal 
RNA gene and internal 
transcribed spacer 2, complete 
sequence; and large subunit 
ribosomal RNA gene, partial 
sequence

MN105537.1

ITS seq of 
Trichoderma k

Trichoderma 
koningiopsis 98.32 96.14

T. koningiopsis isolate XXTF7 
small subunit ribosomal RNA 
gene, partial sequence; internal 
transcribed spacer 1, 5.8S 
ribosomal RNA gene, and 
internal transcribed spacer 2, 
complete sequence; and large 
subunit ribosomal RNA gene, 
partial sequence

MN602642.1

ITS seq of 
Trichoderma v T. viride 97.23 94.23

T. viride strain CTCCSJ-A-
SD33116 internal transcribed 
spacer 1, partial sequence; 
5.8S ribosomal RNA gene, 
complete sequence; and internal 
transcribed spacer 2, partial 
sequence

MF632117.1
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(Guatemala). These fungi have been associated 
with leaf necrosis and have been reported to impact 
various tree species (Danelia et al., 2021; Vannini 
and Vettraino, 2000).

In Finca Valle Alto, two species of Fusarium 
were identified: F. equiseti and F. graminearum. 
The latter is known to cause stalk rot in maize 
and primarily affects grasses, although it has been 
isolated from various plant families. Fungal spores 
are deposited and accumulate on leaves, serving as 
a potential source of inoculum for grasses (Miller et 
al., 2007). In this particular case, the spores of this 
fungus were likely transported from neighboring 
maize plantations, as maize is commonly associated 
with pinabete in an agroforestry model (INAB, 
2019).

No fungal genus was found to be shared across 
all locations. However, the genera Mucor and 
Trichoderma were observed in two out of the 
three locations, and these genera have previously 
been co-isolated from decomposing conifer leaves 
(Hanackova et al., 2015; Hayes, 1965; Tokumasu 
et al., 1992).

Under microscopic observation of the biofilm 
scrapings, a close association between green 
algae and fungi was evident. Fungal mycelium 
with the accumulation of unicellular algae 
(Trebouxiophyceae) surrounding it was observed 
(Figure 6A and B), as well as fungal hyphae 
and spores adhering to filaments of the alga 
Klebsormidium sp. (Figure 6C and D). Terrestrial 
filamentous algae, including this genus, produce an 
extracellular matrix of polysaccharides that serve 
as attachment sites for other algae, cyanobacteria, 
and fungi (Warren et al., 2019). Additionally, 
fungal hyphae adhere to other components of 
the biofilm, such as soil particles, contributing 
to their aggregation and compaction (Belnap et 
al., 2003). The exact nature of the relationship, 
whether mutualistic, commensalistic, or parasitic, 

de las tres localidades, y estos han sido aislados en 
conjunto en hojas de coníferas en descomposición 
(Hanackova et al., 2015; Hayes, 1965; Tokumasu 
et al., 1992).

Al observar los raspados de la biopelícula bajo 
microscopio se encontró que las algas verdes y hon-
gos están estrechamente relacionados. Se observó 
micelio de hongos con acumulación de algas uni-
celulares (Trebouxiophyceae) alrededor (Figura 6A 
y B), así como hifas y esporas de hongos adheridos 
a filamentos del alga Klebsormidium sp. (Figura 
6C y D). Este y otros géneros de algas filamento-
sas terrestres producen una matriz extracelular de 
polisacáridos a la cual pueden adherirse otras al-
gas, cianobacterias y hongos (Warren et al., 2019). 
Además, las hifas de los hongos se adhieren a otros 
componentes de la biopelícula, como partículas de 
suelo, para agregarlos y compactarlos (Belnap et 
al., 2003). Aún no está claro si existe una relación 
de mutualismo, comensalismo o parasitismo entre 
los microorganismos que conforman la biopelícula, 
lo cual deberá ser abordado en futuras investiga-
ciones. 

CONCLUSIONES

La biopelícula que afecta a las plantaciones del 
pinabete en Guatemala está compuesta por algas 
epifitas, hongos y materia orgánica. En 15 árboles 
de pinabete en tres localidades se encontraron al-
gas de los géneros Desmococcus, Klebsormidium 
y de la clase Trebouxiophyceae. Estas algas no son 
organismos parásitos del pinabete, sino que lo uti-
lizan como soporte de manera similar a líquenes 
y otros epibiontes. También se encontraron hongos 
de los géneros Alternaria, Aspergillus, Fusarium, 
Mucor, Trichoderma y Ulocladium, los cuales se 
han reportado como hongos patógenos, saprófitos 
y benéficos. Se encontró que la riqueza de especies 
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among the microorganisms comprising the biofilm 
remains to be elucidated and should be the focus of 
future investigations. 

CONCLUSIONS

The biofilm affecting pinabete plantations 
in Guatemala is composed of epiphytic algae, 
fungi, and organic matter. Algae from the genera 
Desmococcus, Klebsormidium, and the class 
Trebouxiophyceae were found on 15 pinabete 
trees across three locations. These algae do not 

de algas y hongos varía de acuerdo con la locali-
dad, lo cual puede deberse a factores ambientales o 
antropogénicos.

Agradecimientos

Los autores agradecemos a Salvador Pira, José Billeb y 

Antonio Pineda, productores de pinabete, por apoyar en la 

colecta de muestras, así como a Patricia Herrera, María Ber-

múdez, Leyda Hernández, Julio Álvarez y Melvin Hernández, 

personal del Laboratorio de Protección Vegetal de la Universi-

dad del Valle de Guatemala, por su apoyo en el aislamiento y 

análisis genético de los hongos.

Figure 6.	 Scrapings of pinabete leaf biofilm seen under microscopy from pinabete leaves infested with the biofilm. A and B) 
Fungal mycelium surrounded by unicellular algae 400 X. C and D) Klebsormidium sp1 filaments surrounded by 
fungal hyphae and spores 400 X. Scale bar equals 10 μm.

Figura 6.	Raspados de la biopelícula de hojas de pinabete vistos bajo microscopio partir de hojas de pinabete infestados con 
la biopelícula. A y B) Micelio de hongos rodeado de algas unicelulares 400 X. C y D) Filamentos de Klebsormidium 
sp1 rodeados de hifas y esporas de hongos 400 X. La barra de escala equivale a 10 μm.

Fin de la versión en Español
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act as parasites but rather utilize pinabete as a 
substrate, akin to lichens and other epibionts. Fungi 
belonging to the genera Alternaria, Aspergillus, 
Fusarium, Mucor, Trichoderma, and Ulocladium 
were also present, exhibiting a range of pathogenic, 
saprophytic, and beneficial characteristics. 
Furthermore, the species richness of both algae and 
fungi demonstrated variability among the locations, 
which could be attributed to environmental or 
anthropogenic factors.
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Abstract. The effect of 44 agrochemicals 
(fungicides, insecticides and adjuvants) on the 
mycelial growth and germination conidia of 
Trichoderma koningiopsis Th003 was determined 
by seeding of 5 mm discs of fungal mycelium 
in Sabouraud agar supplemented with each 
agrochemical and seeding of conidia suspended 
in solutions of agrochemicals in water agar. For 
the adjuvants, their effect on the phyllospheric 
establishment of T. koningiopsis Th003 was 
determined by following their population in 
cape gooseberry leaflets inoculated with the 
fungus suspended in them. Eight fungicides 

Effect of adjuvants, fungicides and insecticides on the 
growth of Trichoderma koningiopsis Th003
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Resumen. Se determinó el efecto de 44 agroquí-
micos (fungicidas, insecticidas y coadyuvantes) 
sobre el crecimiento micelial y la germinación de 
conidios de Trichoderma koningiopsis Th003, me-
diante siembra de discos de 5 mm de micelio hongo 
en agar Sabouraud suplementado con cada agro-
químico y la siembra de conidios suspendidos en 
soluciones de los agroquímicos en agar agua. Para 
los coadyuvantes, se determinó su efecto en el es-
tablecimiento filosférico de T. koningiopsis Th003 
siguiendo su población en foliolos de uchuva ino-
culados con el hongo suspendido en estos. Ocho 
fungicidas no inhibieron el crecimiento micelial 
del hongo o la germinación de sus conidios. Fen-
hexamid - Tebuconazol, Flutriafol y Kasugamicina 
lo inhibieron entre un 34 y 48% sin afectar la ger-
minación, mientras que Thiram - Pirimetanil, Pro-
cloraz, Tiabendazol, Spiroxamina y Triadimenol 
- Tebuconazol inhibieron el crecimiento y Thiram 
- Pirimetanil y Dodine no permitieron la germina-
ción de los conidios. Insecticidas y coadyuvantes 
presentaron una inhibición de hasta el 70% pero 
no afectaron la germinación de los conidios. No se 
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did not inhibit the fungus mycelial growth 
or the conidia germination. Fenhexamid - 
Tebuconazole, Flutriafol and Kasugamicina 
inhibited it between 34 and 48% without affecting 
germination, Thiram - Pyrimethanil, Prochloraz, 
Tiabendazol, Spiroxamina and Triadimenol - 
Tebuconazole inhibited the growth and Thiram 
- Pyrimethanil and Dodine did not allow conidia 
germination. Insecticides and adjuvants presented 
an inhibition of up to 70% but did not affect the 
conidia germination. No negative effects of the 
adjuvants on the phyllosphere establishment of 
T. koningiopsis Th003 were observed, recovering 
from the treatments approximately 1x103 CFU g-1.

Keywords: Inhibition, germination, phyllosphere, 
resistance, tolerance.

Current agricultural production requires 
efficient alternatives for pest and disease control 
that contribute to sustainability within integrated 
crop management schemes. Additionally, 
the demands of a globalized market, such as 
certifications in Good Agricultural Practices like 
Global G.A.P or Rainforest Alliance, favor the use 
of environmentally friendly control methods for 
sustainable production (Sanderson-Bellamy et al., 
2016; Figueredo et al., 2018; Nivelo et al., 2020).

One of these alternatives is the use of 
biopesticides formulated based on antagonistic 
microorganisms, which can be integrated into 
crop management strategies, helping to reduce 
the number of applications and active ingredients 
of chemical pesticides used in a crop cycle 
(Samada and Tambunan, 2020). In Colombia, 
one example is Tricotec® WG developed by 
the Colombian Corporation for Agricultural 
Research - AGROSAVIA. Its active ingredient is 
conidia of the fungus Trichoderma koningiopsis 

observaron efectos negativos de los coadyuvantes 
en el establecimiento de T. koningiopsis Th003 en 
la filosfera, recuperando de los tratamientos aproxi-
madamente 1x103 UFC g-1. 

Palabras clave: Inhibición, germinación, filosfera, 
resistencia, tolerancia.

La producción agrícola actual demanda para el 
control de plagas y enfermedades el uso de alterna-
tivas eficientes que contribuyan a su sostenibilidad 
enmarcada en esquemas de manejo integrado del 
cultivo, a la cual se suman los requerimientos de 
un mercado globalizado, exigiendo por ejemplo, 
certificaciones en Buenas Prácticas Agrícolas am-
paradas entre ellos en las normas Global G.A.P o 
Rain Forest, propendiendo al uso de alternativas de 
control ambientalmente amigables en pro de una 
producción agrícola sostenible (Sanderson-Bella-
my et al., 2016; Figueredo et al., 2018; Nivelo et 
al., 2020). 

Una de estas alternativas es el uso de biopla-
guicidas formulados con base en microorganismos 
antagonistas, los cuales pueden integrarse en estra-
tegias de manejo del cultivo, lo que contribuye a re-
ducir el número de aplicaciones y de principios ac-
tivos de plaguicidas químicos utilizados en un ciclo 
del cultivo (Samada y Tambunan, 2020). En Co-
lombia, uno de estos bioplaguicidas es Tricotec® 
WG desarrollado por la Corporación Colombiana 
de Investigación Agropecuaria – AGROSAVIA, 
cuyo principio activo son conidios del hongo Tri-
choderma koningiopsis Th003, este bioplaguicida 
cuenta con registro del Instituto Colombiano Agro-
pecuario – ICA para su uso en cultivos de lechuga 
(Lactuca sativa), jitomate (Solanum lycopersicum), 
arroz (Oryza sativa), arándano (Vaccinium corym-
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Th003. This biopesticide is registered by the 
Colombian Agricultural Institute - ICA for use 
on lettuce (Lactuca sativa), tomato (Solanum 
lycopersicum), rice (Oryza sativa), blueberry 
(Vaccinium corymbosum), strawberry (Fragaria 
vesca), blackberry (Rubus glaucus), potato 
(Solanum tuberosum) and ornamentals such as rose 
(Rosa spp.) to control Botrytis cinerea, Fusarium 
oxysporum, Rhizoctonia solani, Sclerotinia 
sclerotiorum and Sclerotinia minor. It has 50-
65% efficacy depending on the production system 
(Moreno et al., 2020).

However, agricultural production is subject to 
environmental, anthropogenic, and plant biological 
conditions which, in addition to yield impacts, can 
determine pest and disease incidence, sometimes 
occurring simultaneously. 

Therefore, in addition to biopesticides, it is 
necessary to use chemically synthesized pesticides 
(whose suspensions or solutions are usually 
prepared with the addition of adjuvants that 
facilitate and improve their application and action) 
since the former can control one or several targets, 
but do not have a broad spectrum of action (Samada 
and Tambunan, 2020). For instance, with the 
applications of Tricotec® WG in rose cultivation, 
there is control over B. cinerea, but not over 
Podosphaera pannosa or Peronospora sparsa. For 
these pathogens, it is necessary to apply fungicides 
that control them (Debener and Byrne, 2014).

With this in mind, the objective of this work 
was to determine the effect of adjuvants, fungicides 
and insecticides used in production systems in 
which Tricotec® WG is registered for use, on the 
growth and conidia germination of T. koningiopsis 
Th003, as well as the effect of the adjuvants on the 
establishment of the fungus in the phyllosphere (as 
they are widely used agrochemicals for improving 
the activity of fungicides and insecticides) with 
a view to generating recommendations for use 

bosum), fresa (Fragaria vesca), mora (Rubus glau-
cus), papa (Solanum tuberosum) y ornamentales 
como rosa (Rosa spp.), para el control de Botrytis 
cinerea, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, 
Sclerotinia sclerotiorum y Sclerotinia minor, con 
una eficacia de control del 50 al 65% dependiendo 
del sistema productivo (Moreno et al., 2020).

No obstante, la producción agrícola está supe-
ditada a condiciones ambientales, antropogénicas o 
de la propia biología de la planta, que además de 
influir en su rendimiento, puede determinar la inci-
dencia de plagas y enfermedades que, en ocasiones, 
se presentan simultáneamente. 

Por lo anterior, para su control además de los 
bioplaguicidas, es necesario usar plaguicidas de 
síntesis química (cuyas suspensiones o soluciones 
usualmente se preparan con la adición de sustancias 
coadyuvantes que facilitan y mejoran su aplicación 
y acción) dado que el primero puede ejercer control 
sobre uno o varios blancos, pero no presentar un 
amplio espectro de acción (Samada y Tambunan, 
2020), por ejemplo, con las aplicaciones de Trico-
tec® WG en el cultivo de rosa se realiza el control 
de a B. cinerea, pero no el de Podosphaera panno-
sa o Peronospora sparsa, para lo cual es necesario 
aplicar fungicidas que controlen estos patógenos 
(Debener y Byrne, 2014). 

Con esto en cuenta, el objetivo de este traba-
jo fue determinar el efecto de coadyuvantes, fun-
gicidas e insecticidas empleados en los sistemas 
productivos en los que Tricotec® WG cuenta con 
registro de uso, sobre el crecimiento y germinación 
de los conidios de T. koningiopsis Th003, así como 
del efecto de los coadyuvantes en el establecimien-
to del hongo en la filosfera (por ser agroquímicos de 
amplio uso por mejorar la actividad de fungicidas e 
insecticidas) con miras a generar recomendaciones 
de uso de acuerdo con su potencial compatibilidad 
con los agroquímicos. 
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according to their potential compatibility with 
agrochemicals. 

MATERIALS AND METHODS

This work was carried out at the Agricultural 
Microbiology Laboratory of the Tibaitatá Research 
Center of the Colombian Agricultural Research 
Corporation - AGROSAVIA.

Microorganism. To evaluate the effect of 
agrochemicals on the mycelial growth and 
germination of T. koningiopsis Th003, fungal 
cultures that had grown for seven and 10 days 
were used. These cultures were derived from 
the inoculation of a granule of the biopesticide 
Tricotec® WG onto potato dextrose agar (PDA) 
(Oxoid CM0139). Meanwhile, to assess the 
influence of adjuvants on the fungus’s establishment 
in the phyllosphere, the commercial form of the 
biopesticide was utilized.

Agrochemicals evaluated. Twenty-seven 
fungicides used in crops for which Tricotec® 
WG is registered for use, 10 insecticides and 7 
agricultural adjuvants were evaluated at the highest 
use dose reported in the technical data sheet of each 
agrochemical (Tables 1, 2 and 3).

Effect of agrochemicals on mycelial growth of 
T. koningiopsis Th003. Petri dishes were prepared 
with Dextrose Sabouraud agar (Scharlau 01-165-
500) supplemented with each agrochemical, and 
the same agar without agrochemicals was used as 
a control. A 5 mm disk of T. koningiopsis Th003 
mycelium taken from the fungal culture on PDA 
was placed in the center of each dish. The Petri 
dishes were incubated for 120 hours at 25 °C and 
at the end of this time the diameter of the colonies 

MATERIALES Y MÉTODOS

Este trabajo se realizó en el Laboratorio de Mi-
crobiología Agrícola del Centro de Investigación 
Tibaitatá de la Corporación Colombiana de Investi-
gación Agropecuaria AGROSAVIA.

Microorganismo. Para determinar el efecto de 
los agroquímicos sobre el crecimiento micelial y 
la germinación de los conidios de T. koningiop-
sis Th003 se utilizaron cultivos del hongo con un 
crecimiento de siete y 10 días, obtenidos a partir 
de la siembra de un gránulo del bioplaguicida Tri-
cotec® WG en agar papa dextrosa (PDA) (Oxoid 
CM0139), mientras que para determinar el efecto 
de los coadyuvantes en el establecimiento del hon-
go en la filosfera se utilizó el bioplaguicida en su 
formato comercial.

Agroquímicos evaluados. Se evaluaron 27 fungi-
cidas utilizados para los cultivos en los que Trico-
tec® WG cuenta con registro de uso, 10 insecticidas 
y 7 coadyuvantes agrícolas, en la dosis de uso más 
alta reportada en la ficha técnica de cada agroquí-
mico (Cuadros 1, 2 y 3).

Efecto de los agroquímicos sobre el crecimiento 
micelial de T. koningiopsis Th003. Se prepararon 
cajas Petri con agar Dextrosa Sabouraud (Scharlau 
01-165-500) suplementado con cada agroquímico, 
como control se utilizó el mismo agar sin adición 
de agroquímicos. En el centro de cada caja se dis-
puso un disco de 5 mm de micelio de T. koningiop-
sis Th003 tomado del cultivo del hongo en PDA. 
Las cajas Petri se incubaron durante 120 horas a 25 
°C y cumplido este tiempo se realizó la lectura del 
diámetro de las colonias. Con los datos obtenidos 
se calculó el porcentaje de inhibición utilizando la 
formula: Inhibición (%) = ((X - Y) / X) x 100, donde 
X = es el diámetro de la colonia de T. koningiopsis 
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Table 1. Technical information for the fungicides evaluated for their effect on the growth of Trichoderma koningiopsis Th003.
Cuadro 1.	 Información técnica de los fungicidas considerados para evaluar su efecto sobre el crecimiento de Trichoderma 

koningiopsis Th003.

Fungicida Grupo químico Dosis Mecanismo de acción Fitopatógeno blanco

Mandipropamid Amidas del ácido 
mandélico 1 mL L-1

Inhibe la síntesis de la 
pared celular en oomicetes

Phytophthora infestans 
- Peronospora destructor - 
Peronospora sparsa -Plasmopara 
viticola -Peronospora pissiDimetomorf Amidas del ácido 

cinámico 0.8 g L-1

Kasugamicina Antibiótico 
aminoglucósido 1.5 mL L-1

Inhibe la incorporación de 
aminoácidos a la síntesis 
de proteínas 

Cercospora apii - Septoria 
sp. - Venturia inaequalis - 
Sphaerotheca fuliginea

Fluazinam Fenil piridinaminas 1 mL L-1

Afecta la fosforilación 
oxidativa de las 
mitocondrias, inhibe la 
germinación de esporas, 
formación de apresorios y 
crecimiento micelial

Botrytis cinerea - Colletotrichum 
lindemuthianum - Phytophthora 
infestans

Spiroxamina Spiroketalaminas 0.6 g L-1 Inhibe la síntesis de los 
esteroles

Leveillula taurica - Stemphylium 
vesicarium - Uncinula necator

Dodine Guanidina 1.6 mL L-1

Disolución del 
estrato lipídico de la 
membrana llevando a la 
deshidratación de la célula

Heterosporium echinulatum - 
Sphaerotheca pannosa - Botrytis 
cinerea - Mycosphaerella fijiensis 
- Hemileia vastatrix

Iminoctadine Tris 
(Albesilate) di-guanidine 0.75 cml L-1

Inhibe la síntesis de 
lípidos, la germinación de 
esporas, la elongación del 
tubo germinal y formación 
del apresorio

Botrytis cinerea - Sphaerotheca 
pannosa

Tiabendazol Benzimidazoles  0.9 mL L-1 
Inhibe la división celular 
a nivel de formación de 
tubulina

Botrytis cinerea - Cercospora apii 
- Lasiodiplodia 
theobromae - Sclerotium 
cepivorum - Colletotrichum 
gloeosporioides - Penicillium 
digitatum

Ciazofamida Cianoimidazoles 0.2 mL L-1 Inhibidor de la respiración

Phytophthora 
infestans A1 - Bremia lactucae - 
Peronospora 
farinosa f. sp. spinaciae - 
Pseudoperonospora 
cubensis - Peronospora 
destructor - Pythium 
ultimum

Procloraz Imidazol 1.2 mL L-1 Inhibe la síntesis del 
ergosterol.

Botrytis cinerea - Colletotrichum 
gloeosporioides -Colletotrichum 
lindemuthianum - Alternaria 
solani - Cladosporium 
echinulatum

Himexazol Isoxazoles 2 mL L-1
Inhibición del crecimiento 
interfiriendo en la síntesis 
del ADN y ARN.

Lasiodiplodia theobromae - 
Gaeumannomyces graminis
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Fungicida Grupo químico Dosis Mecanismo de acción Fitopatógeno blanco

Flutriafol Triazol 0.8 mL L-1

Alteración de la síntesis del 
ergosterol, por la 
inhibición de la 
demetilación del esteroide

Alternaria porri - Alternaria 
solani - Sphaerotheca pannosa 
- Heterosporium echinulatum- 
Puccinia horiana - Hemileia 
vastatrix - Helminthosporium 
oryzae - Sarocladium oryzae - 
Cercospora oryzae -
Pyricularia grisea - 
Colletotrichum lindemuthianum 
-Colletotrichum gloeosporioides 
- Phakopsora pachyrhizi - 
Mycosphaerella fijensis 

Hexaconazole Triazol 1 mL L-1

Anti-esporulante, inhibidor 
de la síntesis de esteroles 
- ergosterol alterando la 
estructura y función de la 
membrana celular

Erysiphe polygoni - Hemileia 
vastatrix - Puccinia pitteriana - 
Sphaerotheca pannosa  

Propiconazole Triazol 1.25 mL L-1 Inhibe la síntesis del 
ergosterol y esteroles

Helminthosporium sp. - 
Cercospora oryzae

Triadimenol 
-Tebuconazole Triazol 1 mL L-1 Inhibe la síntesis del 

esterol y ergosterol

Leveillula taurica - Pyricularia 
oryzae - Hemileia vastatrix - 
Puccinia asparagi - Podosphaera 
leucotricha - Alternaria solani 
- Lasiodiplodia theobromae - 
Uncinula necator

Tebuconazole 
-Trifloxystrobin Triazol - Estrobina 1 mL L-1

Inhibe la síntesis de esterol 
y detiene el transporte de 
electrones en la cadena 
respiratoria

Pseudocercospora purpurea - 
Alternaria solani - Ramularia 
gossypii - Curvularia 
spp. - Rhizoctonia solani 
- Helminthosporium spp - 
Colletotrichum spp

Azoxistrobina-
Difenoconazole Estrobilurina - Triazol 1.25 mL L-1

Azoxystrobin inhibe la 
respiración mitocondrial 
evitando la formación de 
energía (ATP), inhibe la 
germinación de esporas. 
Difenoconazole inhibe la 
síntesis del ergosterol. 

Alternaria porri - Alternaria 
solani - Colletotrichum 
lindemuthianum - Rhizoctonia 
solani - Helminthosporium 
oryzae - Colletotrichum 
gloeosporioides - Botrytis cinerea 
- Sphaerotheca 
pannosa

Fenhexamid + 
Tebuconazole

Hidroxianilidas - 
Triazol 2 mL L-1

Inhibe la formación del 
tubo germinal y síntesis de 
ergosterol

Botrytis cinerea

Propamocarb - 
Fenamidona Carbamatos - Imidazol 2 mL L-1

Fenamidone inhibe la 
respiración y formación de 
esporas. Propamocarb tiene 
acción antiesporulante 
e inhibe la síntesis de 
fosfolípidos y ácidos 
grasos.

Peronospora viciae - 
Phytophthora infestans 
- Peronospora destructor - 
Pseudoperonospora cubensis - 
Peronospora sparsa

Table 1. Continued
Cuadro 1.	 Continúa
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Fungicida Grupo químico Dosis Mecanismo de acción Fitopatógeno blanco

Fenamidone -     
Fosetyl-Al

Imidazol - 
Organofosforado 1 g L-1

Interfiere en el proceso de 
respiración celular a nivel 
de mitocondrias y en la 
formación de ATP.

Peronospora sparsa

Fosetil - 
Propamocarb 

Etil fosfonatos - 
Carbamatos 2.5 mL L-1

Inhibe la germinación, el 
crecimiento del micelio y 
esporulación.

Pythium spp - Phytophthora 
spp - Phytophthora parasitica - 
Peronospora sparsa

Fluopicolide + 
Propamocarb

Acylpicolides - 
Carbamatos 2 mL L-1

Altera las espectrinas 
perturbando la estructura 
celular, afectando la 
estabilidad del cito 
esqueleto con la posterior 
muerte.

Bremia lactucae - Peronospora 
destructor - Peronospora 
sparsa - Pseudoeronospora 
cubensis - Phytophthora capsici 
- Phytophthora infestans - 
Phytophthora palmivora

Pyrimethanil 
-Iprodione 

Pirimidina - 
Dicarboximidas 1 mL L-1

Pyrimethanil inhibe la 
secreción de enzimas. 
Iprodione inhibe la 
germinación, elongación 
del tubo germinal, 
producción de conidios y 
crecimiento micelial

Botrytis cinerea 

Fluopyram + 
Pyrimethanil

Piridiniletilbenzamidas 
- Pirimidina 1 mL L-1

Inhibidor del succinato 
deshidrogenasa actuando 
en la cadena respiratoria   
e inhibe la secreción de 
enzimas.

Botrytis cinerea - Cladosporium 
spp. - Mycosphaerella fijiensis

Fludioxonil + 
Ciprodinil

Fenilpirroles - 
Pirimidina 0.6 g L-1

Ciprodinil afecta la síntesis 
de metionina y la secreción 
de enzimas hidrolíticas. 
Fludioxonil inhibe la 
proteína kinasa en la ruta 
de transducción de la señal 
de osmosensibilidad 

Botrytis cinerea

Thiram + 
Pyrimethanil 

Ditiocarbamato - 
Pirimidina 2 mL L-1 

Inhibe la secreción de 
enzimas hidrolíticas, la 
germinación de esporas y 
el crecimiento micelial

Botrytis cinerea

Metalaxil-M - 
Mancozeb

Anilida - 
Ditiocarbamatos 3 g L-1 Inhibe la respiración y la 

germinación de las esporas

Plasmopara viticola 
- Peronospora sparsa - 
Phytophthora infestans 

The information contained in this table comes from the technical data sheets of the suppliers of the commercial products. / La 
información contenida en la presente tabla proviene de las fichas técnicas de los proveedores de los productos comerciales.

Table 1. Continued
Cuadro 1.	 Continúa
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Table 2.	 Technical information for the insecticides evaluated for their effect on the growth of Trichoderma koningiopsis 
Th003.

Cuadro 2.	Información técnica de los insecticidas considerados para evaluar su efecto sobre el crecimiento de Trichoderma 
koningiopsis Th003.

Insecticida Grupo químico Dosis Mecanismo de acción Patógeno blanco

Spinosad Naturalite 0.5 mL L-1 

Actúa por contacto e ingestión, 
causando parálisis. Activa 
el receptor de la acetilcolina 
nicotínica, en diferente sitio que la 
nicotina o imidacloprid. 

Frankliniella occidentalis - 
Liriomyza spp. - Thrips palmi 
- Tuta absoluta - Spodoptera 
frugiperda

Dinotefuran Neonicotinoides 0.5 mL L-1 Interfiere la neurotransmisión a 
través de los receptores nicotínicos.

Frankliniella occidentalis - 
Oebalus insularis

Sulfoxaflor Sulfoxaminas 1 mL L-1

Neurotóxico trabaja en el sistema 
nervioso central en los receptores 
nicotínicos de acetilcolina generado 
excitación generalizada, parálisis, 
postración y finalmente la muerte 
de las plagas. 

Collaria sp. - Trialeurodes 
vaporariorum - Trialeurodes 
vaporariorum - Empoasca 
kraemer - Aphis gossypii 
-Bemisia tabaci - Oebalus 
poecilus - Diaphorina citri 
Kuwayama

Spiromesifen
Derivados del 
ácido tetrónico 
(ketoenoles)

0.5 mL L-1
Interfiere con la síntesis de 
lípidos, afectando el desarrollo y 
fecundidad.

Oligonychus yothersi - 
Trialeurodes vaporariorum 
- Bemisia tabaci - Tetranychus 
urticae - 

Malathion Organofosforados 1mL L-1 Inhibidor de la acetilcolinesterasa

Frankliniella occidentalis 
- Anthonomus grandis - 
Thrips tabaci - Trialeurodes 
vaporariorum - Collaria scenica

Beta-cyfluthrin + 
Imidacloprid

Neonicotinoide - 
Piretroide 1 mL L-1

Se une en forma postsináptica a los 
receptores nicotinérgicos y afecta 
el canal del sodio, en el sistema 
nervioso.

Premnotrypes vorax - 
Trialeurodes vaporariorum 
-Anthonomus grandis - Eutheola 
bidentata - Spodoptera 
frugiperda - Oebalus poecilus 
- Thrips tabaci - Thrips palmi 
- Gryllotalpa hexadactyla 
- Frankliniella occidentalis - 
Diaphorina citri

Chlorfenapir Pirroles 0.6 mL L-1
Interrumpe la generación de energía 
por la liberación y extracción de 
protones H+ antes de llegar al ATP.

Frankliniella occidentalis - 
Tetranychus urticae - Tuta 
absoluta (Meyrick)

Metoxifenocide Benzoilhidracina 1 mL L-1

Mimético de la hormona de la 
muda (ecdisona) que acelera el 
proceso de muda y con acción 
ovicida

Anticarsia gemmatalis - 
Rachiplusia nu - Helicoverpa 
gelotopoeon - Spodoptera 
frugiperda - Heliothis virescens - 
Cydia pomonella - Tuta absoluta 
-Lobesia botrana 
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Insecticida Grupo químico Dosis Mecanismo de acción Patógeno blanco

Piriproxifen Fenil éter 0.6 mL L-1

Interferencia de la hormona juvenil 
“HJ” causando la inhibición de 
metamorfosis,  
de embriogénesis, de la 
reproducción, del desarrollo 
larvario y perturbación de la 
diapausa

Bemisia tabaci - Trialeurodes 
vaporariorum - Liriomyza 
sp. - Frankliniella occidentalis 
-Thrips tabaci - Heliothrips 
haemorrhoidalis - Bombacoccus 
aguacatae - Hemiberlesia 
lataniae - Aspidiotus nerii - 
Aleuropleurocelus spp.

Permetrina Piretroide 0.6 mL L-1
Interrumpe la función de las 
neuronas por interacción con 
los canales de sodio.

Spodoptera frugiperda - Epitrix 
sp. - Tecia solanivora - Plutella 
xylostella - Tuta absoluta

The information contained in this table comes from the technical data sheets of the suppliers of the commercial products.  /  La 
información contenida en la presente tabla proviene de las fichas técnicas de los proveedores de los productos comerciales.

Table 2. Continued
Cuadro 2.	 Continúa

Table 3.	 Technical information for the adjuvants evaluated for their effect on 
the growth of Trichoderma koningiopsis Th003.

Cuadro 3.	 Información técnica de los coadyuvantes considerados para evaluar 
su efecto sobre el crecimiento de Trichoderma koningiopsis Th003.

Nombre comercial Principio activo Dosis

Agrotin® SL Polisacáridos, alcoholes polivinílicos, 
siliconas 1 mL L-1

HIPOTENSOR SYS Polietilenglicol - Polidimetilsiloxano, 
fosfatos mono y dipotásicos 1 mL L-1

MF REDUX® Alquil alcohol poliglicol éter 1 mL L-1

Fluyex® Alcohol etoxilado modificado 5 mL L-1

INEX-A® Alquil Polieter Alcohol Etoxilado, 
Alquil Poliglicol, Aril Polietoxietanol 4 mL L-1

Carrier® Ácidos carboxílicos insaturados y 
glicéridos saturados 1.5 mL L-1

Bioplant® Aril polietoxietanol - Poliglucósido 
etoxilado - 1 mL L-1

The information contained in this table comes from the technical data sheets 
of the suppliers of the commercial products.  /  La información contenida en la 
presente tabla proviene de las fichas técnicas de los proveedores de los productos 
comerciales.
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was read. With the data obtained, the percentage 
of inhibition was calculated using the formula: 
Inhibition (%) = ((X - Y) / X) x 100, where X = 
is the diameter of the colony of T. koningiopsis 
Th003 in the control dishes, Y = the diameter of 
the colony of T. koningiopsis Th003 in the dishes 
supplemented with each of the agrochemicals. 

Effect of agrochemicals on the germination of 
T. koningiopsis Th003 conidia. The conidia were 
collected from a fungal culture on PDA, making 
a suspension that was adjusted to a concentration 
of 1x107 conidia mL-1 using the Neubauer chamber 
counting technique. Subsequently, 1 mL was taken 
and transferred to Erlenmeyers flasks containing 
20 mL of the solutions of each agrochemical 
according to the established doses (Tables 1, 2 and 
3). The fungal conidia suspended in water were 
used as a control. The inoculated solutions were 
left to stand for one hour at 17 °C, simulating the 
time they could remain in a fumigation equipment 
during application. Subsequently, 100 μL were 
taken from each Erlenmeyer and placed in Petri 
dishes with water agar, spreading them over their 
surface with a Drigalsky rake. The dishes were 
incubated for 24 hours at 25 °C and after this, the 
number of germinated and non-germinated conidia 
was read by counting 100 conidia on a 1 cm2 agar 
square, taking three squares from each dish. The 
germination percentage was determined using the 
formula: Germination (%) = (Germinated conidia 
/ Total conidia) x 100. A spore was considered as 
a germinated spore when the length of the germ 
tube was at least 50% of the length of the non-
germinated spore (Muy-Rangel et al., 2018).

Effect of adjuvants on the establishment of 
T. koningiopsis Th003 in the phyllosphere. 
Suspensions of Tricotec® WG (at a concentration 
of 1x106 conidia mL-1) were prepared in solutions 

Th003 en las cajas del control, Y = el diámetro de 
la colonia de T. koningiopsis Th003 en las cajas su-
plementadas con cada uno de los agroquímicos. 

Efecto de los agroquímicos sobre la germinación 
de conidios T. koningiopsis Th003. De un cultivo 
del hongo en PDA se colectaron los conidios reali-
zando una suspensión que se ajustó a una concen-
tración de 1x107 conidios mL-1 mediante la técnica 
recuento en cámara de Neubauer. Posteriormente, 
se tomó 1 mL que se transfirió a matraces Erlenme-
yers que contenían 20 mL de las soluciones de cada 
agroquímico según las dosis establecidas (Cuadros 
1, 2 y 3). Como control se tuvieron los conidios del 
hongo suspendidos en agua. Las soluciones inocu-
ladas se dejaron en reposo por una hora a 17 °C 
simulando el tiempo que podrían permanecer en un 
equipo de fumigación durante su aplicación. Pos-
teriormente, de cada Erlenmeyer se tomaron 100 
μL que se dispusieron en cajas Petri con agar agua, 
esparciéndolos sobre su superficie con un rastrillo 
Drigalsky. Las cajas se incubaron durante 24 horas 
a 25 °C y posterior a esto, se realizó la lectura del 
número de conidios germinados y no germinados 
mediante el conteo de 100 conidios en un cuadro de 
agar de 1 cm2 tomando de cada caja tres cuadros. El 
porcentaje de germinación se determinó utilizando 
la fórmula: Germinación (%) = (Conidios germina-
dos / Conidios totales) x 100. Se consideró como 
una espora germinada cuando la longitud del tubo 
germinativo fue de al menos el 50% de la longi-
tud de la espora sin germinar (Muy-Rangel et al., 
2018).

Efecto de los coadyuvantes en el establecimiento 
de T. koningiopsis Th003 en la filosfera. Se pre-
pararon suspensiones de Tricotec® WG (a una con-
centración de 1x106 conidios mL-1) en soluciones 
de cada coadyuvante, dejándolas en reposo durante 
una hora, luego se aplicaron en plantas de uchuva 
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of each adjuvant, left to stand for one hour, and 
then applied to five-month-old cape gooseberry 
(Physalis peruviana) plants in a field crop. The 
biopesticide prepared in water at the concentration 
described above was applied as a control. Seven 
days later, 10 leaves were taken from the plants and 
packed in paper bags for analysis in the laboratory. 
The leaves were cut into 1 cm2 fragments using a 
sterile stainless steel punch, 10 g were taken and 
placed in Erlenmeyers with 90 mL of 0.1% Tween 
80 (stock suspension) and left in constant agitation 
at 150 rpm for one hour. Subsequently, a 1:10 
dilution was made from each, which was vortexed 
for 30 seconds. From each stock suspension and 
dilution, 100 μL were taken and placed in Petri 
dishes with Rose Bengal + chloramphenicol agar 
(Oxoid CM0549) (three dishes per dilution), the 
aliquot was distributed homogeneously with a 
Drigalsky rake. The dishes were incubated at 25 
°C for 5 days, after which colony forming units 
(CFU) were counted and the results expressed as 
Log (CFU g-1). 

Experimental design and data analysis. The assays 
were established under a completely randomized 
experimental design. The experimental unit (EU) 
corresponded to a Petri dish, with 10 replicates 
for the evaluation of the effect of agrochemicals 
on mycelial growth and three replicates for the 
evaluation of the effect on conidial germination. 
Data were subjected to analysis of variance and 
means were compared by Fisher’s LSD test (*= 
P>0.05) using Statistix 10.0 statistical software.

RESULTS

Effect of agrochemicals on mycelial growth of 
T. koningiopsis Th003. In experiments testing 
the impact of fungicides on mycelial growth, 

(Physalis peruviana) de cinco meses de edad que 
se encontraban en un cultivo en campo.  Como con-
trol se aplicó el bioplaguicida preparado en agua 
en la concentración descrita anteriormente. Siete 
días después, de las plantas se tomaron 10 hojas, 
empacándolas en bolsa de papel para su análisis en 
el laboratorio. Las hojas se cortaron en fragmentos 
de 1 cm2 empleando un sacabocado de acero inoxi-
dable estéril, se tomaron 10 g y se dispusieron en 
Erlenmeyers con 90 mL de Tween 80 al 0.1% (sus-
pensión madre) dejándolos en agitación constante a 
150 rpm durante una hora. Posteriormente, de cada 
uno se realizó una dilución 1:10, que se agitó en 
vórtex durante 30 segundos. De cada suspensión 
madre y dilución se tomaron 100 µL que se dispu-
sieron en cajas Petri con agar Rosa de Bengala + 
cloranfenicol (Oxoid CM0549) (tres cajas por dilu-
ción), la alícuota se distribuyó de forma homogénea 
con un rastrillo Drigalsky. Las cajas se incubaron a 
25 °C durante 5 días y posterior a este se contaron 
las unidades formadoras de colonia (UFC) expre-
sando los resultados como Log (UFC g-1). 

Diseño experimental y análisis de datos. Los en-
sayos se establecieron bajo un diseño experimen-
tal completamente al azar. La unidad experimental 
(UE) correspondió a una caja Petri, teniendo 10 
repeticiones para la evaluación del efecto de los 
agroquímicos sobre el crecimiento micelial y tres 
para la evaluación del efecto sobre germinación de 
los conidios. Los datos se sometieron a un análisis 
de varianza y las medias se compararon mediante 
una prueba LSD de Fisher (*= P>0.05) usando el 
software estadístico Statistix 10.0.

RESULTADOS

Efecto de los agroquímicos sobre el crecimiento 
micelial de T. koningiopsis Th003. En presencia 
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no inhibition was observed in the presence of 
Cyazofamid, Dimethomorph, Fenamidone - 
Fosetyl-Al, Fosetyl - Propamocarb, Fluopicolide 
- Propamocarb, Hexaconazole, Mandipropamid, 
and Propamocarb - Fenamidone. There were no 
significant differences between these fungicides 
and the control (Figure 1).

However, when the fungus encountered a 
medium containing Flutriafol, Kasugamycin, and 

de Ciazofamida, Dimetomorf, Fenamidone - 
Fosetyl-Al, Fosetil - Propamocarb, Fluopicolide 
- Propamocarb, Hexaconazole, Mandipropamid y 
Propamocarb – Fenamidona, no se observó inhibi-
ción del crecimiento micelial, así como diferencias 
significativas entre estos fungicidas y el control 
(Figura 1).

Al exponer el hongo en presencia del medio con 
Flutriafol, Kasugamicina y Fenhexamid - Tebuconazol 
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Figure 1.	 Inhibition of mycelial growth of T. koningiopsis Th003 on Sabouraud agar supplemented with fungicides. Columns 
with the same letter are not significantly different according to Fisher LSD test (*= P>0.05).

Figura 1.	Inhibición del crecimiento micelial de T. koningiopsis Th003 en agar Sabouraud suplementado con fungicidas. 
Columnas con la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Fisher LSD (*= 
P>0.05).
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Fenhexamid - Tebuconazole, there was a growth 
inhibition ranging from 34 to 48%. In the presence 
of Azoxystrobin - Difenoconazole, Dodine, 
Fluazinam, Fludioxonil - Cyprodinil, Pyrimethanil 
- Iprodione, Iminoctadine Tris (Albesilate), 
Himexazole, Propiconazole, and Tebuconazole 
- Trifloxystrobin, the inhibition ranged from 60 
to 79% (Figure 1). While Thiram - Pyrimethanil, 
Prochloraz, Thiabendazole, Spiroxamine, and 
Triadimenol -Tebuconazole completely halted the 
growth of T. koningiopsis Th003 (Figure 1).

In relation to insecticides, only Beta-Cyfluthrin 
- Imidacloprid Permethrin and Malathion reduced 
fungal growth, inhibiting it by 23% and 44% 
respectively. These were also the sole insecticides 
to exhibit significant differences compared to the 
control (Figure 2).

la inhibición de su crecimiento estuvo entre el 34 
y 48%, mientras que al exponerse a Azoxistrobina 
- Difenoconazole, Dodine, Fluazinam, Fludioxonil 
– Ciprodinil, Pyrimethanil - Iprodione, Iminocta-
dine Tris (Albesilate), Himexazol, Propiconazole 
y Tebuconazole - Trifloxystrobin la inhibición del 
crecimiento micelial estuvo entre un 60 y 79% 
(Figura 1). Entre tanto, en presencia de Thiram - 
Pirimetanil, Procloraz, Tiabendazol, Spiroxamina 
y Triadimenol -Tebuconazole el crecimiento de T. 
koningiopsis Th003 fue inhibido totalmente (Figu-
ra 1).

Con respecto a los insecticidas, solo en presen-
cia de Beta-Cyuthrin - lmidacloprid Permetrina 
(inhibición del 23%) y Malathion (inhibición del 
44%) se observó reducción del crecimiento del 
hongo, siendo a su vez los únicos insecticidas que 
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Figure 2.	 Inhibition of mycelial growth of T. koningiopsis Th003 on Sabouraud agar supplemented with insecticides. 
Columns with the same letter are not significantly different according to Fisher LSD test (*= P>0.05).

Figura 2.	Inhibición del crecimiento micelial de T. koningiopsis Th003 en agar Sabouraud suplementado con insecticidas. 
Columnas con la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Fisher LSD (*= 
P>0.05).
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Regarding the adjuvants, Carrier® had no 
effect on the mycelial growth of T. koningiopsis 
Th003. However, other adjuvants inhibited growth 
between 44 and 70%, with Fluyex® showing the 
maximum inhibition (Figure 3).

presentaron diferencias significativas con respecto 
al control (Figura 2). 

En cuanto a los coadyuvantes, Carrier® no in-
hibió el crecimiento micelial de T. koningiopsis 
Th003, mientras que los restantes lo hicieron entre 
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Figure 3.	 Inhibition of mycelial growth of T. koningiopsis Th003 on Sabouraud agar supplemented with adjuvants. Columns 
with the same letter are not significantly different according to Fisher LSD test (*= P>0.05).

Figura 3.	Inhibición del crecimiento micelial de T. koningiopsis Th003 en agar Sabouraud suplementado con coadyuvantes. 
Columnas con la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Fisher LSD (*= 
P>0.05).

Effect of agrochemicals on the germination of 
conidia of T. koningiopsis Th003. In the presence 
of Dodine, Metalaxyl-M - Mancozeb and Thiram 
- Pyrimethanil, conidial germination was totally 
inhibited, while Iminoctadine Tris (Albesilate) only 
allowed it in 14% and Fluazinam and Plocloraz in 
63% (Figure 4). Meanwhile, in the presence of the 
other fungicides the germination of conidia was 
≥ 87%, 13 of them without presenting significant 
differences with respect to the control.

As for the insecticides, the conidia in the 
presence of Chlorfenapyr presented a germination 

un 44 y 70%, siendo en Fluyex® donde se observó 
la mayor inhibición (Figura 3).

Efecto de los agroquímicos sobre la germinación 
de los conidios de T. koningiopsis Th003. En pre-
sencia de Dodine, Metalaxil-M – Mancozeb y Thi-
ram - Pirimetanil la germinación de los conidios 
fue inhibida totalmente, mientras que Iminoctadi-
ne Tris (Albesilate) solo la permitió en un 14% y 
Fluazinam y Plocloraz en un 63% (Figura 4). En-
tre tanto, en presencia de los demás fungicidas la 
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of 84%, lower than that obtained with the other 
insecticides, where a germination of ≥ 97% was 
obtained, without presenting significant differences 
with respect to the control (Figure 5). With respect 
to the adjuvants, five of them presented significant 
differences with respect to the control; however, 
germination in the presence of all of them was ≥ 
93% (Figure 6).

germinación de los conidios fue ≥ 87%, 13 de ellos 
sin presentar diferencias significativas con respecto 
al control.

En cuanto a los insecticidas, los conidios en pre-
sencia de Clorfenapir presentaron una germinación 
del 84%, menor a la obtenida con los demás insec-
ticidas, en los cuales se obtuvieron germinaciones 
≥ 97%, sin presentar diferencias significativas con 
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Figure 4.	 Germination of T. koningiopsis Th003 conidia exposed to fungicide solutions. Columns with the same letter are not 
significantly different according to Fisher LSD test (*= P>0.05).

Figura 4.	Germinación de conidios de T. koningiopsis Th003 en exposición a soluciones de fungicidas. Columnas con la 
misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Fisher LSD (*= P>0.05).
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Figure 5.	 Germination of conidia of T. koningiopsis Th003 exposed to insecticide solutions. Columns with the same letter are 

not significantly different according to Fisher LSD test (*= P>0.05).
Figura 5.	Germinación de conidios de T. koningiopsis Th003 en exposición a soluciones de insecticidas. Columnas con la 

misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Fisher LSD (*= P>0.05).

Figure 6.	 Germination of conidia of T. koningiopsis Th003 exposed to adjuvant solutions. Columns with the same letter are 
not significantly different according to Fisher LSD test (*= P>0.05). 

Figura 6.	Germinación de conidios de T. koningiopsis Th003 en exposición a soluciones de coadyuvantes. Columnas con la 
misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Fisher LSD (*= P>0.05). 
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Effect of adjuvants on the establishment of T. 
koningiopsis Th003 in the phyllosphere. The 
highest populations of T. koningiopsis Th003 
were recovered in the treatments corresponding 
to Agrotin® SL and HIPOTENSOR, with means 
of 3.5 and 3.3 log (CFU g-1) respectively, showing 
significant differences compared to the other 
treatments. The control presented a mean of 2.9 log 
(CFU g-1) and together with Fluyex® and INEX-A®, 
with means of 2.7 log (CFU g-1), showed the lowest 
values for recovered populations of the fungus 
(Figure 7).

respecto al control (Figura 5). Con respecto a los 
coadyuvantes, cinco de ellos presentaron diferen-
cias significativas con respecto al control; no obs-
tante, la germinación en presencia de todos ellos 
fue ≥ 93% (Figura 6).

Efecto de los coadyuvantes en el establecimien-
to de T. koningiopsis Th003 en la filosfera. Las 
mayores poblaciones de T. koningiopsis Th003 se 
recuperaron en los tratamientos correspondientes a 
Agrotin® SL e HIPOTENSOR con medias de 3.5 y 

Figure 7.	 Populations of T. koningiopsis Th003 recovered from the cape gooseberry phyllosphere seven days after spraying 
the biopesticide Tricotec® WG prepared in suspensions of the adjuvants. 

Figura 7.	Poblaciones de T. koningiopsis Th003 recuperadas de la filosfera de uchuva siete días después de la aspersión del 
bioplaguicida Tricotec® WG preparado en las suspensiones de los coadyuvantes. 
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DISCUSSION 

The fungicides used for controlling oomycete 
phytopathogens (Cyazofamid, Dimethomorph, 
Fenamidone - Fosetyl-Al, Fosetyl - Propamocarb, 
Fluopicolide - Propamocarb, Hexaconazole, 

3.3 log (UFC g-1) respectivamente, presentando di-
ferencias significativas con los demás tratamientos.  
El control presentó una media de 2.9 log (UFC g-1) 
y junto a Fluyex® e INEX-A® con medias de 2.7 log 
(UFC g-1) presentaron los menores valores para las 
poblaciones recuperadas del hongo (Figura 7).
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Mandipropamid, Propamocarb - Fenamidone) did 
not affect mycelial growth or conidial germination 
of T. koningiopsis Th003 (with the exception of 
Metalaxyl-M - Mancozeb). Oomycetes have a 
cell wall consisting of cellulose and sitosterol as 
membrane lipid (Restrepo et al., 2016), unlike 
fungi which have chitin and ergosterol (Gow et al., 
2017). Since some of these fungicides negatively 
affect the oomycete cell wall, the lack of cellulose 
and sitosterol in T. koningiopsis Th003 may explain 
why they did not inhibit growth.

Meanwhile, other fungicides used against 
B. cinerea, Colletotrichum sp., Alternaria sp., 
Helminthosporium sp, or Rhizoctonia solani, 
inhibited mycelial growth up to 100%, indicating 
toxic effects. However, only Dodine, Metalaxyl-M - 
Mancozeb, Thiram - Pyrimethanil and Iminoctadine 
Tris (Albesilate) affected conidial germination, 
while with others, germination was less impacted, 
perhaps due to tolerance as reported for some 
Trichoderma species against certain fungicides 
(Escudero-Leyva et al., 2022). 

 Agrochemicals used as adjuvants and 
insecticides can stimulate or inhibit mycelial 
growth as well as the germination of conidia of 
antagonistic fungi (Rashid et al., 2012; Sain et 
al., 2022). These effects depend on the chemical 
properties of the agrochemical, the concentration 
used, and the biology of the fungus. For example, a 
study by Sabogal-Vargas et al. (2023) showed that 
the insecticide chlorpyrifos at concentrations of 
960, 1,200 and 1,440 mg L-1 increasingly inhibited 
mycelial growth of Trichoderma asperellum TCA3, 
T. asperellum TCA21 and T. harzianum TCA23. 
However, germination of T. asperellum TCA21 
conidia was not inhibited. The inhibition of conidia 
germination in the other strains was attributed to 
an accumulation of self-inhibitors of germination, 
causing a state of dormancy (Sabogal-Vargas et al., 
2023).

DISCUSIÓN 

Los fungicidas utilizados para el control de fito-
patógenos oomicetos (Ciazofamida, Dimetomorf, 
Fenamidone - Fosetyl-Al, Fosetil - Propamocarb, 
Fluopicolide - Propamocarb, Hexaconazole, Man-
dipropamid, Propamocarb - Fenamidona) no afec-
taron el crecimiento micelial o la germinación de 
los conidios de T. koningiopsis Th003 (a excepción 
de Metalaxil-M - Mancozeb). Los oomicetos po-
seen una pared celular conformada por celulosa y 
sitosterol como lípido de membrana (Restrepo et 
al., 2016) a diferencia de una pared con quitina y 
una membrana con ergosterol en los hongos (Gow 
et al., 2017), siendo posible que, ya que algunos de 
estos fungicidas tienen un efecto negativo sobre la 
pared de los oomicetos, la ausencia de celulosa y 
sitosterol en T. koningiopsis Th003 pudo en parte 
ser la causa de que estos fungicidas no afectaran 
negativamente su crecimiento.  

Entre tanto, los demás fungicidas, utilizados en 
el control de B. cinerea, Colletotrichum sp., Alter-
naria sp., Helminthosporium sp., o Rhizoctonia 
solani, inhibieron el crecimiento micelial, algunos 
incluso hasta en un 100%, mostrando un efecto 
tóxico de los principios activos; sin embargo, solo 
Dodine, Metalaxil-M - Mancozeb, Thiram - Piri-
metanil e Iminoctadine Tris (Albesilate)  afectaron 
la germinación de los conidios, hasta en un 100%, 
mientras que con el resto, la germinación no se 
afectó severamente, quizás por un efecto de tole-
rancia a los principios activos evaluados, fenómeno 
reportado para fungicidas como Azoxystrobin, Clo-
rotalonil, Ciproconazol, Propineb y Tolclofos-metil 
en diferentes especies de Trichoderma (Escudero-
Leyva et al., 2022). 

 Agroquímicos como coadyuvantes e insecti-
cidas, pueden estimular o inhibir el crecimiento 
micelial así como la germinación de conidios de 
hongos antagonistas (Rashid et al., 2012; Sain et 
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For some insecticides and adjuvants, the 
inhibitory effect on mycelial growth but not 
conidial germination has been related to alteration 
of the electrostatic charge of the fungal surface and 
potential elimination of the mucous layer covering 
the conidia. This may occur by interruption of 
metabolism in the cell wall and its effect on 
membrane permeability (Clifford and Hislop, 
1975; Rashid et al., 2012; Fait et al., 2019). The 
active ingredient of the biopesticide is conidia 
of the fungus. When applied in the phyllosphere 
suspended in adjuvant solutions, the conidia 
germinated and the fungus became established 
despite the presence of adjuvants and insecticides. 
Consequently, populations of T. koningiopsis 
Th003 recovered were higher or similar to the 
control. Thus, both the adjuvants and insecticides 
evaluated could potentially be applied together with 
the biopesticide, a condition that also applies to the 
fungicides that did not affect conidial germination.

 The tolerance and resistance of a fungus to 
fungicides is considered an evolutionary process, 
where exposure to an active ingredient exerts 
selection pressure on a population, killing the 
initial wild population but not the altered mutant 
population. Thus, overexposure accelerates changes 
towards tolerant and resistant populations, which 
have developed mechanisms such as alteration 
or overexpression of the fungicide target site, 
detoxification, and exclusion or expulsion from the 
site of action (FRAC, 2019).

However, the tolerance that T. koningiopsis 
Th003 showed for some agrochemicals, particularly 
fungicides, may be innate to the fungus’s 
metabolism. In the production of the Tricotec® WG 
biopesticide, the fungus used is not exposed to any 
agrochemicals, as it comes from a germplasm bank 
rather than being recovered from the environment. 
This implies that T. koningiopsis Th003 may 
possess inherent stress tolerance genes, as reported 

al., 2022), efectos dependen de las propiedades 
químicas del agroquímico, concentración de uso y 
de la biología del hongo, en este sentido estudios 
desarrollados por Sabogal-Vargas et al. (2023) de-
mostraron que el insecticida clorpirifos en concen-
traciones de 960, 1.200 y 1.440 mg. L-1 inhibía el 
crecimiento micelial de Trichoderma asperellum 
TCA3, T. asperellum TCA21 y Trichoderma har-
zianum TCA23 conforme su concentración aumen-
tó, no obstante, la germinación de los conidios de T. 
asperellum TCA21 no se vio afectada, relacionan-
do la inhibición de la germinación de los conidios 
en las otras cepas a una acumulación de auto - inhi-
bidores de la germinación, que provocó en estos un 
estado de dormancia (Sabogal-Vargas et al., 2023).

Para algunos insecticidas y coadyuvantes, el 
efecto inhibitorio se ha relacionado con la altera-
ción de la carga electrostática de la superficie fún-
gica y la potencial eliminación de la capa muco-
sa que cubre los conidios, por la interrupción del 
metabolismo en la pared celular y su afecto en la 
permeabilidad de la membrana (Clifford y Hislop, 
1975; Rashid et al., 2012; Fait el at., 2019);  lo que 
explicaría particularmente porque el crecimien-
to micelial se inhibió, pero no la germinación de 
los conidios. El principio activo del bioplaguicida 
son conidios del hongo y cuando se aplicaron en 
la filosfera suspendidos en las soluciones de los 
coadyuvantes, germinaron y el hongo se estableció 
en la filosfera, razón por la cual, las poblaciones 
de T. koningiopsis Th003 recuperadas fueron su-
periores o similares al control; con lo cual se pue-
de proponer que tanto los coadyuvantes como los 
insecticidas evaluados pueden ser aplicados junto 
con el bioplaguicida, condición que se aplica  con 
los fungicidas que no afectaron la germinación de 
los conidios. 

 La tolerancia y resistencia de un hongo prin-
cipalmente a los fungicidas es considerado como 
un proceso evolutivo, donde la exposición a un 
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for other Trichoderma species. It may also produce 
degradative enzymes or proteins responsible for 
regulating agrochemical degradation processes, 
allowing it to tolerate and grow in their presence 
(Tripathi et al., 2013; Ramangouda et al., 2023).

CONCLUSIONS

The fungicides used to control oomycetes 
(Cyazofamid, Dimethomorph, Fenamidone - 
Fosetyl-Al, Fosetyl - Propamocarb, Fluopicolide 
- Propamocarb, Hexaconazole, Mandipropamid, 
Propamocarb - Fenamidone) did not affect mycelial 
growth or conidia germination of T. koningiopsis 
Th003. In contrast, those used against ascomycetes 
or basidiomycetes showed some inhibition. 
Mycelial growth was completely inhibited by 
Thiram - Pyrimethanil, Prochloraz, Thiabendazole, 
Spiroxamine and Triadimenol -Tebuconazole. 
Thiram - Pyrimethanil, Dodine and Iminoctadine 
Tris (Albesilate) also inhibited conidial germination. 
The insecticides Beta-Cyfluthrin - Imidacloprid, 
Permethrin and Malathion inhibited mycelial 
growth but did not affect conidia germination. 
Most adjuvants inhibited mycelial growth by 44-
70% but did not impact conidia germination or 
fungal establishment on the leaf surface. Carrier® 
was the exception with no effect. Thus, considering 
integrated pest management strategies, it is possible 
to mix adjuvants, insecticides and fungicides that 
did not inhibit T. koningiopsis Th003 conidia 
germination with the biopesticide.

Acknowledgement
The authors would like to thank the Corporación 

Colombiana de Investigación Agropecuaria - AGROSAVIA 

for funding the project “Adjustment and optimization of 

bioproducts phase III”, which allowed the development of this 

work.

principio activo ejerce presión de selección so-
bre una población, matando a la población inicial 
(silvestre) pero no a la alterada (mutante), de esta 
forma la sobreexposición acelera los cambios hacia 
poblaciones tolerantes y resistentes, las cuales han 
desarrollan mecanismos como la alteración o so-
breexpresión del sitio de acción del fungicida, su 
detoxificación y su exclusión o expulsión desde el 
sitio de acción (FRAC, 2019). 

No obstante, la tolerancia que T. koningiopsis 
Th003 mostró para algunos agroquímicos, en parti-
cular fungicidas, puede deberse al metabolismo del 
hongo, ya que, en la fabricación del bioplaguici-
da Tricotec® WG el hongo utilizado no se expone 
a ningún agroquímico, empleándose para esto un 
banco de germoplasma y no el hongo recuperado 
del ambiente, lo cual puede suponer tal como se 
ha reportado para otras especies de Trichoderma 
la presencia de genes de tolerancia al estrés en T. 
koningiopsis Th003 , así como la producción de 
enzimas degradadoras o proteínas responsables de 
regular procesos de degradación del agroquímico, 
permitiéndole tolerarlo y crecer en su presencia 
(Tripathi et al., 2013; Ramangouda et al., 2023).

CONCLUSIONES

Los fungicidas utilizados en el control de oomi-
cetos (Ciazofamida, Dimetomorf, Fenamidone - 
Fosetyl-Al, Fosetil - Propamocarb, Fluopicolide 
- Propamocarb, Hexaconazole, Mandipropamid, 
Propamocarb – Fenamidona) no afectaron el creci-
miento micelial o la germinación de los conidios de 
T. koningiopsis Th003, mientras que aquellos utili-
zados en el control de ascomicetos o basidiomice-
tos presentaron alguna inhibición, no obstante, en 
presencia de Thiram - Pirimetanil, Procloraz, Tia-
bendazol, Spiroxamina y Triadimenol -Tebucona-
zole, el crecimiento fue inhibió totalmente. Thiram 
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- Pirimetanil, Dodine y Iminoctadine Tris (Albe-
silate) inhibieron la germinación de los conidios. 
Insecticidas como Beta- Ciflutrina - Imidacloprid, 
Permetrina y Malatión inhibieron el crecimiento; 
sin embargo, no afectaron la germinación de coni-
dios. Respecto a los coadyuvantes a excepción de 
Carrier®, inhibieron el crecimiento micelial entre 
un 44 y 70% pero no afectaron la germinación de 
los conidios o el establecimiento del hongo en la 
superficie foliar. De este modo y pensando en el 
desarrollo de estrategias de manejo integrado, es 
posible mezclar los coadyuvantes, insecticidas y 
los fungicidas que no afectaron la germinación de 
los conidios de T. koningiopsis Th003 con el bio-
plaguicida.
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Abstract. In the literature, RNA-based 
interference methods have been proposed for 
the control of pathogenic fungi in plants, such as 
virus-mediated silencing (VIGS). The objective 
of this work was to evaluate the functionality and 
efficiency of the VIGS EuMV-YP∆CHS4 vector, 
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Resumen. En la literatura, se han propuesto mé-
todos basados en el ARN de interferencia para el 
control de hongos patógenos en plantas, como el 
silenciamiento mediado por virus (VIGS). En este 
trabajo se evaluó la funcionalidad y la eficiencia 
del vector VIGS EuMV-YP∆CHS4, el cual contie-
ne un fragmento de la secuencia del gen de la quiti-
na sintasa 4 (CHS4) de Fusarium sp. y fue construi-
do a partir del vector EuMV-YP:∆AV1. Se evaluó 
el vector VIGS en dos condiciones en plantas de 
Nicotiana benthamiana: plantas con inoculación 
previa con Fusarium sp. y en plantas con inocula-
ción del hongo posterior a la inoculación del vector 
VIGS. Los resultados mostraron que la aplicación 
de EuMV-YP∆CHS4 en ambos tratamientos pro-
vocó un retardo en la caída de hojas durante los 
primeros días de la infección y una disminución 
significativa del daño en el tallo de las plantas 
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which contains a fragment of the Fusarium sp. 
chitin synthase 4 (CHS4) gene sequence, and was 
constructed from the EuMV-YP vector:∆AV1. The 
VIGS vector was evaluated under two conditions 
in Nicotiana benthamiana plants previously 
inoculated with Fusarium sp. and in plants with 
inoculation after the inoculation of the VIGS vector. 
The results showed that in both treatments with the 
EuMV-YP∆CHS4, a delay in leaf fall during the 
first days of infection and a decrease in the stem 
damage of almost one centimeter, compared to 
the control infected with the fungus. In addition, 
a reduction of up to 30% in the relative expression 
of the CHS4 gene was observed. These results 
suggest that the application of VIGS vectors may 
be efficient as a strategy to protect plants against 
Fusarium sp. 

Keywords: Silencing RNA, Euphorbia mosaic 
virus-Yucatán peninsula, cross-kingdom

Plant diseases caused by fungal pathogens are 
a significant threat to food security (Fernandez-
San Millan et al., 2021; Delgado-Baquerizo et 
al., 2020). Fungi are estimated to be accountable 
for losses exceeding 65% in global crop yield, an 
annual escalation attributed to factors like shifts 
in agricultural practices and excessive usage of 
synthetic fungicides. These elements contribute 
to the emergence of resistant strains, complicating 
the control and early-stage detection of fungal 
infections (Delgado-Baquerizo et al., 2020; 
Fernandez-San Millan et al., 2021; Sharma and 
Sharma, 2020).

Prominent among the soil-borne fungal 
pathogens affecting plants are those belonging to 
the Fusarium genus, known for their pronounced 
pathogenicity. These fungi have been associated 
with numerous diseases across more than 200 crop 

infectadas, comparadas con el control infectado 
con el hongo. Además, se observó una reducción de 
hasta 30% en la expresión relativa del gen CHS4. 
Estos resultados sugieren que la aplicación de los 
vectores VIGS puede ser una estrategia eficiente 
para proteger a las plantas contra Fusarium sp.

Palabras clave: ARN de silenciamiento, Euphor-
bia mosaic virus-Yucatán península, entre reinos 
“cross-kingdom”

Las enfermedades ocasionadas en plantas por 
patógenos fúngicos son una de las amenazas prin-
cipales en la seguridad alimentaria (Fernandez-
San Millan et al., 2021; Delgado-Baquerizo et 
al.,2020). Se estima que los hongos son responsa-
bles de pérdidas de más del 65% en los cultivos 
en todo el mundo, las cuales año con año van en 
aumento debido a factores como el cambio en las 
prácticas agrícolas, el uso desmedido de fungicidas 
sintéticos, entre otros, lo que genera la aparición 
de cepas resistentes y la dificultad para controlar e 
identificar las infecciones fúngicas en etapas tem-
pranas (Delgado-Baquerizo et al.,2020; Fernandez-
San Millan et al., 2021; Sharma y Sharma, 2020).

Entre los principales hongos patógenos del sue-
lo que afectan a las plantas se encuentran los hon-
gos del género Fusarium, los cuales se caracterizan 
por ser altamente patogénicos y se han relacionado 
con diferentes enfermedades en más de 200 espe-
cies de cultivos a nivel mundial, ocasionando gra-
ves pérdidas económicas (Fernandez-San Millan et 
al., 2021; Sampaio et al., 2020; Summerell, 2019). 
Estos hongos se caracterizan por invadir el tejido 
vascular de las plantas e inducir síntomas como el 
oscurecimiento y la pudrición de la raíz y el tallo, el 
marchitamiento, el retraso del crecimiento y la de-
foliación, debido al bloqueo del xilema impidiendo 
el movimiento del agua y nutrientes en la planta, 
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species worldwide, causing significant economic 
losses (Fernandez-San Millan et al., 2021; Sampaio 
et al., 2020; Summerell, 2019). Their invasion of 
plants’vascular tissue leads to symptoms such as 
root and stem discoloration, decay, wilting, growth 
inhibition, and defoliation. These effects result from 
the blockage of xylem, impeding the movement of 
water and nutrients within the plant and ultimately 
leading to its death (Fernandez-San Millan et al., 
2021; Sampaio et al., 2020).

The primary challenge in controlling these 
pathogens lies in their capability to reside within 
host organisms and form structures that enable 
them to remain dormant in the soil in the absence 
of hosts (Fernandez-San Millan et al., 2021; Panth 
et al., 2020). 

An alternative approach for pest and disease 
control involves the utilization of RNA interference 
(RNAi), a natural mechanism in plants. Plants 
employ RNAi, which originates from viral 
infections, to generate specific resistance as a 
defense against viral attacks (Baulcombe, 2004). 
RNAi is generated through a process known as post-
transcriptional gene silencing. This mechanism 
involves the recognition of double-stranded RNA 
(dsRNA) intermediates from the virus replication 
stage, which are cleaved into short RNAs of 21-
26 nucleotides by an RNase III-like enzyme 
called Dicer. These small RNAs are incorporated 
into a RNA-induced silencing complex (RISC), 
containing an Argonaute (AGO) protein with 
endonucleolytic activity for cleaving the target 
RNA (Baulcombe, 2004; Van Kammen, 1997; Zhu 
et al., 2019). The tool known as virus-induced gene 
silencing (VIGS) was developed based on this 
natural mechanism. VIGS employs viral vectors 
designed to carry the fragment of the gene of 
interest for silencing, enabling the analysis of gene 
functions in plants (Baulcombe, 1999; Bekele et 
al., 2019). Additionally, it aids in pathogen control 

hasta provocar su muerte (Fernandez-San Millan et 
al., 2021; Sampaio et al., 2020). Además, el control 
de estos patógenos se ha dificultado principalmente 
por su capacidad de habitar en el interior de sus 
hospederos y por producir estructuras que les per-
miten permanecer en estado de latencia en el suelo 
cuando los hospederos están ausentes (Fernandez-
San Millan et al., 2021; Panth et al., 2020). 

Un enfoque alternativo para el control de pla-
gas y enfermedades es el empleo de ARN de in-
terferencia (ARNi), un mecanismo natural de las 
plantas, que emplean los ARNi producidos a partir 
de una infección por virus para generar una resis-
tencia específica como defensa contra ese ataque 
viral (Baulcombe, 2004). Los ARNi se producen a 
través de un proceso conocido como silenciamien-
to génico post-transcripcional. Este mecanismo 
involucra el reconocimiento de intermediarios de 
ARN de doble cadena (ARNds) de la etapa de re-
plicación de los virus, que son cortados en ARNs 
cortos de 21-26 nucleótidos por una enzima tipo 
RNasa III llamada Dicer. Estos ARN pequeños se 
incorporan a un complejo silenciador inducido por 
ARN (RISC, por sus siglas en inglés), que contie-
ne una proteína tipo Argonauta (AGO), con activi-
dad endonucleolítica para el corte del ARN obje-
tivo (Baulcombe, 2004; Van Kammen, 1997; Zhu 
et al., 2019). Basados en este mecanismo natural, 
se desarrolló la herramienta denominada silencia-
miento génico inducido por virus (VIGS, por sus 
siglas en inglés), que emplea vectores virales di-
señados para transportar el fragmento del gen de 
interés que se quiere silenciar, lo cual permite el 
análisis de la función de genes en plantas (Baul-
combe, 1999; Bekele et al., 2019) y el control de 
patógenos, al replicarse de manera sistémica junto 
con el genoma viral (Lange et al., 2013; Becker and 
Lange, 2010). El silenciamiento génico ha demos-
trado eficacia para reducir los síntomas producidos 
por diferentes especies de Fusarium en plantas de 
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by systemic replication alongside the viral genome 
(Lange et al., 2013; Becker and Lange, 2010). 
Gene silencing has demonstrated effectiveness in 
reducing symptoms caused by different Fusarium 
species in Arabidopsis thaliana plants, through 
the silencing of the lanosterol C14α-demethylase 
gene (Koch et al., 2013). It has also been employed 
in banana (Musa spp.) by targeting genes related 
to conidial development and the production of 
velvet and FTF toxins (Ghag et al., 2014), in wheat 
(Triticum aestivum) by silencing the CHS3 gene 
of the chitin synthase family (Cheng et al., 2015), 
and in barley (Hordeum vulgare) through silencing 
AGO and DICER genes essential for the silencing 
mechanism (Werner et al., 2020).

Other potential target genes for the control of 
plant pathogenic fungi by gene silencing include 
chitin synthases (CHS), which are enzymes 
involved in the biosynthesis of chitin, an important 
structural component of the fungal cell wall 
(Roncero et al., 2003; Lenardon et al., 2010). 
Chitin and CHS are absent in plants and mammals, 
so this gene family has been considered a safe 
and attractive target for antifungal development 
(Martín-Udíroz et al., 2004; Cheng et al., 2015). 
Plant pathogenic fungi have multiple CHS genes 
and all of them have different roles in development 
and virulence (Lenardon et al., 2012; Geoghegan 
et al., 2017). It has been reported that mutation 
of chitin synthase V can cause alterations such 
as decreased infective capacity of Fusarium 
oxysporum in tomato (Solanum lycopersicum) 
plants (Madrid et al., 2003), but silencing of this 
same gene in Fusarium culmorum is not associated 
with reduced symptoms in maize plants (Chen et 
al., 2016). Likewise, in some Fusarium species, 
the evaluation of CHS4 has not been possible by 
generating mutants, but in silico evaluation has 
reported the possible existence of one or more 
CHS4 genes that have been related to a high identity 

Arabidopsis thaliana, mediante el silenciamiento 
del gen lanosterol C14α-desmetilasa (Koch et al., 
2013); en banano (Musa spp.), con el silenciamien-
to de los genes relacionados con el desarrollo de 
los conidios y en la producción de toxinas velvet y 
ftf (Ghag et al., 2014), en trigo (Triticum aestivum), 
silenciando el gen CHS3 de la familia de las quitina 
sintasas (Cheng et al.,2015); en plantas de cebada 
(Hordeum vulgare) mediante el silenciamiento de 
los genes AGO y DICER requeridos para el meca-
nismo de silenciamiento (Werner et al., 2020).

Otros posibles genes blancos para el control de 
hongos fitopatógenos mediante el silenciamiento 
génico son las quitinas sintasas (CHS), que son 
enzimas involucradas en la biosíntesis de quitina, 
un componente estructural importante de la pared 
celular fúngica (Roncero et al., 2003; Lenardon 
et al., 2010). La quitina y las CHS se encuentran 
ausentes en plantas y mamíferos, por lo que esta 
familia de genes ha sido considerada como un ob-
jetivo seguro y atractivo para el desarrollo de anti-
fúngicos (Martín-Udíroz et al., 2004; Cheng et al., 
2015). Los hongos fitopatógenos tienen múltiples 
genes de CHS y todos ellos presentan diferentes 
funciones en el desarrollo y en la virulencia (Le-
nardon et al., 2012; Geoghegan et al., 2017). Se 
ha reportado que la mutación de la quitina sintasa 
V puede provocar alteraciones como la disminu-
ción de la capacidad infectiva de Fusarium oxys-
porum en plantas de jitomate (Solanum lycopersi-
cum) (Madrid et al., 2003), pero el silenciamien-
to de este mismo gen en Fusarium culmorum no 
está asociado con la reducción de los síntomas en 
plantas de maíz (Chen et al., 2016). Así mismo, en 
algunas especies de Fusarium, la evaluación de la 
CHS4 no ha sido posible mediante la generación de 
mutantes, pero la evaluación in silico ha reportado 
la posible existencia de uno o más genes de CHS4 
que se ha relacionado con una alta identidad con 
el gen CHS7; sin embargo, análisis de la actividad 
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with the CHS7 gene; however, analysis of CHS4 
activity in Saccharomyces cerevisiae showed that 
they do not present the same cellular localization 
nor the same function in development (Larson et 
al., 2011; Martín-Udíroz et al., 2004; Roncero et 
al., 2003). However, in Penicillium chrysogenum 
it was observed that mutation of this gene reduces 
conidia formation and presents atrophied hyphae, 
causing changes in penicillin production (Liu et al., 
2013). These reports demonstrate that the function 
and characteristics of each chitin synthase differ 
depending on the fungal species and this also varies 
according to the interactions that the pathogen has 
with the host plant and its environment.

Gene silencing across organisms from different 
biological kingdoms is achievable through 
bidirectional molecule exchange. This exchange 
occurs, for instance, between pathogens and 
host plants (Wang et al., 2016) and through cell-
cell molecule movement. This inter-kingdom 
communication also involves transport mechanisms 
such as vesicles or receptor proteins (Majumdar et 
al., 2017; Weiberg et al., 2015). Moreover, certain 
fungal pathogens like Botrytis cinerea have the 
capacity to produce RNA interference (RNAi), 
enabling them to impede plant defense genes 
(Wang et al., 2017). Conversely, plant microRNA 
production initiates fungal gene silencing. For 
instance, in cotton (Gossypium hirsutum) plants 
expressing miR166 and miR159, specific genes 
of Verticillium dahliae are silenced, resulting in 
pathogen resistance (Zhang et al., 2016). While 
this approach is effective, it necessitates the use of 
genetically modified organisms (GMOs) (Cai et al., 
2019).

An alternative strategy involves RNAi 
production in plants and subsequent transport to 
fungi via plant-replicating viral vectors, known as 
virus-induced gene silencing (VIGS). The systemic 
movement of RNAi from plants to fungi highlights 

de CHS4 en Saccharomyces cerevisiae, demostró 
que no presentan la misma localización celular ni 
la misma función en el desarrollo (Larson et al., 
2011; Martín-Udíroz et al., 2004, Roncero et al., 
2003). Sin embargo, en Penicillium chrysogenum 
se observó que la mutación de este gen reduce la 
formación de conidios y presenta hifas atrofiadas, 
provocando cambios en la producción de penicilina 
(Liu et al., 2013). Estos reportes demuestran que 
la función y características de cada quitina sintasa 
es diferente dependiendo de la especie de hongo y 
esto también varía de acuerdo con las interacciones 
que tenga el patógeno con la planta hospedera y su 
ambiente.

El silenciamiento génico entre organismos de 
diferentes reinos biológicos es posible mediante el 
intercambio bidireccional de moléculas, por ejem-
plo, entre el patógeno y la planta hospedera (Wang 
et al., 2016), a través del movimiento de moléculas 
de célula-célula, así como también se han observa-
do diferentes mecanismos asociados al movimiento 
como el transporte mediante vesículas o proteínas 
receptoras (Majumdar et al., 2017; Weiberg et al., 
2015). Además, se han reportado a patógenos fún-
gicos como Botrytis cinerea que producen ARNi 
para inhibir  genes de la defensa de las plantas 
(Wang et al., 2017), pero también se ha inducido 
la producción de microARN fúngicos en las plan-
tas para controlar a los patógenos, por ejemplo, se 
ha observado que plantas de algodón (Gossypium 
hirsutum) transformadas para expresar miR166 
y miR159 logran el silenciamiento específico de 
genes de Verticillium dahliae y de esta manera se 
genera resistencia contra este patógeno (Zhang et 
al., 2016). Aunque es un método eficaz, implica la 
generación de organismos genéticamente modifica-
dos (OGM) (Cai et al., 2019).

Una alternativa para la generación de resisten-
cia en las plantas, sin la necesidad de generar cul-
tivos transgénicos, es la producción y transporte 
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the biotechnological potential of RNAi silencing 
models (Cai et al., 2018). This study aims to assess 
a VIGS vector carrying a fragment of the Fusarium 
sp. CHS4 gene for its effectiveness in controlling 
fungal infection in Nicotiana benthamiana.

MATERIALS AND METHODS

Plant material. Seeds of Nicotiana benthamiana 
were germinated in 120 mL unicel containers with 
Sunshine #3 special fine mix, which contains short 
fiber peatmoss, dolomitic lime and vermiculite, at 
25±2 °C, with a photoperiod of 16/8 hours light/
dark and weekly fertilization with 4 mL L-1 of 
Bayfolan® Forte (Bayer de México, S.A. de C.V. 
CropScience Division).

Fungal material. The fungus Fusarium sp. strain 
INECOL_BM-06, provided by the Institute of 
Ecology A.C. (INECOL), was used. This strain 
was isolated from the ambrosial insect Xylosandrus 
morigerus in the Jaguaroundi ecological park in 
Coatzacoalcos, Veracruz (Carreras-Villaseñor et 
al., 2022). The strain was maintained on Potato 
Dextrose Agar (PDA) plates (BD, DifcoTM, 
Franklin Lakes, NJ, USA), with subcultures 
every 30 days at room temperature, and was also 
preserved in 20% glycerol at -80 °C for 6 to 24 
months.

Cloning of the chitin synthase 4 gene 
fragment of Fusarium sp. The fungal 
CHS4 gene fragment was amplified from 
DNA using the oligonucleotides CHS4F 
(5’-CAAATTATCCTCCTCATGTCGTTC-3’) and 
CHS4R (5’-TCAGGATCTTTCACCATGGC-3’). 
These oligonucleotides amplify a 204 bp region 
encompassing the distinctive domain of chitin 
synthase 4 found in filamentous fungi. The design of 

de ARNi de plantas a hongos empleando vectores 
virales que se pueden replicar en plantas (VIGS). 
Debido al movimiento sistémico de moléculas de 
ARNi de las plantas hacia los hongos, los modelos 
de silenciamiento por ARNi presentan una ventaja 
biotecnológica para su aplicación (Cai et al., 2018). 
El objetivo de este trabajo fue evaluar la funcionali-
dad y la eficiencia de un vector VIGS que contenga 
un fragmento del gen CHS4 de Fusarium sp. para 
controlar el proceso de infección de este hongo en 
Nicotiana benthamiana.

MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetal. Se emplearon semillas de Nico-
tiana benthamiana, las cuales fueron germinadas 
en recipientes de unicel de 120 mL con mezcla fina 
especial Sunshine #3, el cual contiene peatmoss de 
fibra corta, cal dolomítica y vermiculita, a 25±2 °C, 
con fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad y ferti-
lización semanal con 4 mL L-1 de Bayfolan® Forte 
(Bayer de México, S.A. de C.V. División CropS-
cience).

Material fúngico. Se empleó el hongo Fusarium 
sp. cepa Inecol_BM-06, proporcionada por el Ins-
tituto de Ecología A. C (INECOL), el cual fue ais-
lada del insecto ambrosial Xylosandrus morigerus 
en el parque ecológico Jaguaroundi, en Coatzacoal-
cos, Veracruz (Carreras-Villaseñor et al., 2022). La 
cepa se mantuvo en cajas de medio PDA (Potato 
Dextrose Agar, BD, Difco™, Franklin Lakes, NJ, 
USA), con resiembras cada 30 días a temperatura 
ambiente y también se conservó en glicerol al 20% 
a -80 °C de 6 a 24 meses.

Clonación del fragmento del gen de quitina sin-
tasa 4 de Fusarium sp. El fragmento del gen CHS4 
del hongo se amplificó a partir de ADN, usando 
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these oligonucleotides was based on the sequences 
from Fusarium graminearum (XM_011318750.1), 
F. oxysporum (XM_018376225.1), and F. 
verticillioides (XM_018888350.1), using the 
Primer designing tool provided by the National 
Center for Biotechnology Information (NCBI).

To ensure standardization, a series of tests 
were conducted, including gradient temperature 
alignment, annealing concentration, and 
oligonucleotide concentration assessments. The 
optimal conditions for the polymerase chain reaction 
(PCR) were as follows: initial denaturation at 95 °C 
for 1 min, followed by 30 cycles of denaturation at 
95 °C for 20 s, annealing at 58 °C for 30 s, extension 
at 72 °C for 20 s, and a final extension step at 72 
°C for 5 min. The resulting PCR product was then 
inserted into the pGEM-T Easy cloning vector 
(Promega®, Madison, WI, USA), in accordance 
with the manufacturer’s guidelines. Subsequently, 
the ligation products were employed to transform 
Escherichia coli TOP10 competent cells. 

Construction of the VIGS EuMV-YP∆CHS4 
Vector. For the development of the VIGS EuMV-
YP∆CHS4 vector, we employed the VIGS vector 
pEuMV-YP:ΔAV1, which was designed based 
on the A genomic component of the bipartite 
geminivirus Euphorbia mosaic virus-Yucatan 
peninsula (EuMV-YP; DQ318937) (Villanueva-
Alonzo et al., 2013). The 204 bp segment of 
the CHS4 gene, previously integrated into the 
pGEM:GCHS4 vector, was isolated using SphI 
and PstI restriction enzymes. Subsequently, it was 
fused with the VIGS pEuMV-YP:ΔAV1 vector, 
which had been previously treated with the same 
restriction enzymes. The resultant construct 
underwent sequencing by Macrogen Inc (Seoul, 
South Korea). Sequence analysis was performed 
using the NCBI BLASTn platform. The sequences 
were edited utilizing the Mega 6 (Tamura et al., 

los oligos CHS4F, 5’-CAAATTATCCTCATG-
TCGTTC-3’ y CHS4R 5’-TCAGGATCTTT-
CACCATGGC-3’. Los oligos amplifican una 
región de 204 pb, que comprende el dominio ca-
racterístico de la quitina sintasa 4 de hongos fila-
mentosos, diseñados a partir de las secuencias de 
Fusarium graminearum (XM_011318750.1), F. 
oxysporum (XM_018376225.1) y F. verticillioides 
(XM_018888350.1), empleando la herramienta 
“Primer designing tool” del National Center for 
Biotechology Information (NCBI, por sus siglas en 
inglés). 

Para la estandarización se realizaron pruebas 
de gradiente de temperatura de alineamiento, de 
concentración de templado y de concentración de 
oligos. Las condiciones de PCR óptimas fueron las 
siguientes: 1 ciclo a 95 °C por 1 min, 30 ciclos de 
95 °C por 20 s, 58 °C por 30 s y 72 °C por 20 s 
y una extensión final a 72 °C por 5 min. El pro-
ducto de PCR fue ligado en el vector de clonación 
pGEM-T Easy (Promega®, Madison, Wi, USA), 
siguiendo las instrucciones del proveedor. Poste-
riormente los productos de la ligación se utilizaron 
para transformar células competentes de Escheri-
chia coli TOP10. 

Construcción del vector VIGS EuMV-
YP∆CHS4. Para la construcción del vector VIGS 
EuMV-YP∆CHS4 se empleó el vector VIGS 
pEuMV-YP:ΔAV1, diseñado a partir del hemidí-
mero A del geminivirus bipartita Euphorbia mosaic 
virus-Yucatán península (EuMV-YP; DQ318937) 
(Villanueva-Alonzo et al., 2013). Se liberó el frag-
mento de 204 pb del gen CHS4 clonado en el vector 
pGEM:GCHS4 con las enzimas de restricción SphI 
y PstI y se ligó al VIGS pEuMV-YP:ΔAV1 que 
previamente había sido digerido con las mismas 
enzimas de restricción. La construcción obtenida 
fue enviada a secuenciar a la compañía Macrogen 
Inc (Seúl, Corea del Sur). El análisis de la secuencia 
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2013) and Biedit (Hall, 1999) software to eliminate 
vector-specific elements.

Inoculation of N. benthamiana plants with 
Fusarium sp. A fungal culture grown for 15-30 days 
in Potato Dextrose Broth (PDB) liquid medium (BD 
Difco™, Franklin Lakes, NJ, USA) was utilized. 
The mycelium was gathered and homogenized 
in a blender at maximum speed for 1 minute. 
The concentration of the mycelial fragments was 
adjusted to 106 mL-1 and combined with grenetin 
to reach a final concentration of 1% (v/v). This 
mixture of mycelial fragments was applied to a 
previously created scalpel cut of approximately 0.5 
mm on the stem, positioned between the root and 
the first petiole of each plant. Uninoculated control 
plants (SI) harboring Fusarium sp. were inoculated 
with 1% (v/v) grenetin at the incision point. The 
plants were then maintained under the photoperiod 
conditions outlined earlier, either for 14 days or 
until plant mortality occurred. 

Silencing induced by the VIGS EuMV-
YP∆CHS4 vector in the context of Fusarium 
sp. and N. benthamiana interaction. To assess 
the influence of VIGS vector treatments during the 
infection process, symptoms of leaf drop and stem 
necrosis were monitored in N. benthamiana plants. 
Two groups were examined, each comprising six 
3-week-old plants per treatment and collection 
day: the initial group of N. benthamiana plants 
was exposed to fungal inoculation five days prior 
to being subjected to bombardment with gold 
microprojectiles coated with VIGS vector DNA (as 
detailed later). Stem samples were obtained at 7 and 
14 days post bombardment (dpB), corresponding to 
12 and 19 days post inoculation (dpI) with Fusarium 
sp. These plants were labeled as E-CHS4 (7 dpB/12 
dpI and 14 dpB/19 dpI, respectively). In the second 
group of N. benthamiana plants, bombardment with 

se realizó en la plataforma BLASTn del NCBI. 
Las secuencias fueron editadas con los programas 
Mega 6 (Tamura et al., 2013) y Biedit (Hall, 1999) 
para eliminar la secuencia correspondiente al vec-
tor.

Inoculación de plantas de N. benthamiana con 
Fusarium sp. Se empleó un cultivo del hongo de 
15-30 días de crecimiento en medio líquido PDB 
(Potato Dextrose Broth, BD Difco™, Franklin 
Lakes, NJ, USA), se colectó el micelio y se homo-
genizó en una licuadora durante 1 minuto a máxi-
ma velocidad. La concentración de fragmentos se 
ajustó a 106 fragmentos de micelio mL-1 y se mez-
cló con grenetina a una concentración final de 1% 
(v/v). La mezcla de fragmentos de micelio se aplicó 
sobre un corte de bisturí de aproximadamente 0.5 
mm realizado previamente en el tallo, en el área en-
tre la raíz y el primer peciolo de cada planta. A las 
plantas control sin inocular (SI) con Fusarium sp. 
se les colocó grenetina al 1% (v/v) en el punto de 
corte. Las plantas se mantuvieron en las condicio-
nes de fotoperiodo descritas previamente, durante 
14 días o hasta la muerte de la planta. 

Silenciamiento promovido por el vector VIGS 
EuMV-YP∆CHS4 durante la interacción de Fu-
sarium sp.-N. benthamiana. Para analizar el efec-
to de los tratamientos con el vector VIGS durante 
el proceso de infección, se observaron los síntomas 
de caída de hojas y el necrosamiento del tallo en 
plantas de N. benthamiana. Para ello se evalua-
ron dos grupos, en cada grupo se emplearon seis 
plantas de tres semanas de edad por tratamiento y 
por día de colecta: el primer grupo de plantas de N. 
benthamiana fueron inoculadas con el hongo cinco 
días antes de ser bombardeadas con microproyecti-
les de oro recubiertos con el ADN del vector VIGS 
(procedimiento descrito posteriormente) y se toma-
ron muestras de tallo a los 7 y 14 días posteriores 
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the VIGS vector preceded fungal inoculation by 5 
days, adhering to the previously detailed conditions. 
Stem samples were collected at 7 and 14 dpI. 
These plants were designated as O-CHS4 (7 dpI/12 
dpB and 14 dpI/19 dpB). All experiments were 
conducted in triplicate with 6 plants per replicate, 
yielding a total of 18 plants per treatment/collection 
day over the study period. For both examined 
plant groups, bombardment was performed using 
1 μm gold microprojectiles (BioRad, Hercules, 
California, USA) coated with 10 μg of DNA for 
each viral component. In particular, 5 μg of the 
VIGS vector EuMV-YPΔCHS4 and 5 μg of the 
wild-type EuMV-YP component B were used for 
component A. Bombardment was conducted from a 
2 cm distance from the plant, employing 30 PSI of 
helium gas. Control groups consisted of SI plants 
and plants solely inoculated with Fusarium sp (I). 
The number of lost leaves and the extent of damage 
caused by the fungus during the initial week were 
documented.

Quantitative PCR (qPCR) analysis of the 
relative expression of the CHS4 gene during the 
Fusarium sp. -N. benthamiana interaction. To 
assess the relative expression of the CHS4 gene, 
RNA extraction from collected stems was realized 
using TRIzolTM Reagent (Invitrogen, Carlsbad, 
CA, USA) according to the provided guidelines. 
Subsequently, for cDNA synthesis, 100-500 ng of 
total RNA and SuperScript III Reverse Transcriptase 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) were employed. 
In brief, 200 ng of oligo dT (Invitrogen, Carlsbad, 
CA, USA) was incubated for 5 minutes at 65 °C, 
followed by 1 minute on ice. Then, 4 μL of first-
strand buffer, 1 μL of 0.1M DTT, and 1 μL of 
RNAseOUTTM were added and incubated at 25 
°C for 5 minutes, followed by 50 °C for 60 minutes; 
finally, the reaction was deactivated by incubation 
at 70 °C for 15 minutes (modified from Gerard et 

al bombardeo (dpB) correspondiente a 12 y 19 
días posterior a la inoculación (dpI) con Fusarium 
sp. Estas plantas se nombraron como E-CHS4 (7 
dpB/12 dpI y 14 dpB/19 dpI, respectivamente). 
El segundo grupo de plantas de N. benthamiana, 
fueron bombardeadas primero con el vector VIGS 
y cinco días después del bombardeo fueron inocu-
ladas con el hongo, con las condiciones descritas 
anteriormente. Se colectaron muestras de tallo a 
los 7 y 14 dpI. Estas plantas se nombraron como 
O-CHS4 (7 dpI/ 12 dpB y 14 dpI/ 19 dpB). Todos 
los experimentos se realizaron con 3 réplicas con 6 
plantas por réplica, teniendo un total de 18 plantas 
por tratamiento/día de colecta en el curso temporal.
Para ambos grupos de plantas evaluadas, se bom-
bardearon con microproyectiles de oro de 1 µm 
(BioRad, Hercules, California, USA) cubiertos con 
10 µg de ADN de cada componente viral; para el 
componente A se emplearon 5 µg del vector VIGS 
EuMV-YP∆CHS4 y 5 µg del componente B de Eu-
MV-YP del virus silvestre. El bombardeo se realizó 
a 2 cm de distancia de la planta y con 30 PSI de gas 
helio. Los controles empleados fueron plantas SI 
y plantas únicamente inoculadas con Fusarium sp 
(I). Se contabilizó el número de hojas pérdidas y la 
longitud del daño causado por el hongo durante la 
primera semana.

Análisis por PCR cuantitativo (qPCR) de la ex-
presión relativa del gen CHS4 durante la inte-
racción Fusarium sp. -N. benthamiana. Para eva-
luar la expresión relativa del gen CHS4, se realizó 
previamente la extracción del ARN de los tallos co-
lectados, utilizando TRIzol™ Reagent (Invitrogen, 
Carlsband, CA, USA), siguiendo las indicaciones 
del proveedor. Posteriormente, para la síntesis de 
ADNc se emplearon 100-500 ng de ARN total y la 
SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitrogen, 
Carlsband, CA, USA). Brevemente, se emplearon 
200 ng de oligo dT (Invitrogen, Carlsband, CA, 
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al., 1997). Subsequently, 10-20 ng of cDNA was 
utilized for qPCR reactions. These reactions were 
conducted using the Applied Biosystems StepOne 
Real-Time PCR system (Applied Biosystems, Life 
Technologies, NY, USA) with a 48-well setup, 
along with SYBR Green qPCR SuperMix-UDG 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The qPCR 
conditions were as follows: one cycle of 50 °C for 
2 minutes and 95 °C for 5 minutes, followed by 40 
cycles of 95 °C for 30 seconds, 58 °C for 1 minute, 
and 72 °C for 30 seconds. The oligos used were 
CHS4F, 5’-CAAATTATCCTCATGTCGTTC-3’, 
and CHS4R 5’-TCAGGATCTTTCACCATGGC-3’ 
as previously mentioned. The results were 
normalized to the actin gene of Fusarium solani 
(XM_046282608.1). The treatments used to assess 
expression were as follows: (1) Uninoculated 
plants, (2) Plants inoculated with the fungus, (3) 
Plants inoculated with the vector, (4) E-CHS4 plants 
7dpB/12dpI, (5) E-CHS14 plants 14dpB/19dpI, 
(6) O-CHS4 plants 7dpI/12dpB, and (7) Plants 
14dpI/19dpB. Amplifications were performed in 
quadruplicate, and relative expression levels were 
calculated using the 2-ΔΔCT method (Livak and 
Schmittgen, 2001).

Statistical analysis. The data acquired concerning 
leaf loss and lesion size were subjected to 
ANOVA, followed by the Tukey post hoc test, 
using a significance level of p=0.05, through the 
employment of RStudio Team (2022) software. 
Before the ANOVA test, the normality of the data 
was assessed using the Shapiro-Wilk test, and the 
homogeneity of variances was verified through the 
Levene test.
 

RESULTS

Analysis of the cloned CHS4 gene fragment.  
The obtained results indicated that the cloned 

USA), se incubó por 5 min a 65 °C y luego en hielo 
por 1 min, se agregaron 4 µL de first-strand buffer, 
1 µL de 0.1M DTT, 1 µL de RNAseOUT™, se in-
cubó a 25 °C por 5 min, posteriormente a 50 °C 
por 60 min, finalmente se inactivó la reacción incu-
bando a 70 °C por 15 min (modificado de Gerard 
et al., 1997). Luego se emplearon de 10-20 ng de 
ADNc para las reacciones de qPCR. Las reacciones 
se realizaron en el equipo de Applied Biosystems 
StepOne Real-Time PCR system (Applied Biosys-
tems, Life Technologies, NY, USA) de 48 pozos y 
usando SYBR Green qPCR SuperMix-UDG (Invi-
trogen, Carlsband, CA, USA). Las condiciones de 
qPCR fueron las siguientes: un ciclo de 50 °C por 2 
min y 95 °C por 5 min, 40 ciclos de 95 °C por 30s, 
58 °C por 1min y 72 °C por 30 s. Los oligos utili-
zados fueron CHS4F, 5’-CAAATTATCCTCATG-
TCGTTC-3’ y CHS4R 5’-TCAGGATCTTTCAC-
CATGGC-3’ mencionados anteriormente. Los re-
sultados fueron normalizados con el gen de actina 
de Fusarium solani (XM_046282608.1). Los trata-
mientos empleados para evaluar la expresión fue-
ron los siguientes: (1) Plantas sin inocular (2) Plan-
tas inoculadas con el hongo, (3) Plantas inoculadas 
con el vector, (4) Plantas E-CHS4 7dpB/12dpI, (5) 
Plantas E-CHS14 dpB/19dpI, (6) Plantas O-CHS4 
7dpI/12dpB y (7) Plantas 14dpI/19dpB. Las ampli-
ficaciones se realizaron por cuadruplicado y los ni-
veles de expresión relativa se calcularon usando el 
método 2-ΔΔCT (Livak y Schmittgen, 2001).

Análisis estadístico. Los datos obtenidos de la pér-
dida de hojas y el tamaño de la lesión fueron anali-
zados mediante la prueba de ANOVA y Tukey post 
hoc test con un nivel de significancia de p=0.05 
usando el software RStudio Team (2022). Antes de 
la prueba de ANOVA, se usaron la prueba de Sha-
piro-Wilk para probar la normalidad de los datos y 
la prueba de Levene para la homogeneidad de las 
varianzas.
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gene fragment exhibited a 95% identity with the 
chitin synthase 4 gene of Fusarium vanettenii 
(XM_003053353.1), a 95% identity with the CHS4 
gene of F. facilforme (CP104050.1), and a 94% 
identity with the CHS4 gene of a F. solani strain 
(CP090036.1). Upon translating the 204-nucleotide 
fragment into a protein, a sequence of 68 amino 
acid residues was discerned (Figure 1), within 
which the DADT domain was identified. This 
domain is among those characterizing the chitin 
synthase family 4, which is the most prevalent 
among filamentous fungi (Pacheco-Arjona and 
Ramirez-Prado, 2014).

RESULTADOS

Análisis del fragmento de CHS4 clonado.  Los 
resultados obtenidos mostraron que el fragmento 
del gen clonado presentó un 95% de identidad con 
el gen de la quitina sintasa 4 de Fusarium vanette-
nii (XM_003053353.1), 95% de identidad con el 
gen CHS4 de F. facilforme (CP104050.1) y 94% 
de identidad con el gen CHS4 de una cepa de F. 
solani (CP090036.1). Al traducir a proteína el frag-
mento obtenido de 204 nucleótidos, se observó una 
secuencia de aminoácidos de 68 residuos (Figura 
1), en el que se identificó el dominio DADT, que 

 

Figure 1.	 Amino acid and nucleotide sequence of the partial CHS4 fragment from Fusarium sp. The inset shows the DADT 
domain, which characterizes family 4 of fungal chitin synthases.

Figura 1.	 Secuencia de aminoácidos y nucleótidos del fragmento parcial de CHS4 de Fusarium sp. En el recuadro se muestra 
el dominio DADT, que caracteriza a la familia 4 de las quitinas sintasas de hongo.

Evaluation of the symptomatology of Fusarium 
sp. inoculation in N. benthamiana. A comparison 
was made between the symptoms observed in the 
two groups of plants. The results revealed that 
within the E-CHS4 treatment, the average leaf 
loss amounted to 4 per plant during the initial 
week of Fusarium sp. infection, whereas for the 
O-CHS4 treatment, the average leaf loss per plant 
was 3. In the case of healthy SI plants, the average 
count of shed leaves was 2, a natural occurrence 
stemming from mechanical damage inflicted on 
the plants. Among the infection control plants 
(I), the average leaf loss reached 6. In the course 

es uno de los dominios que caracteriza a la fami-
lia 4 de las quitinas sintasas, la más distribuida en 
hongos filamentosos (Pacheco-Arjona y Ramirez-
Prado, 2014).

Evaluación de la sintomatología de la inocula-
ción de Fusarium en N. benthamiana. Se com-
pararon los síntomas observados en los dos grupos 
de plantas.  Los resultados mostraron que en el 
tratamiento E-CHS4 la pérdida promedio de hojas 
fue de 4 por planta durante la primera semana de la 
infección con Fusarium sp., mientras que para el 
tratamiento O-CHS4, la pérdida promedio de hojas 
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of the statistical analysis, a noteworthy disparity 
in leaf drop emerged between the E-CHS4, 
O-CHS4, and SI treatments compared to the I 
treatment. Nevertheless, no significant difference 
materialized between the E-CHS4 and O-CHS4 
treatments, and similarly, no significant difference 
was evident between the O-CHS4 treatment and 
the SI control. However, a marked variance was 
discerned between the E-CHS4 treatment and the 
SI control (Figure 2A). Another variable subjected 
to analysis for gauging the efficacy of VIGS 
treatments was the size of lesions arising from the 
fungus on plant stems. The average lesion size on 
N. benthamiana stems with E-CHS4 and O-CHS4 
treatments measured 2 cm, whereas plants subject 
to the I treatment displayed lesions averaging 3 
cm. SI control plants exhibited an average lesion 

fue de 3 por planta. En las plantas sanas SI, el pro-
medio de hojas pérdidas fue de 2, esta caída natural 
fue consecuencia del daño mecánico realizado a la 
planta. Las plantas control de la infección con el 
hongo (I) el promedio de pérdida de hojas fue de 6.  
En el análisis estadístico se observó diferencia sig-
nificativa en la caída de hojas entre los tratamientos 
E-CHS4, O-CHS4 y SI con el tratamiento I, pero no 
se observó diferencia significativa entre los trata-
mientos E-CHS4 y O-CHS4, así como tampoco se 
obtuvo diferencia significativa entre el tratamiento 
O-CHS4 con el control SI, pero si se observó di-
ferencia significativa entre el tratamiento E-CHS4 
con el control SI (Figura 2A). Otra variable anali-
zada para establecer la eficiencia de los tratamien-
tos con VIGS fue el tamaño de la lesión causada 
por el hongo en el tallo de las plantas. El tamaño 
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Figure 2.	 Number of leaves lost and average lesion size in cm, during E-CHS4 and O-CHS4 treatment with the VIGS 
vector EuMV-YP∆CHS4. A. Average number of leaves lost in N. benthamiana plants with E-CHS4 and O-CHS4 
treatment, healthy control plants (SI) and plants inoculated with Fusarium sp. (I). B. Average lesion size in cm in 
plants with treatment E-CHS4, O-CHS4, SI and I. Letters above the bar indicate significant differences, with a 
Tukey’s analysis test with a p < 0.05. 

Figura 2.	 Número de hojas perdidas y tamaño promedio de lesión en cm, durante tratamiento E-CHS4 y O-CHS4 con el 
vector VIGS EuMV-YP∆CHS4. A. Número promedio de hojas perdidas en plantas de N. benthamiana con el 
tratamiento E-CHS4 y O-CHS4, plantas control sana (SI) y plantas inoculadas con Fusarium sp. (I). B. Tamaño 
promedio de lesión en cm en plantas con el tratamiento E-CHS4, O-CHS4, SI e I. Las letras arriba de la barra 
indican las diferencias significativas, con una prueba de análisis de Tukey’s con una p < 0.05. 
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size of 1 cm due to scalpel-induced mechanical 
damage. Statistical evaluation indicated that the 
mean lesion size did not display a significant 
difference between the E-CHS4 and O-CHS4 
treatments. However, both treatments showed a 
substantial disparity when compared to the I plants 
solely infected with Fusarium sp. (Figure 2B). 
Collectively, these findings imply that treatments 
involving the EuMV-YPΔCHS4 VIGS vector can 
mitigate the symptoms triggered by Fusarium 
sp. in N. benthamiana. During the course of the 
experiment, other symptoms caused by the fungus 
were analyzed, such as loss of turgor, increased 
wilting and reduced plant growth. In Figure 3A 
line 1, it was observed that after 7dpB/12dpI, the I 
plants showed symptoms such as loss of turgor in 
the upper leaves and wrinkling and wilting of the 

promedio de las lesiones en los tallos de N. bentha-
miana con los tratamientos E-CHS4 y O-CHS4 fue 
de 2 cm, mientras que las plantas con el tratamien-
to I tuvieron lesiones con un promedio de 3 cm y 
en las plantas control SI presentaron un tamaño de 
lesión promedio de 1 cm, este debido al daño mecá-
nico realizado con el bisturí.  El análisis estadístico 
mostró que el promedio del tamaño de la lesión no 
tuvo diferencia significativa entre los tratamientos 
E-CHS4 y O-CHS4, pero ambos tratamientos mos-
traron una diferencia significativa con las plantas 
I, aquellas únicamente infectadas con Fusarium 
sp. (Figura 2B). Estos resultados sugieren que los 
tratamientos con el vector VIGS EuMV-YP∆CHS4 
pueden atenuar los síntomas causados por Fusa-
rium sp. en N. benthamia. Durante el curso del ex-
perimento se analizaron otros síntomas causados 

A B

Figure 3.	 Symptom analysis in N. benthamiana plants inoculated with Fusarium sp. and subsequently inoculated with 
the VIGS vector EuMV-YP∆CHS4 (treatment E-CHS4). A. N. benthamiana plants at 7dpB/12dpI and B. N. 
benthamiana plants at 14dpB/19 dpI; SI: healthy control plants, I: plants inoculated with Fusarium sp. and 
E-CHS4: plants inoculated with Fusarium sp. and inoculated with the VIGS vector EuMV-YP∆CHS4. 1: Top 
view and 2: Side view of plants. 

Figura 3.	 Análisis de síntomas en plantas de N. benthamiana inoculadas con Fusarium sp. y posteriormente inoculadas 
con el vector VIGS EuMV-YP∆CHS4 (tratamiento E-CHS4). A. Plantas de N. benthamiana a los 7dpB/12dpI y 
B. Plantas de N. benthamiana a los 14dpB/19 dpI; SI: plantas control sana, I: plantas inoculadas con Fusarium 
sp. y E-CHS4: plantas inoculadas con Fusarium sp. e inoculadas con el vector VIGS EuMV-YP∆CHS4. 1: Vista 
superior y 2: Vista lateral de las plantas. 
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same, while the plants with the E-CHS4 treatment 
showed physiological characteristics similar to 
the SI control plants (Figure 3A, line 1); however, 
wrinkling was presented in the upper leaves and a 
decrease in growth was observed compared to the 
plants with the SI control treatment. Stem necrosis 
was also observed (Figure 3A line 2). The effect 
on symptom attenuation was not permanent, since 
at 14 dpB/19 dpI (Figure 3B), the plants with the 
E-CHS4 treatment showed symptoms of wilting 
and wrinkling of the upper leaves, loss of leaf turgor 
and stem necrosis (Figure 3B line 1), specifically 
the stem necrosis presented characteristics similar 
to those observed in the I plants (Figure 3B line 2).
In the O-CHS4 treatment, it was observed that 
the plants at 7 dpI/12 dpB showed a lower level 
of symptoms compared to the I plants and showed 
characteristics similar to the SI control plants 
(Figure 4A line 1), only damage was observed at the 
base of the stem (Figure 4A line 2). The decrease 

por el hongo como pérdida de turgencia, aumento 
del marchitamiento y la reducción del crecimiento 
de las plantas. En la Figura 3A línea 1, se observó 
que después de los 7dpB/12dpI, las plantas I pre-
sentaron síntomas como la pérdida de turgencia de 
las hojas superiores y el arrugamiento y marchita-
miento de las mismas, mientras que las plantas con 
el tratamiento E-CHS4 mostraron características 
fisiológicas similares a las plantas control SI (Fi-
gura 3A, línea 1); sin embargo, se presentó arru-
gamiento en las hojas superiores y se observó una 
disminución del crecimiento en comparación con 
las plantas con el tratamiento control SI. También 
se observó el necrosamiento en el tallo (Figura 3A 
línea 2). El efecto en la atenuación de los síntomas 
no fue permanente, ya que a los 14 dpB/19 dpI (Fi-
gura 3B), las plantas con el tratamiento E-CHS4 
mostraron síntomas de marchitamiento y arruga-
miento de las hojas superiores, pérdida de turgen-
cia de las hojas y necrosamiento del tallo (Figura 

A B

Figure 4.	 Symptom analysis in N. benthamiana plants inoculated with the VIGS vector EuMV-YP∆CHS4 and subsequently 
inoculated with Fusarium sp. (treatment O-CHS4). A. Plants at 7dpI/12dpB. B. Plants at 14 dpI and 19 dpB; SI: 
healthy control plants, I: plants inoculated with Fusarium sp and E-chs4: plants inoculated with Fusarium sp. and 
inoculated with the VIGS vector EuMV-YP∆CHS4. 1: Top view and 2: Side view of plants. 

Figura 4.	 Análisis de síntomas en plantas de N. benthamiana inoculadas con el vector VIGS EuMV-YP∆CHS4 y 
posteriormente inoculadas con Fusarium sp. (tratamiento O-CHS4). A. Plantas a los 7dpI/12dpB. B. Plantas con 
14 dpI y 19 dpB; SI: plantas control sana, I: plantas inoculadas con Fusarium sp y E-chs4: plantas inoculadas con 
Fusarium sp. e inoculadas con el vector VIGS EuMV-YP∆CHS4. 1: Vista superior y 2: Vista lateral de las plantas. 
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in symptoms in this treatment was not a permanent 
effect, since at 14 dpI/19 dpB (Figure 4B line 1), 
the symptoms of wilting and loss of leaf turgor 
increased and were similar to that observed in the 
fungal infection control plants I. The damage to 
the base of the stem of the plants with the O-CHS4 
treatment was similar to that observed in the I 
plants (Figure 4B line 2). These results showed 
that the EuMV-YPΔCHS4 VIGS vector is capable 
of delaying symptoms in the Fusarium sp.-N. 
benthamiana interaction during the establishment 
of infection, but this effect is transient.
 
Relative expression of the CHS4 gene of 
Fusarium sp. during its interaction with N. 
benthamiana plants. In plants subjected to the 
E-CHS4 treatment, it was observed that the 
expression of the CHS4 gene increased fourfold 
after 7 dpB compared to the I control. However, at 
14 dpB using the VIGS EuMV-YPΔCHS4 vector, 
the relative expression of the CHS4 gene decreased 
by 20% in comparison to the infected control 
(Figure 5). For plants treated with the O-CHS4 
regimen, a reduction in the relative expression of 
CHS4 by 30% was noted after 7 dpI in comparison 
to infected control plants. Nevertheless, at 14 dpI, 
the relative expression of the CHS4 gene increased 
2.5 times relative to the infected control (Figure 6). 
These findings suggest that the observed effects on 
the symptoms of E-CHS4 and O-CHS4 plants may 
be linked to the transient silencing of the CHS4 
gene, stemming from the presence of the EuMV-
YPΔCHS4 VIGS vector and its replication within 
N. benthamiana plants. 

DISCUSSION

In the plant-pathogen interaction, bidirectional 
exchange facilitates the establishment of pathogen 

3B línea 1), específicamente el necrosamiento del 
tallo presentó características similares al observado 
en las plantas I (Figura 3B línea 2). 

En el tratamiento O-CHS4, se observó que las 
plantas a los 7 dpI/12 dpB mostraron menor nivel 
de síntomas en comparación con las plantas I y mos-
traron características similares a las plantas control 
SI (Figura 4A línea 1), solo se observó el daño en la 
base del tallo (Figura 4A línea 2). La disminución 
de los síntomas en este tratamiento no fue un efecto 
permanente, ya que a los 14dpI/19dpB (Figura 4B 
línea 1), los síntomas de marchitamiento y pérdida 
de turgencia de las hojas aumentó y fue similar a lo 
observado en las plantas control de infección con 
el hongo I. El daño de la base del tallo de las plan-
tas con el tratamiento O-CHS4 fue similar a lo ob-
servado en las plantas I (Figura 4B línea 2). Estos 
resultados mostraron que el vector VIGS EuMV-
YP∆CHS4 es capaz de retrasar los síntomas en la 
interacción Fusarium sp.-N. benthamiana, durante 
el establecimiento de la infección, pero este efecto 
es transitorio. 

Expresión relativa del gen CHS4 de Fusarium 
sp. durante su interacción con plantas de  N. 
benthamiana. En las plantas con el tratamiento E-
CHS4 se observó que después de los 7 dpB la ex-
presión del gen CHS4 se incrementó cuatro veces 
más comparado con el control I, en cambio a los 
14 dpB con el vector VIGS EuMV-YP∆CHS4, la 
expresión del gen CHS4 disminuyó su expresión 
relativa un 20% con respecto al control infectado 
(Figura 5). En el caso de las plantas con el trata-
miento O-CHS4 se observó una disminución en la 
expresión relativa de CHS4 después de los 7 dpI, 
del 30% con respecto a las plantas control infecta-
das, sin embargo, a los 14 dpI la expresión relativa 
del gen CHS4 aumentó 2.5 veces con respecto al 
control infectado (Figura 6). Estos resultados indi-
can que el efecto observado en la sintomatología 
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infection and activation of host defense mechanisms 
(Cai et al., 2019). This study assessed the impact 
of employing a VIGS vector based on Euphorbia 
mosaic virus-Yucatan Peninsula (EuMV-YP) to 
induce silencing of the CHS4 gene of Fusarium 
sp. during its interaction with N. benthamiana. 
The results obtained demonstrated a reduction in 
symptoms among plants infected with Fusarium 
sp. and subjected to bombardment with the VIGS 
EuMV-YPΔCHS4 vector. Importantly, this effect 
was achieved without generating stable transgenic 
plants or relying on fungal mutants, which are 
conventional methods employed for the analysis of 
fungal genes.

VIGS systems initially evolved as tools for 
plant gene analysis. However, the evolution of 

de las plantas E-CHS4 y O-CHS4 puede estar re-
lacionado con el silenciamiento transitorio del gen 
CHS4, producto de la presencia del vector VIGS 
EuMV-YP∆CHS4 y su replicación en las plantas 
de N. benthamiana. 

DISCUSIÓN

En la interacción planta-patógeno el intercam-
bio bidireccional permite el establecimiento de 
una infección por parte del patógeno, así como la 
activación de la defensa del hospedero (Cai et al., 
2019). En este estudio, se evaluó el efecto de la 
aplicación de un vector VIGS basado en el Euphor-
bia mosaic virus-Yucatán península (EuMV-YP), 
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Figure 5.	 Relative quantification by qPCR analysis of the CHS4 gene fragment of Fusarium sp. in plant stems with the 
E-CHS4 treatment. The Fusarium actin gene was used to normalize the data. E-CHS4 7dpB: relative CHS4 
expression in Fusarium sp. inoculated plants at 7 days with E-CHS4 treatment; E-CHS4 14dpB: relative CHS4 
expression in N. benthamiana plants with Fusarium sp. at 14 days with E-CHS4 treatment. I: Inoculated control 
plants. 

Figura 5.	 Cuantificación relativa mediante análisis qPCR del fragmento del gen CHS4 de Fusarium sp. en tallos de plantas 
con el tratamiento E-CHS4. Se empleó el gen de la actina de Fusarium para normalizar los datos. E-CHS4 7dpB: 
Expresión relativa de CHS4 en plantas inoculadas con Fusarium sp. a los siete días con el tratamiento E-CHS4; 
E-CHS4 14dpB: expresión relativa de CHS4 en plantas de N. benthamiana con Fusarium sp. a los 14 días con el 
tratamiento E-CHS4. I: Plantas control inoculadas. 
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novel protocols and viral vectors has demonstrated 
their applicability in fungi. These systems offer 
a direct and facile strategy, effectively curtailing 
costs and labor time (Tinoco et al., 2010; Mascia 
et al., 2014). Application of the VIGS EuMV-
YPΔCHS4 vector yielded a reduction in the distinct 
symptoms induced by Fusarium sp. infection in 
N. benthamiana plants, including leaf drop and 
lesion size (Figure 2). Parallel outcomes were 
documented in studies leveraging HIGS (host-
induced gene silencing) technology. For instance, 
in A. thaliana, plants expressing dsRNA against 
the lanosterol C-14α-demethylase (CYP5) gene 
of F. graminearum remained symptom-free after 

para inducir el silenciamiento del gen CHS4 de 
Fusarium sp. durante la interacción con N. ben-
thamiana. Los resultados obtenidos demostraron 
la disminución de síntomas en las plantas infecta-
das con Fusarium sp. y bombardeadas con el vec-
tor VIGS EuMV-YP∆CHS4, sin la producción de 
plantas transgénicas estables o del uso de mutantes 
del hongo, que son los métodos empleados para el 
análisis de genes fúngicos.

Los sistemas VIGS son una herramienta desa-
rrollada originalmente para el análisis génico en 
plantas, pero el desarrollo de nuevos protocolos y 
vectores virales han demostrado su utilidad para 
el análisis en hongos, como una estrategia directa 
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Figure 6.	 Relative quantification by qPCR analysis of the CHS4 gene fragment of Fusarium sp. in plant stems with the 
O-CHS4 treatment. The Fusarium actin gene was used to normalize the data. O-CHS4 7dpI: relative CHS4 
expression in N. benthamiana plants with EuMV-YP∆CHS4 VIGS vector treatment seven days post inoculation 
with Fusarium sp.; O-CHS4 14 dpI: relative CHS4 expression in N. benthamiana plants with EuMV-YP∆CHS4 
vector treatment 14 days post inoculation with Fusarium sp. I: inoculated control plants. 

Figura 6.	 Cuantificación relativa mediante análisis qPCR del fragmento del gen CHS4 de Fusarium sp. en tallos de plantas 
con el tratamiento O-CHS4. Se empleó el gen de la actina de Fusarium para normalizar los datos. O-CHS4 7dpI: 
Expresión relativa de CHS4 en plantas de N. benthamiana con tratamiento con el vector VIGS EuMV-YP∆CHS4 
siete días posterior a la inoculación con Fusarium sp.; O-CHS4 14 dpI: expresión relativa de CHS4 en plantas de 
N. benthamiana con tratamiento con el vector EuMV-YP∆CHS4 14 días posteriores a la inoculación con Fusarium 
sp. I: plantas control inoculadas.
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infection, unlike their non-transformed dsRNA-
lacking counterparts. These plants displayed a mere 
0.9% leaf area infected, in stark contrast to the 77% 
presented by untreated, infected controls, three days 
post-inoculation (Koch et al., 2013). Conversely, 
wheat plants expressing dsRNA featuring a hairpin 
structure targeted at the chitin synthase 3 (Chs3b) 
gene of F. graminearum demonstrated subdued 
infection symptoms. Additionally, lesion length 
diminished from 8.5 mm to values ranging between 
6.7 mm and 4.5 mm across all gene constructions 
evaluated (Cheng et al., 2015). In the context of 
silencing technologies such as SIGS (Spray-induced 
gene silencing), Höfle et al. (2020) illustrated that 
applying dsRNA of varying lengths derived from 
the CYP5 gene onto A. thaliana leaves resulted 
in up to an 82% reduction in F. graminearum 
infection symptoms, compared to controls. This 
outcome echoes our observations in this study 
utilizing VIGS. Here, the EuMV-YPΔCHS4 VIGS 
vector led to a decrease in lesion size from 3 cm, as 
seen in plants solely inoculated with Fusarium sp., 
to 2 cm. From these data, it is reasonable to infer 
that silencing mechanisms may elicit disparate 
responses and phenotypes, even when targeting 
genes with related functions or within the same 
fungal species.

While the HIGS technique has been introduced 
as a strategy for exploring fungal-plant interactions, 
it operates through the generation of transgenic 
plants capable of producing RNAi (Nowara et al., 
2010; Panwar et al., 2013; Cheng et al., 2015). This 
characteristic has limited its acceptance among 
consumers due to potential unknown environmental 
consequences (Cai et al., 2019; Wang et al., 2016). 
Consequently, the use of VIGS vectors emerges 
as an alternative mechanism to the HIGS system, 
forming part of the new generation of RNA-based 
fungicides (Padilla-Roji et al., 2023). 

The application of VIGS to silence the 
expression of fungal genes has been previously 

y fácil de realizar, reduciendo costos y tiempo de 
trabajo (Tinoco et al., 2010; Mascia et al., 2014). 
La aplicación del vector VIGS EuMV-YP∆CHS4 
disminuyó los síntomas característicos provocados 
por la infección con Fusarium sp. en plantas de N. 
benthamiana, como la caída de hojas y el tamaño 
de la lesión (Figura 2). Resultados similares se 
reportaron en trabajos en los que se aplica la tec-
nología HIGS (host inducing gene silencing), por 
ejemplo, en plantas de A. thaliana que expresaban 
un ARNds contra el gen de la citocromo P450 la-
nosterol C-14α-demetilasa (CYP5) de F. graminea-
rum, las plantas infectadas con el hongo no presen-
taron síntomas de infección en comparación con 
el control infectado sin transformar con el ARNds 
a los tres días después de la inoculación, además, 
mostraron un porcentaje de área foliar infectada de 
0.9%, en contraste con el 77% que presentó el con-
trol infectado (Koch et al., 2013). Por otro lado, en 
plantas de trigo que expresaban ARNds con estruc-
tura de horquilla para el gen de la quitina sintasa 3 
(Chs3b) de F. graminearum, presentaron síntomas 
débiles de infección y una reducción en la longitud 
de la lesión de 8.5 mm a 6.7, 6.6, 5.7 y hasta 4.5 
mm en todas las construcciones evaluadas para este 
gen (Cheng et al., 2015). En el caso de tecnolo-
gías de silenciamiento como SIGS (Spray-induced 
gene silencing), Höfle et al. (2020), mostraron que 
la aplicación de ARNds del gen CYP5 de diferentes 
longitudes en hojas de A. thaliana reducía los sín-
tomas de infección por F. graminearum en hasta un 
82% en comparación del control. Este resultado es 
comparable con lo observado en  este trabajo em-
pleando VIGS, donde se reportó una reducción del 
tamaño de la lesión de 3 cm presente en las plantas 
inoculadas unicamente con Fusarium sp. a 2 cm en 
las plantas que contenían el vector VIGS EuMV-
YP∆CHS4. Con base en estos datos se sugiere 
que los mecanismos de silenciamiento presentarán 
diferentes respuestas y fenotipos, aún cuando se 
aplique a genes con actividades relacionadas o a la 
misma especie de hongo.
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documented. Barley stripe mosaic virus (BSMV) 
has served as a VIGS vehicle to express dsRNA 
targeting genes associated with the haustorium 
of Puccinia triticina f. sp. tritici (Pst) (Yin et al., 
2011). These findings revealed that silencing was 
most effective in haustorium cells with greater 
contact with host cells (Yin et al., 2011). Similarly, 
wheat plants employing BSMV as a VIGS tool 
were used to evaluate dsRNA targeting three 
Puccinia triticina (Pt) genes: PtCYC1 (cyclophilin), 
PtMAPK1 (a protein kinase), and PtCNB (a 
calcineurin regulatory subunit), all associated with 
pathogenicity. The study indicated that silencing 
any of these three target genes led to a reduction 
in lesion size during the infection process (Panwar 
et al., 2013). In another instance, BSMV-mediated 
silencing of the PstCFEM effector gene in wheat 
plants resulted in decreased sporulation, leading 
to a significant reduction in fungal biomass and 
infection area (Bai et al., 2022). In this study, the 
utilization of EuMV-YP as a VIGS vector resulted 
in observed reductions in foliar damage (leaf drop 
and wrinkling), as well as diminished lesion size 
following Fusarium sp. infection. These effects 
were attributed to the presence of the EuMV-
YPΔCHS4 VIGS vector. This suggests that VIGS 
vectors offer non-transgenic, environmentally 
friendly alternatives for studying and analyzing 
new tools against plant pathogens and insect pests 
(Coleman, 2016; Dinolfo et al., 2017; Martín-
Udíroz et al., 2004), while also highlighting the 
application potential of EuMV-YP-based VIGS 
vectors. 

Apart from the observed disparities in 
symptomatology between plants infected with 
Fusarium sp. and those treated with the VIGS 
EuMV-YPΔCHS4 vector, compared to plants 
solely infected by Fusarium sp., notable silencing 
effects of up to 20% on the CHS4 gene expression 
were evident in plants subjected to the E-CHS4 

Si bien la técnica de HIGS se ha presentado 
como una estrategia para el estudio de la interac-
ción hongo-planta, esta herramienta se realiza me-
diante la generación de plantas transgénicas capa-
ces de producir ARNi (Nowara et al., 2010; Panwar 
et al., 2013; Cheng et al., 2015), lo que provoca 
que tenga poca aceptación para su uso por los con-
sumidores y poca confiabilidad debido al descono-
cimiento de sus repercusiones ambientales (Cai et 
al., 2019; Wang et al., 2016), por lo que el empleo 
de los vectores VIGS es un mecanismo alternativo 
al sistema HIGS, como parte de la nueva genera-
ción de fungicidas basados en ARNs (Padilla-Roji 
et al., 2023).

Se ha reportado previamente la aplicación 
de VIGS para silenciar la expresión de genes de 
hongos, utilizando al Barley stripe mosaic vi-
rus (BSMV) como vehículo VIGS, para expresar 
ARNds dirigidos a genes asociados al haustorio 
de Puccinia triticina f. sp. tritici (Pst) (Yin et al., 
2011). Estos resultados mostraron que el silencia-
miento fue más eficiente en las células del hausto-
rio que estaban en mayor contacto con las células 
del hospedero (Yin et al., 2011). Por otra parte, en 
plantas de trigo utilizando al BSMV como VIGS, se 
evaluaron ARNi contra tres genes de Puccinia tri-
ticina (Pt), el gen PtCYC1 (cyclophilin), PtMAPK1 
(una proteína quinasa) y PtCNB (una unidad regu-
latoria de calcineurina), los cuales participan en la 
patogenicidad. En este estudio se observó que el si-
lenciamiento de cualquiera de los tres genes blanco 
produjo una disminución en el tamaño de la lesión 
ocasionada durante el proceso infectivo (Panwar et 
al., 2013). Así mismo, el análisis del silenciamien-
to del efector PstCFEM de Pst, empleando BSMV 
en plantas de trigo, mostraron la reducción en la 
esporulación, lo que disminuyó significativamente 
la biomasa del hongo y el área de infección (Bai et 
al., 2022). En este trabajo, empleando al EuMV-YP 
como vector VIGS, se observó la disminución del 
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treatment (Figure 5). Likewise, in plants treated 
with the O-CHS4 regimen, a significant silencing 
of 30% in the CHS4 gene expression was evident 
(Figure 6). Nevertheless, the exclusive silencing 
of the chitin synthase 4 gene proved insufficient 
to avert the progression of fungal infection, 
consequently leading to an inability for plant 
survival or recovery. 

This loss of silencing effect could be attributed to 
the presence of multiple chitin synthases. It has been 
reported that disruptions in cell wall synthesis can 
trigger a compensatory response to safeguard fungal 
cell wall integrity. This response often involves 
heightened chitin synthesis through alternative 
chitin synthase members (Kappel et al., 2020). 
Moreover, processes such as the overexpression 
of enzymes like deacetylases, which facilitate the 
conversion of chitin to chitosan, are also implicated 
(Kappel et al., 2020). Furthermore, it’s worth noting 
that the expression of one or more chitin synthase 
genes can be intricately tied to the developmental 
stage of the fungus (Roncero et al., 2003; Kappel 
et al., 2020). For instance, F. oxysporum mutants 
with single chitin synthase gene disruptions (1, 
2, or 7) exhibited no discernible variations in 
colony morphology or chitin production when 
compared to the wild-type strain (Martín-Udíroz 
et al., 2004). Conversely, the elimination of the 
CHS5 gene in F. oxysporum strains led to swollen 
hyphae, demonstrating heightened sensitivity to 
H2O2 (Roncero et al., 2003). This indicates that 
the loss of activity in a single chitin synthase gene 
can result in significant structural alterations. 
However, the impact of such loss on virulence or 
fungal development can vary across interactions. 
For instance, when an F. oxysporum strain with a 
lethal CHS5 gene mutation infected tomato plants, 
it exhibited reduced efficiency in colonizing the 
tomato vascular system and slower growth (Madrid 
et al., 2003). Conversely, the analysis of lethal 

daño foliar (caída de las hojas y arrugamiento), así 
como la disminución del tamaño de la lesión por 
la infección con Fusarium sp., como efecto de la 
presencia del vector VIGS EuMV-YP∆CHS4. Lo 
anterior nos sugiere que la aplicación de vectores 
VIGS son alternativas no transgénicas, novedosas 
y amigables para el medio ambiente, así como para 
el estudio y análisis de nuevas herramientas contra 
el combate de patógenos y de plagas de insectos 
de plantas (Coleman, 2016; Dinolfo et al., 2017; 
Martín-Udíroz et al., 2004), así mismo, muestra las 
posibilidades de aplicación de vectores VIGS basa-
dos en el EuMV-YP. 

Además de las diferencias observadas en la sin-
tomatología de las plantas infectadas con Fusarium 
sp. y tratadas con el vector VIGS EuMV-YP∆CHS4 
en comparación con las plantas que solo fueron 
infectadas con Fusarium sp., también se observó 
el silenciamiento de hasta el 20% en la expresión 
del gen CHS4 en las plantas con el tratamiento E-
CHS4 (Figura 5) y de 30% de silenciamiento en las 
plantas con el tratamiento O-CHS4 (Figura 6). Con 
todo, el silenciamiento de solo el gen de quitina 
sintasa 4 no fue suficiente para evitar el desarrollo 
de la infección del hongo y por lo tanto no permitió 
la supervivencia o recuperación de las plantas. 

Este efecto de pérdida de silenciamiento puede 
estar relacionado con la multiplicidad de las quiti-
nas sintasas, ya que se ha reportado que la perturba-
ción en la síntesis de la pared puede desencadenar 
una respuesta compensatoria para garantizar la in-
tegridad de la pared celular de hongos, principal-
mente un aumento en la síntesis de quitina a través 
de otros miembros de las quitina sintasa (Kappel 
et al., 2020); pero también están involucrados pro-
cesos como la sobre-expresión de enzimas como 
las desacetilasas, que permiten la conversión de 
quitina a quitosano (Kappel et al., 2020). Además, 
se ha observado que la expresión de uno o más 
genes de quitina sintasa está relacionada con 
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mutant strains of the CHS1 and CHS2 genes of F. 
oxysporum didn’t yield effects on chitin content or 
sporulation, and viable mutants of the CHS3 gene 
couldn’t be obtained (Martín-Udíroz et al., 2004). In 
another vein, Cheng et al. (2015) demonstrated the 
expression of CHS3 constructs that silenced gene 
expression in F. graminearum during its interaction 
with wheat plants, resulting in a remarkable 61% 
reduction in infected spikes.

The disruption of the CHS4 gene didn’t induce 
phenotypic changes in B. cinerea. In other species 
such as Aspergillus sp. and Neurospora crassa, 
where CHS4 has been identified as an enzyme with 
overlapping function, its removal didn’t result in 
conspicuous morphological shifts in the fungal 
wall. However, it did lead to a reduction in wall 
chitin concentration (Din et al., 1996). A divergent 
scenario is seen in Saccharomyces cerevisiae, where 
the CHS4 gene’s product accounts for 90% of the 
cell wall chitin production and is also intertwined 
with the modulation of the sexual cycle (Morcx et 
al., 2013). Similarly, silencing the CHS4 gene in 
Penicillium chrysogenum diminished its expression 
by 91%, subsequently causing reduced colony size 
and a decreased count of conidia (Liu et al., 2013). 
In contrast, for fungal species such as F. oxysporum, 
isolating CHS4 proved challenging. Only through 
in silico analysis using F. graminearum data could 
the existence of one or more CHS4 genes in F. 
oxysporum be ascertained, along with its connection 
to CHS7 (Martín-Udíroz et al., 2004). Thus, the 
application of VIGS technology for the analysis of 
multiple or challenging-to-isolate genes obviates 
the need for complete elimination. This approach 
allows for the study of essential genes, mutation of 
which proves lethal (Mascia et al., 2014). In this 
study, transient silencing of the Fusarium sp. CHS4 
gene was achieved using VIGS. This transient 
silencing permits the examination of its plausible 
role in the infection process in N. benthamiana, and 

la etapa de desarrollo del hongo (Roncero et al., 
2003; Kappel et al., 2020). Por ejemplo: mutantes 
de F. oxysporum en un solo gen quitina sintasa (1, 
2 o 7) no mostraron diferencias en la morfología de 
las colonias o la producción de quitina comparadas 
con la cepa silvestre (Martín-Udíroz et al., 2004). 
Mientras que la eliminación del gen CHS5 en cepas 
de F. oxysporum mostraron hifas hinchadas e hiper-
sensibles al H2O2 (Roncero et al., 2003), demos-
trando que la pérdida de actividad de un solo gen de 
quitina sintasa puede generar cambios estructurales 
importantes, mientras que en otras interacciones 
está perdida puede no influenciar en la virulencia 
o desarrollo del hongo: por ejemplo, en plantas de 
jitomate infectadas con una cepa de F. oxysporum 
con una mutante letal del gen CHS5, mostró una 
disminución en su capacidad para colonizar eficien-
temente el sistema vascular del jitomate, además de 
presentar menor tasa de crecimiento (Madrid et al., 
2003), mientras que el análisis de cepas mutantes 
letales de los genes CHS1 y CHS2 de F. oxysporum 
no generaron efectos en el contenido de quitina ni 
en la esporulación, además de que fue imposible 
obtener una mutante viable del gen CHS3 (Martín-
Udíroz et al., 2004). Por otro lado, Cheng et al. 
(2015), expresaron construcciones del CHS3 que 
silenciaron la expresión del gen en F. graminearum 
durante su interacción en plantas de trigo, lo que 
resultó en un 61% menos de espigas infectadas.

Por otro lado, la interrupción del gen CHS4 no 
provocó cambios en el fenotipo de B. cinerea, pero 
en especies como Aspergillus sp. y Neurospora 
crassa, donde se ha reportado como una enzima 
con actividad redundante, su eliminación no pro-
dujo cambios morfológicos aparentes en la pared 
del hongo, pero generó una disminución en la con-
centración de quitina de la pared (Din et al., 1996). 
En Saccharomyces cerevisiae, por el contrario, 
el producto del gen CHS4, es el responsable de 
la producción del 90% de la quitina de la pared 
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it also proposes the potential utilization of EuMV-
YP-based VIGS vectors for the analysis of other 
genes within this gene family.

In both the E-CHS4 and O-CHS4 treatments, 
noticeable alleviation of symptoms was observed 
in Fusarium sp.-infected plants, irrespective of 
the timing of VIGS EuMV-YPΔCHS4 vector 
inoculation. Prior studies by Villanueva-Alonzo 
et al. (2013) and Luna-Rivero et al. (2016) 
showcased the systemic and uniform movement 
of the pEuMV-YP:ΔAV1 vector during infection. 
This trait facilitates the evaluation of gene fragment 
replication. Thus, the observed silencing of the 
Fusarium sp. CHS4 gene could be attributed to the 
translocation of RNAi from the infection site in 
N. benthamiana to encompass the entire plant and 
fungal cells. This systemic movement advantage 
characterizes VIGS-mediated silencing as distinct 
from other RNAi strategies in plants, where RNAi 
can traverse the organism systematically from the 
site of inoculation (Mascia et al., 2014).

A plethora of studies underscore the bidirectional 
exchange of RNAs and RNAi across diverse 
kingdoms during plant-pathogen interactions. 
This process empowers pathogens to curtail plant 
defenses while concurrently furnishing plants with 
up to 60% disease resistance (Mapuranga et al., 
2023). The bidirectional nature of this exchange 
engenders evidence of such phenomena. For 
instance, Zhang et al. (2016) noted that when 
isolating the fungus Verticillium dhaliae from 
cotton plants, the obtained microRNA sequences 
primarily aligned with cotton microRNA sequences 
rather than those of the fungus. This observation 
implies that these RNAs were transported from 
cotton to the fungus during the infection process.

Likewise, evidence of the capacity of B. cinerea 
fungal cells to absorb plant exosomes emerged 
via in vitro exposure of the fungus to TET8-GFP-
labeled exosomes from A. thaliana. The uptake 

celular y además está relacionado con el cambio 
en el ciclo sexual (Morcx et al., 2013). Así mis-
mo, el silenciamineto del gen CHS4 de Penicillium 
chrysogenum, disminuyó 91% de la expresión del 
gen lo que resultó en la reducción del tamaño de la 
colonia y del número de conidios (Liu et al., 2013). 
Por lo contrario, en especies de hongos como F. 
oxysporum, el aislamiento de CHS4 no fue posible 
y solo mediante análisis in silico con datos de F. 
graminearum, se determinó la existencia de uno o 
más genes CHS4 en F. oxysporum, así como su re-
lación con CHS7 (Martín-Udíroz et al., 2004). Por 
ello, el análisis de genes múltiples o genes difíciles 
de aislar mediante la tecnología VIGS evita la ne-
cesidad de eliminarlos completamente, lo que per-
mite estudiar genes esenciales, cuya mutación es 
letal (Mascia et al., 2014). En este trabajo, median-
te VIGS se observó el silenciamiento transitorio de 
CHS4 de Fusarium sp., lo que permite analizar su 
posible participación en el proceso de infección en 
N. benthamiana y sugiere la posible aplicación de 
vectores VIGS basados en EuMV-YP, para el aná-
lisis de otros genes pertenecientes a esta familia.

Con respecto a los resultados obtenidos en am-
bos tratamientos, E-CHS4 y O-CHS4, se observó 
una disminución de los síntomas en las plantas in-
fectadas con el hongo, independientemente del mo-
mento de inoculación con el vector VIGS EuMV-
YP∆CHS4. Previamente, Villanueva-Alonzo et 
al. (2013) y Luna-Rivero et al. (2016) demostra-
ron que el vector pEuMV-YP:∆AV1 se mueve de 
manera sistémica y uniforme durante la infección, 
permitiendo la replicación del fragmento del gen 
a evaluar, por lo que el silenciamiento observado 
del gen CHS4 de Fusarium sp. puede deberse al 
movimiento de los ARNi del sitio de infección en 
N. benthamiana hacia toda la planta y a las células 
del hongo. Esta es una ventaja del silenciamiento 
mediado por VIGS sobre otros enfoques de ARNi 
en las plantas, donde los ARNi pueden moverse de 
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of exosomes by fungal cells was confirmed as 
they were found inside the fungal cells two hours 
after exposure, persisting until cellular lysis with 
Triton X-100 (Cai et al., 2018). Additionally, 
studies have indicated that spraying dsRNA onto 
barley leaves impeded F. graminearum infection 
by approximately 50% through constructs 
targeting AGO and DCL genes. Notably, these 
genes contribute not only to silencing but also to 
mycotoxin production and disease progression in F. 
graminearum. This observation highlights fungal 
pathogens’ ability to absorb environmental RNA 
(Werner et al., 2020).

The achieved results underscore that VIGS 
technology facilitates gene analysis in plant-fungus 
interactions without necessitating protocols for 
fungal transformation or generation of transgenic 
plants, unlike methodologies such as HIGS (Hua 
et al., 2018). Moreover, it obviates the reliance 
on obtaining resistant cultivars and mitigates the 
risk of instability inherent to dsRNA-based SIGS 
methodologies (Hua et al., 2018). 

CONCLUSIONS

The VIGS EuMV-YPΔCHS4 vector, derived 
from EuMV-YP, exhibited the capacity to partially 
suppress the CHS4 gene amid the Fusarium sp. 
infection in N. benthamiana plants. The principal 
consequence of silencing, brought about by 
the VIGS EuMV-YPΔCHS4 vector, lay in the 
alleviation of symptoms. These included diminished 
leaf drop, reduced lesion size on the stem, and a 
curbed loss of turgor in the plants. The assessment 
of this VIGS vector within the context of plant-
pathogen interaction illuminates its potential in 
deciphering gene significance in fungal viability 
and pathogenicity. 

manera sistémica desde el sitio de inoculación ha-
cia todo el organismo (Mascia et al., 2014).

 Diversos estudios han demostrado que el in-
tercambio de ARNs y ARNi entre diferentes rei-
nos durante la interacción planta-patógeno, es un 
proceso bidireccional que permite a los patógenos 
suprimir la defensa de las plantas, pero que también 
proporciona a las plantas resistencia a las enferme-
dades hasta en un 60% (Mapuranga et al., 2023). 
Al ser un proceso bidireccional entre patógeno y 
hospedero, es posible encontrar evidencia de estos 
intercambios, por ejemplo: Zhang et al. (2016), 
reportaron que al aislar el hongo Verticillium dha-
liae de plantas de algodón, obtuvieron secuencias 
de microARN que eran compatibles principalmen-
te con secuencias de microARN de algodón más 
que con el hongo, lo que sugiere que estos ARNs 
se transportaron del algodón al hongo durante el 
proceso de infección. En otro reporte se demostró 
la capacidad de las células fúngicas de B. cine-
rea para absorber exomas de plantas, a través de 
la exposición in vitro del hongo con exomas de A. 
thaliana marcados con TET8-GFP (un marcador 
específico de exomas, similar al observado en ma-
míferos). Se concluyó que después de dos horas los 
exomas se encontraban dentro de las células fúngi-
cas y se mantuvieron hasta que éstas fueron lisadas 
con Tritón X-100 (Cai et al., 2018). Por otro lado, 
se ha reportado que la aspersión de ARNds sobre 
hojas de cebada inhibió cerca del 50% de la infec-
ción con F. graminearum mediante construcciones 
cuyo blanco fueron los genes AGO y DCL (genes 
que además de participar en el silenciamiento, en F. 
graminearum contribuyen en la producción de mi-
cotoxinas y en el desarrollo de la enfermedad en la 
planta); esto demuestra la capacidad de los patóge-
nos fúngicos para absorber los ARN del ambiente 
(Werner et al., 2020). 
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Resumen. Elsinoe perseae (= Sphaceloma per-
seae) es el agente causal de la enfermedad cono-
cida como mancha púrpura o roña del aguacate 
(Persea americana). En este estudio se determinó 
la patogenicidad y virulencia de aislados de E. per-
seae procedentes de distintas áreas agroecológicas 
productoras de Michoacán, México. Se utilizaron 
plantas de vivero con frutos de aguacate de las 
variedades Flor de María y Méndez. Además, se 
evaluó la sensibilidad de los aislados in vitro a fun-
gicidas químicos (azoxystrobin, tiabendazol, pyra-
clostrobin, cyprodinil+fludioxonil y azoxystrobin + 
propiconazol) y autorizados para su uso en huertos 
con manejo orgánico (sulfato de cobre, gluconato 
de cobre, oxicloruro de cobre y el extracto vegetal 
Larrea tridentata). Los síntomas de mancha púrpu-
ra observados en los frutos inoculados coincidieron 
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producing areas of Michoacán, Mexico will be 
reduced. For this, nursery plants with avocado 
fruits of Flor de María and Méndez varieties were 
used. On the other hand, the in vitro sensitivity of 
chemical fungicides (azoxystrobin, thiabendazole, 
pyraclostrobin, cyprodinil + fludioxonil and 
azoxystrobin + propiconazole) and authorized for 
use in orchards with organic management (copper 
sulfate, copper gluconate, copper oxychloride and 
the plant extract Larrea tridentata). The observed 
symptoms of Mancha purpura in the inoculated 
fruits were corroborated with those described for 
E. perseae in avocado. Inoculated fruits Flor de 
María variety shows the highest susceptibility to 
the pathogen. The isolates of E. perseae presented 
different degrees of virulence. The isolates showed 
different in vitro sensitivity values ​​to the fungicides 
evaluated in the experiment. The pathogen 
showed the most sensitivity in vitro to chemical 
fungicides: thiabendazole and azoxystrobin + 
propiconazole (100% inhibition), and to those 
authorized in orchards with organic management: 
L. tridentata and copper oxychloride (on average 
58% inhibition).

Keywords: Mancha purpura, susceptibility, 
sensitivity, Persea americana.

Among the diseases that afflict avocado 
cultivation (Persea americana), economically 
significant conditions include anthracnose 
(Colletotrichum gloeosporioides), purple scab 
(Elsinoe persea), peduncle discoloration associated 
with phytopathological and nutritional issues, 
avocado decline (Phytophthora cinnamomi), and 
postharvest diseases. Collectively, these maladies 
can impact up to 40% of the yield and contribute 
to elevated production costs, necessitating up 
to six applications of fungicides per season for 

con los descritos de E. perseae en aguacate. Las 
plantas variedad Flor de María inoculadas mostra-
ron la mayor susceptibilidad al patógeno compara-
da con Méndez. Los aislados de E. perseae presen-
taron diferentes grados de virulencia. Los aislados 
seleccionados mostraron diferentes valores de sen-
sibilidad in vitro a los fungicidas evaluados en la 
experimentación. El patógeno mostró mayor sensi-
bilidad in vitro a los fungicidas químicos: tiabenda-
zol y azoxystrobin + propiconazol (100% de inhi-
bición), y a los autorizados en huertos con manejo 
orgánico: L. tridentata y oxicloruro de cobre (en 
promedio un 58% de inhibición).

Palabras claves: Mancha púrpura, susceptibilidad, 
sensibilidad, Persea americana.

De las enfermedades que atacan al cultivo de 
aguacate (Persea americana), se consideran de im-
portancia económica la antracnosis (Colletotrichum 
gloeosporioides), la roña o mancha púrpura (Elsi-
noe persea), el anillamiento del pedúnculo asocia-
do a problemas fitopatológicos y nutricionales, la 
tristeza del aguacatero (Phytophthora cinnamomi) 
y enfermedades postcosecha, afectando la cantidad 
y calidad de los frutos (CEDRSSA, 2017). En con-
junto, estas enfermedades afectan hasta un 40% de 
la producción, considerándose un factor que incre-
menta los costos de producción, al requerir hasta 
seis aplicaciones de fungicidas por temporada para 
su control, acompañado de otras prácticas de mane-
jo y labores culturales (Alfaro-Espino et al., 2017).

La roña o mancha púrpura, se caracteriza por 
presentar manchas pequeñas color púrpura que 
conforme avanza la enfermedad se hacen más 
grandes y coalecen formando una mancha corcho-
sa color café, que, aunque no llega a dañar la pul-
pa, afecta su calidad y es rechazada en el mercado 
internacional (Everett et al., 2010; Morales, 2017), 
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management, alongside other handling practices 
and cultural tasks (Alfaro-Espino et al., 2017).

Purple scab, also known as “sarna” or purple 
spot, manifests as small purple spots that enlarge 
and converge, resulting in corky brown patches as 
the disease progresses. While it does not harm the 
pulp directly, it impairs fruit quality and renders 
it unsuitable for the international market (Everett 
et al., 2010; Morales, 2017), thereby diminishing 
production value by as much as 60% (Alfaro-
Espino et al., 2017).

The causal agent responsible for scab or purple 
spot is Elsinoe perseae. This microorganism 
exhibits significant morphological variability 
among its isolates. These isolates present a spectrum 
of colors, ranging from orange to light yellow, 
which gradually darken with age, ultimately taking 
on shades of red or reddish-brown. The growth 
rate of this fungus is rather slow, typically falling 
within the range of 29 to 35 mm/day. Its texture 
varies from viscous to cerebroid, and its shapes 
range from circular to irregular. A notable feature 
of E. perseae is its production of elsinochromes, 
pigments that come in red or orange hues and have 
the potential to become toxic to the host plant itself 
(Everett et al., 2010; Morales, 2022).

In the context of Elsinoe species, elsinochromes 
play a pivotal role in influencing virulence. These 
pigments facilitate the invasion and colonization 
of the host, all while providing essential nutrients 
to the fungus (Chung, 2011). It has also been 
observed that pigment production correlates with 
susceptibility, potentially serving as a defense 
mechanism against certain antifungal products that 
could be detrimental to the fungus (Fuentes et al., 
2014).

A critical aspect of disease management involves 
the ability to distinguish the damage inflicted by 
E. perseae in the field from that caused by other 
factors, both biotic (pests) and abiotic (mechanical 

afectando el valor de la producción hasta un 60% 
(Alfaro-Espino et al., 2017).

El agente causal de la roña o mancha púrpura 
es Elsinoe perseae que se caracteriza por presen-
tar gran variabilidad morfológica en sus aislados, 
variación en colores naranjas, amarillos claros, que 
con la edad se van oscureciendo, tornándose rojos o 
cafés rojizos. Este hongo presenta lento crecimien-
to, con una tasa de entre 29 a 35 mm/día, textu-
ra que va de viscosa a tipo cerebroide, formas de 
circular a irregular, y además producción de elsi-
nocromos, que son pigmentos rojos o naranjas que 
llegan a ser tóxicos para la planta (Everett et al., 
2010; Morales, 2022).

Los elsinocromos en las especies del género 
Elsinoe influyen en su virulencia, ya que le per-
miten al hongo invadir al huésped, permanecer en 
el huésped y además le proporcionan nutrientes 
(Chung, 2011).  La producción de estos pigmentos 
se ha relacionado con la sensibilidad, ya que pue-
den llegar a proteger al hongo de algunos productos 
antimicóticos (Fuentes et al., 2014). 

Parte importante en el control de esta enferme-
dad es diferencia en campo los daños ocasionados 
por E. perseae de los ocasionados por otros facto-
res bióticos (plagas) y abióticos (daños mecánicos) 
que pueden provocar corchosis en el epicarpio del 
fruto como mecanismos de defensa de la planta y 
confundirse con el síntoma principal provocado 
por E. perseae (Morales, 2022). Esto para evitar el 
uso innecesario de fungicidas, ya que además de la 
antracnosis ocasionada por C. gloeosporioides, la 
roña es la enfermedad a la que se dirige el mayor 
número de aplicaciones de fungicidas para su pre-
vención y control (Marroquín, 1999). 

Los objetivos de este estudio fueron evaluar la 
patogenicidad y virulencia de aislados de E. per-
seae provenientes de diferentes áreas agroeco-
lógicas y determinar el producto más efectivo 
para su control in vitro, utilizando los fungicidas 
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damage). These factors can also trigger corkosis 
in the fruit epicarp, a defense mechanism that 
might be mistaken for the primary symptom 
caused by E. perseae (Morales, 2022). The 
accurate differentiation of these factors is crucial 
to prevent unnecessary fungicide application. This 
is especially pertinent given that, in addition to 
anthracnose stemming from C. gloeosporioides, 
scab receives a substantial portion of fungicide 
treatments for prevention and control (Marroquín, 
1999). 

The aims of this study encompassed an 
assessment of the pathogenicity and virulence 
of E. perseae isolates originating from diverse 
agroecological regions. Additionally, the 
research sought to identify the optimal product 
for in vitro control, focusing on a selection of 
chemical fungicides: azoxystrobin, thiabendazole, 
pyraclostrobin, cyprodinil+fludioxonil, as well 
as azoxystrobin + propiconazole. Concurrently, 
the study explored products sanctioned for 
employment in organic orchard management, 
specifically: copper sulfate, copper gluconate, 
copper oxychloride, and a plant extract derived 
from Larrea tridentata.

MATERIALS AND METHODS

Isolates of E. perseae. Five isolates of E. 
perseae were selected from a larger pool of 25, 
all collected from various agroecological zones 
within Michoacán. These isolates are stored in 
the Collection of Phytopathogenic Fungi at the 
Facultad de Agronomía “Presidente Juárez” of 
the Universidad Michoacana de San Nicolás de 
Hidalgo, located in Uruapan, Michoacán.

To determine the isolates for examination, the 
sampling areas were categorized based on their 

químicos: azoxystrobin, tiabendazol, pyraclostrobin, 
cyprodinil+fludioxonil y azoxystrobin + propico-
nazol y autorizados para uso en huertos con mane-
jo orgánico: sulfato de cobre, gluconato de cobre, 
oxicloruro de cobre y el extracto vegetal (Larrea 
tridentata).

MATERIALES Y MÉTODOS

Aislados de E. perseae. Se utilizaron cinco aisla-
dos de E. perseae, de un total de 25 provenientes de 
distintas áreas agroecológicas de Michoacán, que 
se encuentran en la Colección de Hongos Fitopa-
tógenos de la Facultad de Agronomía “Presidente 
Juárez” de la Universidad Michoacana de San Ni-
colás de Hidalgo, en Uruapan, Michoacán. 

Para la selección de los aislados, se consideraron 
áreas agroecológicas de muestreo, que se dividie-
ron con base a la altura en metros sobre el nivel del 
mar (m.s.n.m.). Se consideró la altura óptima para 
el desarrollo del cultivo del aguacate de 1200-2300 
m.s.n.m., obteniendo un total de cinco áreas. De 
cada área se seleccionó al azar un aislado: 1; aisla-
do de Cerro Colorado ECC (1200-1420 m.s.n.m.), 
2; Zumpimito EZU (1421-1620 m.s.n.m.), 3; Za-
candaro EZA (1621-1820 m.s.n.m.), 4; Ario de 
rosales EAR (1821-2080 m.s.n.m.) y 5; aislado 
de Canacuas ECA (2081-2300 m.s.n.m.). Debido 
al lento crecimiento (tasa de 0.29 a 0.35 mm por 
día) solo cinco aislados fueron evaluados en esta 
investigación. 

Para realizar las pruebas in vitro y de patogeni-
cidad, se reactivaron las cepas y se sembraron en 
medio de cultivo PDA (10 mL por caja). Las con-
diciones en las que se mantuvieron fueron a 28 °C 
y 80% de humedad. Se generaron un total de 60 
réplicas (seis por área).
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elevation in meters above sea level (m.a.s.l.). The 
altitude range of 1200-2300 m.a.s.l. was identified 
as optimal for avocado cultivation, leading to the 
identification of five distinct areas. Within each of 
these areas, a single isolate was randomly chosen 
as follows: 1) ECC isolate from Cerro Colorado 
(1200-1420 m.a.s.l.), 2) EZU isolate from 
Zumpimito (1421-1620 m.a.s.l.), 3) EZA isolate 
from Zacandaro (1621-1820 m.a.s.l.), 4) EAR 
isolate from Ario de Rosales (1821-2080 m.a.s.l.), 
and 5) ECA isolate from Canacuas (2081-2300 
m.a.s.l.). Given their slow growth, with a rate of 
0.29 to 0.35 mm per day, only these five isolates 
were considered for evaluation in this investigation. 

To conduct in vitro and pathogenicity 
assessments, the strains were reactivated and 
introduced into Petri dishes containing Potato 
Dextrose Agar (PDA) culture medium, with 
each dish holding 10 mL of the medium. These 
cultures were kept under controlled conditions 
of 28 °C temperature and 80% humidity. The 
experimentation resulted in the creation of 60 
replicates, with six replicates established for each 
of the specified areas.

E. perseae pathogenicity and virulence assays. 
One-year-old nursery avocado plants of the Flor 
de María and Méndez varieties were used. These 
plants bore 6-9 cm fruits, corresponding to the 
fruit filling stage. These varieties were chosen 
due to known susceptibility to this fungus from 
earlier research. Notably, the Méndez variety is 
owned by the Californian Brokaw nursery, while 
the Flor de María variety is undergoing registration 
for plant breeders’ rights (Compean, 2020). The 
plants were housed at the nursery of the Facultad 
de Agrobiología “Presidente Juárez.”

One month before starting the experiment, 
the plants were treated with Switch® fungicide 
(1 g per liter of water) and Oleotech higuerilla 

Ensayos de patogenicidad y virulencia de E. per-
seae. Se utilizaron plantas de aguacate de vivero 
de un año de edad de las variedades Flor de María 
y Méndez, con frutos de 6-9 cm (etapa de llenado 
de fruto). Estas variedades se seleccionaron ya que 
en estudios previos se observó su susceptibilidad a 
dicha hongo. La variedad Méndez, son propiedad 
del vivero californiano Brokaw y Flor de María 
está en proceso de registro de derechos de obtentor 
(Compean, 2020). Las plantas se mantuvieron en el 
vivero de la Facultad de Agrobiología “Presidente 
Juárez”. Un mes antes del inicio del experimento 
las plantas se trataron con el fungicida Switch® (1 

g L-1 de agua) y Oleotech higuerilla (0.35 mL L-1 
agua). Lo anterior para eliminar posibles patóge-
nos. También se fertilizaron con fosfato monopo-
tásico (2 g por planta) y se regaron cada tercer día 
con aproximadamente 2 L de agua por planta para 
mantenerlas sanas.

Se realizó una doble inoculación, primero, con 
un alfiler entomológico del número cero se reali-
zaron de 8 a 10 punciones en el epicarpio del fruto 
de aguacate en un área de aproximadamente 1.5 
cm de diámetro para facilitar la entrada del hon-
go. Posteriormente, sobre el área de las punciones, 
con ayuda de un sacabocados se colocó una por-
ción (5 mm de diámetro) de medio de cultivo PDA 
con crecimiento de E. perseae. Por otro lado, se 
realizó otra inoculación, utilizando una porción de 
algodón que contenía suspensión de esporas a una 
concentración de 1 x 106 conidios mL-1. La edad 
del hongo al momento de inoculación fue de cinco 
meses. Posteriormente, cada fruto de aguacate se 
cubrió, durante tres días, con papel parafilm y con 
una bolsa de polietileno, la cual funcionó como cá-
mara húmeda. 

Para medir la virulencia, se consideraron los 
siguientes parámetros: días en los que se presen-
taron los primeros síntomas, número y tamaño de 
manchas y caída del fruto. Las observaciones se 
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(0.35 mL per liter of water) to eliminate potential 
pathogens. Additionally, the plants received 2 g 
monopotassium phosphate fertilizer each and were 
irrigated every third day with approximately 2 liters 
of water per plant to maintain health.

A double inoculation was carried out on 
avocado fruits. Firstly, 8-10 holes were created 
in an approximately 1.5 cm diameter area of the 
avocado’s outer skin using a fine entomological pin 
(number zero). This was done to make it easier for 
the fungus to enter. Following this, a piece of PDA 
culture medium containing E. perseae growth, with 
a diameter of 5 mm, was placed on the punctured 
area using a punch tool.

In addition to this method, another type of 
inoculation was performed. This involved putting 
a piece of cotton soaked in a spore suspension with 
a concentration of 1 x 106 conidia mL-1 onto the 
avocado fruit. The fungus used for inoculation was 
five months old. After inoculation, each avocado 
fruit was covered with parafilm paper and then 
enclosed in a polyethylene bag. This created a 
humid environment and was maintained for a 
period of three days.

To assess the virulence of the fungus, several 
parameters were monitored over a span of 150 
days. These parameters included the number and 
size of spots that appeared on the fruit, the time it 
took for the first symptoms to show, and the rate 
of fruit drop. Observations were conducted every 
three days throughout this 150-day period.

The experimental design followed a complete 
randomization approach. This involved using five 
different isolates, with each isolate having three 
replicates. Additionally, there was an absolute 
control group with no inoculation. Each individual 
avocado fruit served as a replicate in this setup. To 
analyze the data, statistical methods were employed, 
including Tukey’s test with a significance level set 
at P<0.05.

realizaron cada tercer día durante en un periodo de 
150 días. 

El diseño experimental fue completamente al 
azar de los cinco aislados, con tres repeticiones 
más un testigo absoluto, sin inocular. Se contó cada 
fruto de la planta como una repetición. Se realiza-
ron análisis estadísticos y pruebas de Tukey con 
P<0.05.

Sensibilidad de aislados de E. perseae a diferen-
tes fungicidas in vitro. Se utilizaron cinco fungi-
cidas químicos (Azoxystrobin 25SC 0.4 mL PF/L 
agua, Tiabendazol 60WP 0.6 g PF/L, Pyraclostro-
bin 25CE 1.0 mL PF/L, Ciprodinil+Fludioxonil 
62.5WG 1.0 g PF/L y Azoxystrobin+Propiconazol 
20SE 0.4 mL PF/L) y cuatro productos autorizados 
para su uso en huertos con manejo orgánico (Sulfa-
to de cobre 1.0g PF/L, Gluconato de cobre 2.0 mL 
PF/L, Oxicloruro de cobre 1.0 g PF/L y extracto de 
Larrea tridentata 2.0 mL PF/L). Los productos fue-
ron evaluados con los cinco aislados de E. perseae. 
En cada uno de estos compuestos se usó la dosis 
del producto formulado (PF). También se incluyó 
un tratamiento testigo sin fungicida. El diseño fue 
completamente al azar, para cada fungicida y ais-
lamiento del hongo se tuvieron cinco repeticiones, 
una repetición fue representada por una caja Petri. 

Para el bioensayo se utilizó medio de cultivo 
PDA. Después del proceso de esterilización del 
PDA, el medio se mantuvo a 50 °C en matraces 
Erlenmeyer y por cada matraz se agregó la dosis 
previamente mencionada de cada uno de los fun-
gicidas y se vaciaron en cajas Petri y se dejó soli-
dificar por 24 horas. Posteriormente se colocó en 
el centro y por separado, un disco agar (8 mm de 
diámetro) que contenía micelio de cada uno de los 
cinco aislados del patógeno. El testigo, fue cada 
aislado en medio de cultivo PDA sin fungicida. Se 
utilizó cinco cajas por fungicida. 
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Sensitivity of E. perseae isolates to different 
fungicides in vitro. Five chemical fungicides 
and four products approved for use in orchards 
following organic practices were employed in 
the study. The chemical fungicides consisted 
of Azoxystrobin 25SC (0.4 mL formulated 
product per liter of water), Thiabendazole 
60WP (0.6 grams formulated product per liter), 
Pyraclostrobin 25CE (1.0 mL formulated product 
per liter), Cyprodinil+Fludioxonil 62.5WG 
(1.0 gram formulated product per liter), and 
Azoxystrobin+Propiconazole 20SE (0.4 mL 
formulated product per liter). On the other hand, 
the organic management products were Copper 
sulfate (1.0 gram formulated product per liter), 
Copper gluconate (2.0 mL formulated product per 
liter), Copper oxychloride (1.0 gram formulated 
product per liter), and Larrea tridentata extract 
(2.0 mL formulated product per liter). These 
fungicides and products were tested against the five 
different E. perseae isolates. Each compound was 
applied at its recommended dose as a formulated 
product. A control group without any fungicide 
was also included for comparison. The research 
was organized using a completely randomized 
design. Each fungicide-fungus combination, along 
with the control, was replicated five times. In this 
experimental setup, one Petri dish was used as one 
replication. 

PDA culture medium was utilized for the 
bioassay. After sterilizing the PDA, it was 
maintained at a temperature of 50 °C in Erlenmeyer 
flasks. The designated amount of each fungicide was 
then introduced into each flask. The mixture was 
subsequently poured into Petri dishes and allowed 
to solidify over a 24-hour period. Following this, a 
round agar disc with a diameter of 8 mm, containing 
mycelium from each of the five pathogen isolates, 
was individually placed at the center of the dishes. 
The control group consisted of each isolate grown 

El ensayo se mantuvo en una incubadora a 24 °C 
y 80% de humedad relativa en completa oscuridad. 
Después del inicio del experimento, cada semana 
se midió con un vernier el diámetro de crecimiento 
de cada uno de los aislamientos de E. perseae. Para 
los fungicidas autorizados para huertos con mane-
jo orgánico (sulfato de cobre, gluconato de cobre, 
oxicloruro de cobre y el extracto vegetal Larrea 
tridentata) se tomaron mediciones durante un mes, 
para los fungicidas químicos (azoxystrobin, tia-
bendazol, pyraclostrobin, cyprodinil+fludioxonil y 
azoxystrobin + propiconazol) por tres meses, esto 
debido a la vida media de los productos orgánicos 
que son de 15 a 20 días máximo y los químicos 
pueden llegar hasta 90 o 120 días, además,  por el 
lento crecimiento de E. perseae, el cual puede tar-
dar hasta un año en llenar la caja Petri. El porcenta-
je de inhibición del crecimiento del micelio (PIM) 
se obtuvo de acuerdo con la fórmula de Pandey et 
al. (1982).

	 dc - dtPIM =		  x 100	 dc

Donde dc = diámetro de la colonia del testigo, dt = 
diámetro de los tratamientos. Los datos de PIM se 
sometieron a un análisis de varianza (ANOVA) y 
las medias se compararon con la prueba de Tukey 
(P < 0.05). Se utilizó el programa JMP de SAS Ins-
titute. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Todos los aislamientos de E. perseae evaluados 
produjeron manchas pequeñas de color purpura que 
conforme avanzó la enfermedad, las manchas fue-
ron más grandes y coalecieron formando corchosis 
a los 150 días. Estos síntomas se asociaron a la enfer-
medad de mancha púrpura o roña del aguacate en los 
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on PDA without any fungicide. In total, five dishes 
were prepared for each fungicide.

The experiment was conducted under conditions 
of 24 °C temperature and 80% relative humidity. 
Darkness was maintained throughout the duration 
of the assay. As the experiment commenced, the 
diameter of growth for each E. perseae isolate 
was measured weekly using a vernier caliper. 
For the fungicides approved for use in organic 
orchards (copper sulfate, copper gluconate, copper 
oxychloride, and Larrea tridentata extract), 
measurements were taken for a span of one month. In 
contrast, measurements for the chemical fungicides 
(azoxystrobin, thiabendazole, pyraclostrobin, 
cyprodinil+fludioxonil, and azoxystrobin + 
propiconazole) extended over a period of three 
months. This difference was due to the relatively 
shorter half-life of organic products (15-20 days) 
compared to chemicals (90-120 days). Moreover, 
the sluggish growth of E. perseae, which could 
take up to a year to fill a Petri dish, necessitated an 
extended observation period. The calculation of the 
Mycelial Growth Inhibition Percentage (MIP) was 
performed using the formula established by Pandey 
et al. (1982).

	 dc - dtMIP =		  x 100	 dc

Where dc = diameter of the control colony, dt = 
diameter of the treatments. MIP data were subjected 
to analysis of variance (ANOVA) and means were 
compared with Tukey’s test (P < 0.05). The JMP 
program of SAS Institute was used. 

RESULTS AND DISCUSSION

All the tested isolates of E. perseae exhibited the 
development of small purple spots. As the disease 
advanced, these spots grew in size and eventually 

frutos (Figura 1). Los síntomas observados coinci-
dieron con los descritos por Everett et al. (2011), 
Fan et al. (2017) y Morales (2017; 2022). 

La variedad Flor de María fue la primera en pre-
sentar síntomas con un promedio aproximado de 41 
días. Mientras que, Méndez presentó síntomas a los 
91 días. Esta variedad también presentó mayor nú-
mero y tamaño de manchas, con un promedio de 
7-8 manchas y un tamaño promedio de 3 mm; y 
en el caso de la variedad Méndez presentó un pro-
medio de 2-3 manchas y un tamaño promedio de 2 
mm, esto al mes de haberse observado la presencia 
de síntomas (Figura 2). 

De acuerdo con los parámetros evaluados, se ob-
serva la susceptibilidad variedad Flor de María con 
respecto a la variedad Méndez, lo que concuerda 
con lo expuesto por Morales (2022), quien reportó 
que en distintas variedades de aguacate inoculadas 
con E. perseae, la variedad Flor de María fue más 
susceptible, presentando síntomas más severos. Al 
contrario de lo que menciona Morales (2017) quien 
dio a conocer que existe una notable preferencia de 
E. perseae por atacar con mayor incidencia y seve-
ridad en campo al cultivar Méndez. Sin embargo, 
en campo se observa mayor superficie sembrada de 
variedad Méndez que de Flor de María, por lo cual 
es que no se ha detectado la susceptibilidad de esta 
variedad a dicha enfermedad. 

Con respecto al grado de virulencia de los ais-
lados de cada una de las áreas agroecológicas, se 
pudo observar que la variedad Flor de María, los 
frutos inoculados con los aislados de Cerro colo-
rado (ECC) de 1200-1420 m.s.n.m. y Canacuas 
(ECA) de 2081-2300 m.s.n.m., fueron los primeros 
en presentar síntomas a los 33 días, mientras en nú-
mero de manchas fue estadísticamente significativo 
el aislado ECC con 15 manchas. En cuanto al tama-
ño de las manchas no hubo diferencias significati-
vas (Figura 3). 

En los aislados de Zacandaro (EZA) y Canacuas 
(ECA) fueron los primeros en mostrar síntomas en 
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merged together, resulting in the formation of 
corkosis within 150 days. These visual indications 
were linked to the occurrence of avocado purple 
blotch disease, as depicted in Figure 1. The observed 
symptoms aligned closely with the descriptions 

la variedad Méndez a los 87 días. En cuanto al nú-
mero de manchas, con el aislado EZA presentaron 
el mayor número de manchas en los frutos; mien-
tras que, el tamaño de manchas no presentó dife-
rencias significativas (Figura 4). El aislado ECC 

Figure 1.	 Symptoms of purple blotch on avocado fruit produced in pathogenicity tests by isolates of E. perseae, on Flor de 
María (top) and Méndez (down) varieties. A) ECC (1,200-1,420 m.a.s.l.), B) EZU (1,421-1,640 m.a.s.l.), C) EZA 
(1,641-1,860 m.a.s.l.), D) EAR (1,861-2,080 m.a.s.l.), E) ECA (2,081- 2,300 m.a.s.l.).

Figura 1.	 Síntomas de mancha púrpura=roña en frutos de aguacate producidos en las pruebas de patogenicidad por los 
aislados de E. perseae, en variedad Flor de María (superior) y Méndez (inferior). A) ECC (1,200-1,420 m.s.n.m.), 
B) EZU (1,421-1,640 m.s.n.m.), C) EZA (1,641-1,860 m.s.n.m.), D) EAR (1,861-2,080 m.s.n.m.), E) ECA (2,081- 
2,300 m.s.n.m.).

provided by Everett et al. (2011), Fan et al. (2017), 
and Morales (2017; 2022). 

Symptoms appeared on the Flor de María 
variety first, at an average of around 41 days. The 
Méndez variety exhibited symptoms after 91 days. 
Furthermore, the Flor de María variety displayed 
a larger number and size of spots, averaging 7-8 
spots with an average size of 3 mm. In contrast, the 
Méndez variety exhibited an average of 2-3 spots 
with an average size of 2 mm. These observations 

mostró el mayor grado de virulencia en la variedad 
Flor de María y el aislado EZA en variedad Méndez 
de acuerdo con los parámetros evaluados, seguidos 
del aislado ECA en ambas variedades. 

El área agroecológica de donde provenían los 
aislados de E. perseae pudo influir en su virulencia, 
ya que hubo diferencia estadística significativa con 
respecto a la presencia de síntomas y número de man-
chas. De acuerdo con López (2006) se encontró que en 
aislados de Histoplasma capsulatum provenientes de 
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were made one month after the initial symptom 
manifestation (Figure 2). 

Based on the assessed parameters, a notable 
difference in susceptibility between the Flor 
de María and Méndez varieties is evident. This 
observation aligns with the findings of Morales 
(2022), who noted that among different avocado 
varieties inoculated with E. perseae, the Flor de 
María variety exhibited higher susceptibility and 
more pronounced symptoms. This contrasts with 
Morales’ (2017) report, which suggested a clear 
inclination of E. perseae to target the Méndez 
cultivar with greater frequency and severity in field 
conditions.

However, it’s important to consider that the 
Méndez variety holds a larger share of cultivation 
in the field compared to the Flor de María variety. 
This greater prevalence might explain why the 
susceptibility of the Flor de María variety to this 
disease hasn’t been as noticeable. 

In terms of the virulence level of isolates from 
different agroecological regions, notable findings 
were observed. For the Flor de María variety, the 
fruits inoculated with isolates from Cerro Colorado 

diversas regiones geográficas presentaron diferen-
cias en virulencia, esto debido a que un organismo 
se encuentra en diferentes condiciones ambienta-
les, por lo que puede cambiar su comportamiento 
(incidencia y serveridad) de acuerdo con la condi-
ción en que se encuentren.

Productos autorizados para su uso en huertos 
con manejo orgánico. Todos los productos eva-
luados perdieron efecto con el paso del tiempo. Sin 
embargo L. tridentata y oxicloruro de cobre desde 
la primera semana mostraron el mayor porcentaje 
de inhibición de micelio de 58%. Mientras que el 
gluconato de cobre mostró muy baja inhibición del 
micelio desde la primera semana con un 22% (Cua-
dro 1).

De acuerdo con IRET (2022), la vida media de 
un fungicida es el tiempo requerido (en días) para 
convertir el 50% de éste en otra(s) sustancia(s), 
en cualquiera de las matrices o compartimentos 
ambientales (agua, aire, suelo, biota) y según TE-
CAGR (2013), los productos orgánicos pierden 
efecto entre 1 y 7 días, aunque depende de la for-
mulación del producto y condiciones ambientales. 

Figure 2.	 Comparison of Flor de María and Méndez varieties. A) Degree of damage, B) Presence of symptoms (days), C) 
number of spots and D) size of spots of cultivars Flor de María and Méndez. Mean values ± standard deviation. 
Different letters indicate statistically significant differences according to Tukey’s test (α = 0.05).

Figura 2.	 Comparación de dos variedades de aguacate de Flor de María y Méndez. A) Grado de daño, B) Presencia de 
síntomas (días), C) en número de manchas y D) tamaño de manchas de los cultivares flor de María y Méndez. 
Valores promedio ± desviación estándar. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas de 
acuerdo con la prueba de Tukey (α = 0.05).
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(ECC) ranging from 1200 to 1420 meters above sea 
level and Canacuas (ECA) ranging from 2081 to 
2300 meters above sea level, displayed symptoms 
earliest at 33 days. Among these isolates, the ECC 
strain stood out with a statistically significant count 
of 15 spots. However, there were no noteworthy 
variations in the size of the spots (Figure 3). 

El efecto que mantuvo L. tridentata sobre los 
aislados de E. perseae inhibiendo el 58% del mice-
lio del hongo (Cuadro 1), puede deberse a que este 
extracto contiene ácido nordihidroguaiaretico que 
según Arteaga et al. (2005), Gowan (2022), Vargas 
et al. (2006) y Lira (2003) tiene un alto potencial 
para el control de hongos productores de aflatoxi-

Figure 3.	 Comparison of presence of symptoms and number of spots of isolates from each agroecological area on Flor de 
María variety. Mean values ± standard deviation. Different letters indicate statistically significant differences 
according to Tukey’s test (α = 0.05).

Figura 3.	 Comparación de presencia de síntomas y número de manchas de los aislados de cada área agroecológica en 
variedad Flor de María. Valores promedio ± desviación estándar. Letras diferentes indican diferencias 
estadísticamente significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (α = 0.05).

Symptoms emerged on the Méndez variety at 
87 days, with the Zacandaro (EZA) and Canacuas 
(ECA) isolates exhibiting the earliest signs. In 
terms of the number of spots, it was the EZA 
isolate that displayed the greatest count on the 
fruit. Meanwhile, variations in the size of the 
spots were not statistically significant (Figure 4). 
Based on the assessed criteria, the ECC isolate 
demonstrated the highest level of virulence in the 
Flor de María variety, whereas the EZA isolate 
exhibited the greatest virulence in the Méndez 
variety. Subsequently, the ECA isolate displayed 
intermediate virulence levels in both varieties. 

nas. En este sentido E. perseae se caracteriza por 
producir elsinocromos que según Daub y Chung 
(2009) es un tipo de toxina similares a las del géne-
ro Aspergillus. 

El oxicloruro de cobre tuvo mayor inhibición 
(57.5%) de micelio de los aislados evaluados en 
comparación con los otros compuestos que conte-
nían cobre.  El sulfato de cobre presentó una inhi-
bición de 42% y gluconato de cobre 21.8% (Cuadro 
1). Esto puede deberse a la concentración que posee 
este producto (35-70% de cobre metálico) (Adama, 
2021) y por su alto potencial de ionización al tener 
más cantidad de ion Cu2+, que es la parte que tie-
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The origin of E. perseae isolates from distinct 
agroecological areas appears to have exerted an 
influence on their virulence. This inference is 
supported by a statistically significant disparity 
observed in the manifestation of symptoms and 
the count of spots. López (2006) documented 
variations in the virulence of Histoplasma 
capsulatum isolates across diverse geographic 
regions. This phenomenon can be attributed to the 
organism’s adaptation to distinct environmental 
circumstances, leading to variations in its behavior, 
including incidence and severity, based on the 
prevailing conditions.

Products authorized for use in organically 
managed orchards. All the products evaluated 
lost effect with the passage of time. However, L. 
tridentata and copper oxychloride showed the 
highest mycelium inhibition percentage of 58% 
from the first week. While copper gluconate 
showed very low mycelial inhibition from the first 
week with 22% (Table 1).

ne la acción fungicida e inhibe la germinación de 
las esporas (TECAGR, 2013), más que el sulfato 
de Cu (25%) y gluconato de Cu (<9%) (Adama, 
2021). Además, la solubilidad de oxicloruro de 
cobre es más baja, esto significa que el cobre se 
libera más lentamente, por lo tanto, actúa por más 
tiempo (TECAGR, 2013). El cobre actúa sobre seis 
diferentes estructuras y/o procesos de la célula del 
hongo: núcleo, ribosoma, mitocondria, retículo en-
doplasmático liso y rugoso, membrana plasmática 
y cromatina, lo que uede favorecer la eficiencia 
(Adama, 2021). 

La baja inhibición que tuvo el gluconato de 
cobre in vitro del 21.8% de inhibición sobre los 
aislamientos de E. perseae (Cuadro 1), se podría 
deber a que este producto interactúa con la plan-
ta ya que fue diseñado específicamente para me-
jorar la asimilación del cobre en el interior de la 
planta (ATEEC, 2022). Como argumentan Kirkby 
y Römheld (2007) el cobre ayuda a la planta en la 
fotosíntesis,  respiración y desintoxicación de ra-
dicales superóxidos y también a la producción de 

Figure 4.	 Comparison of presence of symptoms and number of spots of isolates from each agroecological area in Méndez 
variety. Mean values ± standard deviation. Different letters indicate statistically significant differences according 
to Tukey’s test (α = 0.05).

Figura 4.	 Comparación de presencia de síntomas y número de manchas de los aislados de cada área agroecológica en 
variedad Méndez. Valores promedio ± desviación estándar. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente 
significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (α = 0.05).
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As outlined by IRET (2022), the average 
lifespan of a fungicide denotes the duration 
(measured in days) required for the conversion 
of 50% of the substance into other forms within 
various environmental components (namely 
water, air, soil, and biota). Additionally, TECAGR 
(2013) points out that the effectiveness of organic 
products diminishes within a span of 1 to 7 days. 
Nevertheless, the extent of this decline hinges 
on the product’s formulation and prevailing 
environmental conditions.

The observed impact of L. tridentata on E. 
perseae isolates, leading to a 58% inhibition of 
fungal mycelium (as shown in Table 1), might be 
attributed to the presence of nordihydroguaiaretic 
acid within the extract. This notion finds support in 
the findings of Arteaga et al. (2005), Gowan (2022), 
Vargas et al. (2006), and Lira (2003), who attest 
to the compound’s potential for curbing aflatoxin-
producing fungi. In line with this, E. perseae is 
known for its synochrome production—a type of 
toxin akin to those originating from the Aspergillus 
genus—according to the insights of Daub and 
Chung (2009). 

Copper oxychloride exhibited a higher level of 
inhibition (57.5%) against the mycelium of the tested 

fitoalexinas que inhiben la germinación de esporas 
y el crecimiento de hongos y ligninas que forman 
una barrera mecánica como resistencia de la planta 
a enfermedades, por lo cual sería interesante probar 
su eficacia en campo. 

Cada aislado evaluado de las diferentes áreas 
agroecológicas, presentó diferentes grados de sen-
sibilidad, similar con lo reportado por Espinoza et 
al. (2017) que al evaluar la sensibilidad de 60 aisla-
mientos Colletotrichum acutatum a los fungicidas 
tiofanato-metilo y azoxistrobina de dos regiones 
productoras de fresa, la dosis efectiva media DE50 
de tiofanatometil varió de 0.3 a 9.7 mL L-1 en el Va-
lle de Maravatío ubicada a 2032 m.s.n.m. y de 1.4 a 
3.0 mL L-1 en el Valle de Zamora (a 1580 m.s.n.m) 
y para azoxistrobina varió de 0.04 a 0.36 mL L-1 
en Maravatío y de 0.07 a 0.99 mL L-1 en Zamora, 
mostrando así diferentes grados de sensibilidad en 
cada zona. 

Por otro lado, de acuerdo con Fuentes et al. 
(2014) las melaninas que producen los hongos pue-
den protegerlos de algunos productos antimicóti-
cos, en el caso de E. perseae produce elsinocromos 
a partir del segundo mes.

El tratamiento con L. tridentata presentó el 
mayor porcentaje de inhibición (74%) en los ais-

Table 1.	 Percent mycelial inhibition of E. perseae isolates with organic products at different 
post-inoculation times on avocado fruit.

Cuadro 1.	 Porcentaje de inhibición de micelio de aislamientos de E. perseae con productos 
orgánicos en diferentes tiempos post-inoculación en frutos de aguacate.

Tratamientos Inhibición del crecimiento del micelio (%)
7 días 15 días 30 días 

L. tridentata 79.40az 56.23a 58.10a
Oxicloruro de cobre 66.55a 48.46a 57.50a
Sulfato de cobre 65.89a 46.90a 42.80b
Gluconato de cobre 30.35b 23.21b 21.80c
Testigo 0c 0c 0d

Values with different letters in the same column are significantly different (p > 0.05).  /  Valores con 
distinta letra, en la misma columna, son significativamente distintos (p > 0.05).
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isolates compared to the other copper-containing 
compounds. Copper sulfate displayed an inhibition 
rate of 42%, while copper gluconate exhibited 21.8% 
inhibition (Table 1). This difference in inhibition 
could be attributed to the concentration of copper 
oxychloride, which contains 35-70% metallic 
copper (Adama, 2021), and its higher ionization 
potential, resulting in a greater presence of Cu2+ 
ions. These ions are responsible for the fungicidal 
action and the inhibition of spore germination 
(TECAGR, 2013), surpassing the effects of copper 
sulfate (25%) and copper gluconate (<9%) (Adama, 
2021). Furthermore, the lower solubility of copper 
oxychloride causes a slower release of copper 
ions, leading to a prolonged and sustained effect 
(TECAGR, 2013). Copper demonstrates its impact 
on six distinct structures or processes within the 
fungal cell: the nucleus, ribosome, mitochondrion, 
smooth and rough endoplasmic reticulum, plasma 
membrane, and chromatin. This multifaceted 
approach contributes to its enhanced efficiency 
(Adama, 2021). 

The relatively low in vitro inhibition rate of 
copper gluconate at 21.8% against E. perseae 
isolates (Table 1) might be attributed to its distinct 
interaction with the plant, as it was specifically 
formulated to enhance copper assimilation within 
plants (ATEEC, 2022). Kirkby and Römheld 
(2007) have pointed out that copper contributes to 
various plant processes, including photosynthesis, 
respiration, and the detoxification of superoxide 
radicals. Additionally, copper aids in the synthesis 
of phytoalexins that impede spore germination and 
fungal growth, as well as the formation of lignins 
that establish a physical barrier, bolstering plant 
resistance against diseases. Given these roles, 
evaluating its effectiveness in field conditions 
would be a worthwhile endeavor. 

Each evaluated isolate from the various 
agroecological regions displayed distinct levels 

lados de Zumpimito (EZU) y Canacuas (ECA) con 
75% de inhibición, siendo el aislado de Zacandaro 
(EZA) donde tuvo menor efecto 34%. Oxicloruro 
de cobre en el aislado EZU logró un mejor control 
sobre el crecimiento con un 72% de inhibición, con 
diferencias significativas sobre el resto de los ais-
lados. El sulfato de cobre tuvo la mayor inhibición 
del 60% en el aislado ECC, y en el aislado EAR 
registró menor efecto de inhibición (27%). Por otra 
parte, con el tratamiento de gluconato de cobre no 
existió diferencias significativas en el crecimiento 
del micelio de los aislamientos evaluados de las 
áreas agroecológicas (Cuadro 2). 

Productos químicos. Los bioensayos con produc-
tos químicos se midieron tres meses en los cuales 
el primer mes todos los productos inhibieron por 
completo el crecimiento del micelio. En el segun-
do mes azoxistrobin+propiconazol, tiabendazol y 
azoxystrobin, no se observaron crecimiento mice-
lial, por lo que se inhibió el crecimiento del micelio 
en un 100%, comparado con el testigo que creció 
3 cm de diámetro. Cyprodinil + fludioxonil y pyra-
clostrobin perdieron efecto en el segundo mes de 
evaluación de los aislados mostrando un porcen-
taje de inhibición del 93%. Esto podría deberse al 
tiempo de eficiencia del producto por el tiempo de 
degradación que, de acuerdo con Syngenta (2022), 
para cyprodinil + fludioxonil es de 10 a 30 días, 
para pyraclostrobin de 2 a 36 días y para azoxystro-
bin es de 17 a 30 días, mientras que para propico-
nazol es de hasta 85 días y tiabendazol hasta de 120 
días. Aunque según NPIC (2022) se ha encontrado 
una amplia variedad de vidas medias para el mismo 
fungicida bajo diferentes condiciones ambientales. 

En el tercer mes los productos 
azoxistrobin+propiconazol y tiabendazol conti-
nuaron inhibiendo el crecimiento del micelio en un 
100%, mientras que cyprodinil+fludioxonil y pyra-
clostrobin inhibieron 87.5 y 86.3%, respectivamente 
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of sensitivity, mirroring findings by Espinoza et 
al. (2017). When examining the sensitivity of 60 
Colletotrichum acutatum isolates to fungicides 
thiophanate-methyl and azoxystrobin in two 
strawberry-producing regions, these researchers 
found notable variations. In the Maravatío Valley, 
situated at 2032 meters above sea level, the mean 
effective dose (DE50) of thiophanate-methyl ranged 
from 0.3 to 9.7 mL L-1, while in the Zamora Valley 
(at 1580 meters above sea level) it spanned from 
1.4 to 3.0 mL L-1. For azoxystrobin, the range was 
0.04 to 0.36 mL L-1 in Maravatío and 0.07 to 0.99 
mL L-1 in Zamora. This underscores the distinct 
sensitivity levels across different regions. 

Conversely, as outlined by Fuentes et al. (2014), 
fungi-generated melanins can offer protection 
against certain antifungal agents. In the case of E. 
perseae, it produces elsinocromos starting from the 
second month.

Treatment with L. tridentata exhibited the 
most pronounced inhibitory effect, registering 
a 74% growth reduction in the Zumpimito 
(EZU) isolate and 75% in the Canacuas (ECA) 
isolate. Conversely, the Zacandaro (EZA) isolate 
demonstrated a relatively milder impact, resulting 
in a 34% growth reduction. In the case of the EZU 
isolate, copper oxychloride showcased robust 
growth control, achieving a 72% inhibition rate 
that significantly outperformed the other isolates. 
Among them, copper sulfate demonstrated the 
highest inhibition rate at 60%, specifically in the 
ECC isolate. However, its inhibitory effect was 
least pronounced in the EAR isolate, registering 
a 27% reduction in growth. Conversely, when 
applying copper gluconate treatment, no notable 
distinctions in mycelial growth emerged among the 
evaluated isolates from the agroecological regions 
(Table 2). 

y fue estadísticamente significativo comparado con 
azoxistrobin+propiconazol y tiabendazol. Aun-
que azoxystrobin perdió efecto inhibiendo solo el 
93.3% no fue estadísticamente significativo con 
respecto a azoxistrobin+propiconazol y tiabenda-
zol. Todos los productos tuvieron un porcentaje de 
inhibición de micelio significativo comparado con 
el testigo (Cuadro 3).

Con cyprodinil+fludioxonil y pyraclostrobin 
se presentaron diferencias significativas a los 60 y 
90 días al presentar distintos porcentajes de inhi-
bición de micelio en los aislamientos de las dife-
rentes áreas agroecológica, resultando ser unos más 
sensibles que otros (Cuadro 4). Se observó menor 
susceptibilidad a estos productos del aislado ECA 
del 67%. 

CONCLUSIONES

Los cinco aislados de E. perseae de cada área 
agroecológica presentaron diferentes grados de vi-
rulencia en frutos de aguacate. Las plantas de vive-
ro inoculadas en la variedad Flor de María, mostra-
ron mayor susceptibilidad al patógeno bajo los pa-
rámetros evaluados (número de manchas, tamaño 
de manchas y días en los que se presentaron los sín-
tomas). Los aislados de E. perseae de las diferentes 
áreas agroecológicas mostraron diferentes valores 
de sensibilidad in vitro a los fungicidas evaluados 
(Larrea tridentata, Oxicloruro de cobre, sulfato de 
cobre, cyprodinil+fludioxonil y pyraclostrobin). 
Larrea tridentata y el oxicloruro de cobre inhibie-
ron el 74.1 y 72.4% con el aislado EZU (1421-1640 
m.s.n.m.), siendo los mejores productos compara-
do con gluconato de cobre al controlar un máximo 
de 37.7% de inhibición. El hongo presentó mayor sen-
sibilidad in vitro (100%) a los fungicidas químicos: 
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Chemical products. The bioassays involving 
chemical agents were conducted over a span 
of three months. During the initial month, all 
products managed to completely inhibit the growth 
of mycelium. Moving into the second month, 
azoxystrobin+propiconazole, thiabendazole, and 
azoxystrobin achieved a remarkable outcome: there 
was an absence of mycelial growth, thus resulting 
in a 100% inhibition rate. In contrast, the control 
group exhibited a growth of 3 cm in diameter. 
Both cyprodinil + fludioxonil and pyraclostrobin 
displayed a decline in effectiveness during the 
second month of isolate evaluation, registering 
an inhibition rate of 93%. This trend might 
stem from the efficacy duration of the product, 
linked to its degradation timeline. According to 
Syngenta (2022), cyprodinil + fludioxonil remains 
effective for a period ranging from 10 to 30 days, 
pyraclostrobin from 2 to 36 days, and azoxystrobin 

tiabendazol y azoxystrobin + propiconazol y a los 
autorizados en huertos con manejo orgánico: L. tri-
dentata y oxicloruro de cobre un 58%.

Table 2.	 Percent mycelial inhibition of E. perseae isolates from different agroecological areas with fungicides at 
different post-inoculation times on avocado fruit.

Cuadro 2.	 Porcentaje de inhibición de micelio de aislamientos de E. perseae de diferentes áreas agroecológicas con 
fungicidas a diferentes tiempos de post-inoculación en frutos de aguacate.

Inhibición del crecimiento del micelio (%)
Tratamientos Días ECC EZU EZA EAR ECA

(1,200-1,420 
m.s.n.m.)

(1421-1640 
m.s.n.m.)

(1641- 1860 
m.s.n.m.)

(1861- 2080 
m.s.n.m.)

(2081-2300 
m.s.n.m.)

7 62.53b 78.95ab 60.15b 63.49b 87.93a

L. tridentata 15 44.82b 70.00a 45.00b 51.35b 70.00a
30 57.37b 74.13a 34.04 c 50.00b 75.00a
7 47.31b 69.98ab 58.93ab 70.39ab 86.13a

Oxicloruro de cobre 15 33.33b 52.00ab 40.00b 45.94ab 64.00a
30 57.37b 72.41a 48.93 b 53.84 b 55.00b
7 76.67ab 72.67ab 55.24ab 41.40b 83.44a

Sulfato de cobre 15 54.02a 54.00a 23.08bc 16.13c 62.00a
30 60.65 a 32.75bc 37.5ab 27.02b 51.66 ab
7 44.04ab 8.075b 47.88a 31.46ab 34.99ab

Gluconato de cobre 15 31.03 ab 6.00b 32.50 a 20.54 ab 27.50ab
30 37.70a 8.27a 23.40a 26.15a 21.66a

Values with different letters in the same row are significantly different (P > 0.05).  /  Valores con distinta letra, en la misma 
fila, son significativamente distintos (P > 0.05).

Fin de la versión en Español

from 17 to 30 days. In contrast, propiconazole 
sustains its efficacy for up to 85 days, while 
thiabendazole remains effective for as long as 120 
days. However, it’s noteworthy, as stated by NPIC 
(2022), that fungicides may exhibit diverse half-
lives under varying environmental conditions. 

During the third month, the effectiveness of 
azoxystrobin+propiconazole and thiabendazole 
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products persisted at a 100% inhibition rate against 
mycelial growth. In contrast, cyprodinil+fludioxonil 
and pyraclostrobin achieved slightly lower 
inhibitions, at 87.5 and 86.3% respectively. 
These reductions were statistically significant 
when compared to the inhibitions achieved by 
azoxystrobin+propiconazole and thiabendazole. 
Notably, azoxystrobin’s efficacy declined, 
resulting in a 93.3% inhibition rate, which, 
although lower, was not statistically distinct from 
azoxystrobin+propiconazole and thiabendazole. 
It’s worth highlighting that all tested products 
exhibited a significant level of mycelium inhibition 
when compared to the control group (Table 3).

With cyprodinil+fludioxonil and pyraclostrobin, 
significant differences were observed at 60 and 
90 days, with different percentages of mycelium 
inhibition in the isolates from the different 
agroecological areas, some being more sensitive 
than others (Table 4). A lower susceptibility to these 
products was observed for the 67% ECA isolate. 

Table 3.	 Percent mycelium inhibition of E. perseae isolates with chemicals 
over different evaluation times.

Cuadro 3.	 Porcentaje de inhibición de micelio de aislamientos de E. perseae 
con productos químicos en diferentes tiempos de evaluación.

Tratamientos Inhibición del crecimiento del micelio (%)
30 días 60 días 90 días 

Tiabendazol 100a 100a 100a
Azoxystrobin+propiconazol 100a 100a 100a
Cyprodinil+fludioxonil 100a 93.70b 87.52bc
Pyraclostrobin 100a 93.18b 86.35c
Azoxystrobin 100a 100a 93.34ab
Testigo 0b 0c 0d

Values with different letters in the same column are significantly different (p > 
0.05). /  Valores con distinta letra, en la misma columna, son significativamente 
distintos (p > 0.05). 

CONCLUSIONS

The five E. perseae isolates from each 
agroecological area exhibited varying virulence 
levels on avocado fruit. Nursery plants with the 
Flor de María variety were more susceptible to 
the pathogen based on spot count, spot size, and 
symptom appearance time. E. perseae isolates 
from different agroecological areas showed varying 
in vitro sensitivity to tested fungicides (Larrea 
tridentata, copper oxychloride, copper sulfate, 
cyprodinil+fludioxonil, and pyraclostrobin). Larrea 
tridentata and copper oxychloride achieved 74.1% 
and 72.4% inhibition, respectively, against the 
EZU isolate (1421-1640 m.a.s.l.), outperforming 
copper gluconate, which controlled a maximum 
of 37.7% inhibition. The fungus displayed higher 
in vitro sensitivity (100%) to chemical fungicides 
thiabendazole and azoxystrobin + propiconazole, 
as well as to orchard-approved organic options: 
Larrea tridentata and copper oxychloride (58%).
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Abstract. The control of phytopathogens is key 
for food security. In the last decade, the use of 
interference RNA (iRNA) has been proposed as a 
technological tool for controlling diseases and pests 
in agriculture. Although different approaches have 
been described, such as the use of “Host-Induce 
Gene Silencing” (HIGS) and “Virus-Induce Gene 
Silencing” (VIGS), more recently a non-transgenic 
and environmentally friendly approach has 
emerged, called “Spray -Induce Gene Silencing” 
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Resumen. El control de fitopatógenos es funda-
mental para la seguridad alimentaria. En la última 
década se ha propuesto el uso de ARN de interfe-
rencia (iRNA) como herramienta tecnológica para 
el control de enfermedades y plagas agrícolas. 
Aunque se han descrito distintos enfoques como 
el uso de “Host-Induce Gene Silencig” (HIGS) y 
de “Virus-Induce Gene Silencing” (VIGS), más re-
cientemente ha surgido un enfoque no transgénico 
y amigable con el ambiente, denominado “Spray-
Induce Gene Silencing” (SIGS), que hace uso de 
cadenas dobles de ARN (dsRNA) “desnudos”. Esta 
revisión analiza trabajos recientes que hacen uso 
del dsRNA, en especial del SIGS, para el control 
de hongos fitopatógenos; se enfatizan aspectos de 
su eficacia, inocuidad en la salud humana y su esta-
bilidad en el medio ambiente. Se enfocan también 
importantes problemas fitosanitarios en México y 
América Latina que podrían ser abordadas con el 
uso del SIGS. La conclusión de esta revisión es que 
SIGS es una tecnología con verdadero potencial 
para el control de hongos fitopatógenos en plantas 
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(SIGS), which uses double-stranded “naked” RNA 
(dsRNA). This review discusses recent reports 
on the use of dsRNA, especially SIGS, to control 
phytopathogenic fungi; emphasizing factors such 
as efficacy, safety in terms of human health and 
its stability in the environment. It also focuses on 
important phytosanitary problems in Mexico and 
Latin America that can be addressed with SIGS. 
This review concludes that SIGS technology has 
real potential to be used to control phytopathogenic 
fungi on plants in the field and on postharvest 
fruits. At the end, the critical tasks and the lines 
of research that must be carried out to promote the 
SIGS to make it a reality are considered.

Key words: Gene silencing, dsRNA, SIGS, plant 
pathogens

The constant growth of the population demands 
a guarantee for food production, making it a global 
challenge. It has been estimated that by 2050, food 
demand will have increased more than 50% (van 
Dijk et al., 2021), with the added responsibility of 
increasing productivity without causing a further 
environmental impact. The challenge is even 
greater, because pests and diseases are serious and 
constant constrains on food security. In particular, 
phytopathogenic fungi cause approximately 30% of 
all losses in agricultural crops in the world (Savary 
et al., 2019). Currently, the main control method 
is the use of chemical fungicides, which causes a 
strong pressure of selection on pathogens, favoring 
a greater genetic diversity and the appearance of 
more resistant strains in their populations, as well as 
problems in the environment and in human health 
(Brito et al., 2020). This makes it increasingly 
urgent to protect crops without depending on 
chemical fungicides. One option that offers great 
opportunities is the use of interference RNA 
(iRNA), which is the subject of this study.

de campo y en frutos postcosecha. Al final se plan-
tean las rutas críticas e investigaciones que deben 
abordarse para que eventualmente el uso de SIGS 
pueda concretarse.

Palabras clave: Silenciamiento génico, dsRNA, 
SIGS, patógenos vegetales

El constante crecimiento de la población de-
manda garantizar la producción de alimentos, con-
virtiéndose en un reto mundial. Se estima que para 
el 2050 la demanda de alimentos incremente más 
del 50% (van Dijk et al., 2021), con la responsabi-
lidad además de incrementar la productividad sin 
provocar mayor impacto ambiental. El desafío es 
aún mayor, porque las plagas y enfermedades po-
nen en constante riesgo la seguridad alimentaria. 
En particular, los hongos fitopatógenos provocan 
aproximadamente 30% de pérdidas en los cultivos 
agrícolas en el mundo (Savary et al., 2019). Ac-
tualmente el principal método de control es el uso 
intensivo de fungicidas químicos, ocasionando una 
fuerte presión de selección sobre los patógenos, fa-
voreciendo mayor diversidad genética y la apari-
ción de aislados más resistentes en sus poblaciones, 
así como problemas en el medio ambiente y salud 
humana (Brito et al., 2020). Por estas razones, es 
cada vez más apremiante proteger los cultivos sin 
depender de fungicidas químicos. Una opción que 
ofrece grandes oportunidades es el uso del ARN de 
interferencia (iRNA), sobre lo cual se tratará la pre-
sente revisión.

El iRNA es un mecanismo conservado, presente 
en la mayoría de las células eucariotas, que se rela-
ciona con la represión de la transcripción (regula-
ción transcripcional de la expresión génica) y/o de-
gradación del ARN mensajero (mRNA), o inhibi-
ción de la traducción (regulación post-transcripcio-
nal); también participa en la defensa de los organis-
mos contra elementos extraños (Garcia-Ruiz et al., 
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Interference RNA is a conserved mechanism, 
present in most eukaryotic cells, and associated with 
the repression of the transcription (transcriptional 
regulation of the gene expression) and/or 
degradation of the messenger RNA (mRNA), or 
inhibition of the translation (post-transcriptional 
regulation). It also participates in the defense of 
organisms against foreign elements (Garcia-Ruiz 
et al., 2016; Rosa et al., 2018). This mechanism, 
known as gene silencing, is triggered by double-
stranded RNA (dsRNA), which can have the 
structure of a double strand or a hairpin structure 
(Figure 1). The small RNAs (sRNAs) that trigger 
the silencing can be divided into two large groups, 
depending on their origin: micro-RNAs (miRNA) 
and small interfering RNA (siRNA). 

The miRNAs come from the transcription of 
the MIR genes; the initial transcript is called pri-
miRNA and it forms a hairpin structure, recognized 
by a Dicer-like ribonuclease III (DCL), which cuts 
them into smaller structures called pre-miRNA. 
DCL cuts again on the pre-RNAs and the miRNAs 
are produced. 

On the other hand, siRNAs are produced 
through the transcription of repeated sequences or 
of transposition elements, or through the replication 
in the genome of sequences of viral origin, or by 
the secondary amplification of dsRNA after the 
sRNA were cut by Dicer, or by hybridizations of 
complementary regions between two independent 
transcripts (that codify different proteins). The 
original dsRNAs, produced by either one of these 
paths, are processed by DCL in smaller fragments. 
Both sRNAs (miRNA and siRNA) are fragments of 
approximately 19-24 nucleotides (nt) in length, and 
are recruited by the protein Argonaut (AGO) and 
processes in the RNA-induced silencing complex 
(RISC). The RISC complex uses one of the strands 
in the sRNA to guide the specific degradation of the 
target mRNA, which sRNA is complementary with; 

2016; Rosa et al., 2018). Este mecanismo, conoci-
do como silenciamiento génico, es desencadenado 
por estructuras de ARN de doble cadena (siglas en 
inglés dsRNA, por “double strand RNA”), que pue-
den tener una estructura de dúplex lineales o una 
estructura tipo “hairpin” (horquilla, también llama-
da estructura tallo-asa) (Figura 1). Los sRNAs (por 
“small RNA”, o ARN pequeños) que desencadenan 
el silenciamiento pueden dividirse en dos grandes 
grupos según su origen, los micro-ARNs (miRNA) 
y los pequeños ARN de interferencia (siRNA, de 
small interfering RNA). 

Los miRNA provienen de la transcripción de 
los genes MIR; el transcrito inicial es llamado pri-
miRNA y forma una estructura de horquilla que 
es reconocida por una ribonucleasa III tipo Dicer 
(DCL, por Dicer-like), que los corta a estructuras 
más pequeñas llamadas pre-miRNA. DCL hace un 
nuevo corte sobre los pre-RNA y se producen los 
miRNA. 

Los siRNA por su parte, son producidos a tra-
vés de la transcripción de secuencias repetidas o 
de elementos de transposición, o por la replicación 
en el genoma de secuencias de origen viral, o por 
la amplificación secundaria de dsRNA después de 
que los sRNA fueron cortados por Dicer, o por hi-
bridaciones de regiones complementarias entre dos 
transcritos independientes (que codifican diferen-
tes proteínas). Los dsRNA originales, producidos 
por cualquiera de estas vías, son procesados por 
DCL en fragmentos más pequeños. 

Ambos sRNA (miRNA y siRNA), son fragmen-
tos de aproximadamente 19-24 nucleótidos (nt), y 
son reclutados por la proteína Argonauta (AGO) y 
procesados en el complejo de silenciamiento indu-
cido por ARN (RISC, por “RNA-induced silencing 
complex”). El complejo RISC usa una de las dos 
cadenas del sRNA para guiar la degradación espe-
cífica del mRNA diana o blanco, con el cual el sRNA 
es complementario; de este modo el sistema regula 
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Figure 1.	Mechanisms of small RNA (sRNA) production in eukaryotes. sRNAs comprise the small interfering RNA (siRNA) 
and micro-RNA (miRNA). On the left, the scheme shows the different biosynthetic pathways to produce siRNA, 
which may have structure of lineal-double strand DNA, or hairpin (stem-loop) structure. These two structures 
(lineal double strand DNA and hairpin) are those imitated by the artificial double strand sRNA (dsRNA), it means, 
those designed for biotechnology. On the right, the picture shows the biosynthesis of miRNA which come from MIR 
genes, which are transcribed to pri-RNA. Silencing starts when the pri-RNA or siRNA precursors are recognized 
and cut by DCL (Dicer protein), producing siRNA and pre-RNA respectively. The last one is cut again by DCL into 
miRNA. siRNA and miRNA bind AGO (Argonaut protein) becoming into RISC (RNA-induced silencing complex). 
In RISC, one siRNA´ or miRNA´ strand is used to guide transcriptional or post-transcriptional silencing. In fungi, 
iRNA regulates processes of development, defense, and pathogenicity on transcriptional and post-transcriptional 
levels. 

Figura 1.	Mecanismos de producción de los ARN pequeños (sRNA) en eucariotas. Los sRNA comprenden los pequeños 
ARN de interferencia (siRNA) y los micro ARNs (miRNA). En la izquierda se presentan las diferentes rutas de 
biosíntesis de los siRNA, los cuales pueden tener la forma estructural de doble cadena lineal o de hairpin (horquilla 
o tallo-asa). Estas dos estructuras (dúplex lineal y hairpin) son las estructuras que imitan los sRNA de doble 
cadena (dsRNA) artificiales, es decir, diseñados con fines biotecnológicos. A la derecha se observa la biosíntesis de 
los miRNA que provienen de los genes MIR, a partir de los cuales se transcriben los pri-RNA. El silenciamiento 
inicia cuando los pri-RNA o los precursores de los siRNA son reconocidos y cortados por DCL (proteína Dicer), 
generando los siRNA y los pre-miRNA respectivamente. Estos últimos son nuevamente cortados por DCL a 
miRNA. Los siRNA y miRNA posteriormente se unen a la proteína AGO (argonauta), formando el complejo RISC 
(por “RNA-induced silencing complex” o complejo de silenciamiento inducido por ARN). En RISC, una hebra 
del siRNA o del miRNA es usada para guiar el silenciamiento transcripcional o post transcripcional. En hongos el 
sistema de silenciamiento regula, tanto a nivel transcripcional como post transcripcional, procesos de desarrollo, 
defensa y patogenicidad.

in this way, the system regulates the expression of 
genes in a sequence-specific way. Figure 1 outlines 
the production and processing of both types of 
sRNAs: miRNA and siRNA. 

Plants have the natural ability to exchange 
sRNAs with their pathogens in a process called 
Crosskingdom iRNA, which plants can use to 
fight pathogens (Hudzik et al., 2020) (Figure 2). 
In biotechnology there are three approaches to 
using iRNA to protect crops against pathogens and 
pests: 1) the expression of transgenes in the plant, 
or host-induced gene silencing (HIGS). This is a 
strategy to silence the genes of pathogens through 
the production in vivo of sRNA complementary 
to the sequences of the pathogen, using genetic 
engineering and the transformation with 
Agrobacterium tumefaciens, resulting in a plant 
that is a genetically modified organism, or GMO 

la expresión de genes de una manera específica a la 
secuencia. La Figura 1 esquematiza la producción 
y procesamiento de ambos tipos de sRNAs: miR-
NA y siRNA. 

Las plantas tienen la habilidad natural de inter-
cambiar sRNAs con sus patógenos, en un proceso 
denominado “Crosskingdom iRNA” o intercambio 
cruzado entre reinos, con lo cual las plantas pue-
den combatir a los patógenos (Hudzik et al., 2020) 
(Figura 2). En la biotecnología, existen tres enfo-
ques para aprovechar el iRNA para proteger los 
cultivos: 1) la expresión de transgenes en la planta, 
llamado HIGS por “host-induced gene silencing” 
(silenciamiento génico por la producción de dsR-
NA por el hospedante). HIGS es una estrategia para 
silenciar los genes de los patógenos a través de la 
producción in vivo de sRNA complementarios a 
las secuencias del patógeno, mediante el uso de la 
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(Halder et al., 2022; Ghag et al., 2019; Koch and 
Wassenegger, 2021). Most of the genes that have 
been targeted in fungi have been structural genes, 
development regulators and pathogenicity factors 
(Yin and Hulbert, 2015). 2) Use of recombinant viral 
vectors, which when replicated produce sRNAs in 
plants and these are directed to a fragment of the 

ingeniería genética y a través de la transformación 
con Agrobacterium tumefaciens, resultando en una 
planta que es un organismos genéticamente modi-
ficado u OGM (Halder et al., 2022; Ghag et al., 
2019; Koch y Wassenegger, 2021). La mayoría de 
los genes que han sido dianas en los hongos han 
sido genes estructurales, reguladores del desarrollo 
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transcribed target, thus triggering its silencing. 
This procedure is known as virus-induced gene 
silencing (VIGS) (Villanueva-Alonzo et al., 2022). 
An example of this is the use of the Barley stripe 
mosaic virus (BSMV) to silence important genes of 
the fungus Puccinia striiformis f. sp. tritici to avoid 
the infection of wheat (Triticum aestivum) (Qi et al., 
2018; Yin et al., 201). 3) The exogenous application 
of dsRNA, homologous to genes exclusive to the 
pathogen. This method is known as spray-induced 
gene silencing (SIGS) (Wang and Jin, 2017). Both 
HIGS and VIGS imply the use of genetically 
modified organisms (GMOs); the former, because 
it requires the genetic transformation of the plants 
of interest and the latter, because of the genetic 
modification of the viruses, with the constructs of 
expression, to replicate in plant cells and transcribe 
the sRNAs (Figure 3). Table 1 shows a summary 
of the comparison of the three techniques, as well 
as the advantages and disadvantages of each one. 
In several countries, the regulations on the use of 

y factores de patogenicidad (Yin y Hulbert, 2015). 
2) uso de vectores virales recombinantes, que al 
replicarse producen los sRNA en las plantas, diri-
gidos contra un fragmento del transcrito diana y de 
esta manera desencadena su silenciamiento. Este 
procedimiento se conoce como VIGS, por “virus-
induced gene silencing” (silenciamiento génico por 
dsRNA producidos con base en un vector viral) 
(Villanueva-Alonzo et al., 2022). Un ejemplo es 
el uso del Virus del mosaico estriado de la cebada 
(Barley stripe mosaic virus-BSMV) para el silen-
ciamiento de genes importantes del hongo Pucci-
nia striiformis f. sp. tritici y evitar la infección del 
trigo (Triticum aestivum) (Qi et al., 2018; Yin et 
al., 201). 3) la aplicación exógena de dsRNA, ho-
mólogos a genes exclusivos del patógeno. A este 
método se le conoce como SIGS, por “spray indu-
ced gene silencing”, o silenciamiento génico indu-
cido por aspersión de dsRNA (Wang y Jin, 2017). 
Tanto HIGS como VIGS implican el manejo de or-
ganismos genéticamente modificados (OGMs); el 

Figure 2.	 Global representation of sRNA movement and their functions between the fungus and plant host. The plant 
sRNA is delivered in extracellular vesicles, targeting the fungal cell to silence fungal genes involved in growth 
and virulence. The fungal sRNAs promote its virulence and growth, as well as they suppress the plant defense. 
This process of interchanging sRNA between the pathogen and the host is called “Cross-kingdom iRNA”. When 
exogenous double strand sRNA, dsRNA, (designed to target important fungal genes involved in growth and 
virulence) are sprayed directly on the fungus or on the leaf, they are later absorbed by the fungus resulting in 
siRNA that silence the targeted genes. The figure also shows that artificial silencing (designed with biotechnological 
purposes), occur in the pathosystem at same time as host genes silencing because natural sRNAs delivered by the 
fungus, as well as fungal genes silencing because natural sRNAs delivered by the host.

Figura 2.	 Representación global del movimiento de sARNs y sus funciones entre el hongo y el hospedante. Los sRNA 
vegetales son enviados a través de vesículas extracelulares hacia la célula fúngica para silenciar genes involucrados 
en su crecimiento o virulencia. Los sRNA fúngicos promueven la virulencia y el crecimiento del hongo, y también 
bloquean la respuesta vegetal de defensa. Este proceso de intercambio de sRNAs entre patógenos y hospedantes es 
llamado “Crosskigdom iRNA” (interferencia entre reinos mediado por ARN). Cuando los sRNA de doble cadena 
(dsRNA) exógenos (diseñados contra dianas importantes, generalmente involucrados en el crecimiento fúngico 
y/o su virulencia), son asperjados directamente sobre el hongo o sobre la hoja, son absorbidos por el hongo, dando 
lugar a siRNA que bloquean los genes diana que se seleccionaron. La figura muestra también que el silenciamiento 
artificial (diseñado con fines biotecnológicos), ocurre en el patosistema al mismo tiempo que el silenciamiento de 
genes del hospedante por envío de sRNAs naturales por parte del hongo, y también silenciamiento de genes del 
hongo por envío de sRNAs naturales por parte del hospedante.
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Figure 3.	 Schematic representation of the different control approaches based on the interfering RNA mechanism. HIGS 
(host induced gene silencing); in HIGS the host is transformed and genetically modified for endogenous generation 
of artificial sRNA; silencing cassette is introduced by Agrobacterium tumefasciens with a T-DNA cassette in which 
there are cloning the sense fragment (yellow square, arrow with right end), the antisense fragment (green square, 
arrow with left end), both flanking an independent sequence (black rectangle). Yellow and green sequences are the 
same sequences but inverted each other, then, they are complementary. In the expression cassette, P corresponds 
to the promoter and T to the terminator. When dsRNA is transcribed, it gets a hairpin structure. VIGS (virus 
induced gene silencing); the virus is genetically modified to produce each strand of sRNA (sense y antisense). SIGS 
(spray induced gene silencing) by exogenous sprayed dsRNA.

Figura 3.	Representación esquemática de los diferentes enfoques de control usando el mecanismo de RNA de interferencia. 
HIGS (host induced gene silencing; es silenciamiento génico mediado por sRNA producidos en el hospedante); 
en HIGS el hospedante es transformado y modificado genéticamente para la generación de sRNA artificiales 
endógenos; el casete de silenciamiento es introducido mediante Agrobacterium tumefasciens con un vector de 
tipo T-DNA en el que se clonan los fragmentos sentido (barra amarilla con flecha a la derecha) y antisentido 
(barra verde, con flecha a la izquierda) flanqueando una secuencia independiente (representada con un rectángulo 
negro). Las regiones amarillo y verde son las mismas secuencias, pero invertidas una respecto a la otra, por lo que 
son complementarias. En el casete de expresión, P corresponde al promotor y T al terminador. Al transcribirse el 
dsRNA, se forma una estructura tipo hairpin. En VIGS (virus induced gene silencing; silenciamiento génico por 
dsRNA producidos por vectores virales), el virus es genéticamente modificado para la generación de cada una de 
las hebras del sRNA (sentido y antisentido). SIGS (spray induced gene silencing), es el silenciamiento génico por 
dsRNA asperjados exógenamente.
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Table 1. Comparison of technologies based on interference RNA for the control of pests and agricultural 
diseases.

Cuadro 1.	 Comparación de tecnologías basadas en ARN de interferencia para el control de plagas y 
enfermedades agrícolas

Tecnología Significado del 
acrónimo Descripción Ventajas Desventajas Referencias

HIGS
Host Induced 
Gene Silencing 
(silenciamiento 
génico por la 
producción de 
dsRNA por el 
hospedante).

La planta es 
transformada 
con un vector de 
ADN que integra 
el constructo de 
silenciamiento al 
genoma.   

Producción estable 
y permanente de 
los dsRNA. Los 
dsRNA tienen ma-
yor probabilidad 
de absorción por 
los patógenos de 
diferentes reinos.

El procesamiento 
de los dsRNA 
depende de la 
maquinaria de 
silenciamiento de 
la planta.

Requiere proto-
colos de transfor-
mación y regene-
ración a planta de 
la especie que se 
quiera convertir en 
HIGS.

La planta es OGM. 
Poca acceptación 
de consumidores.
 

Halder et al., 
2022; Papado-
poulou et al., 
2020; Wang et. 
al., 2016

VIGS
Virus Induced 
Gene Silencing 
(silenciamiento 
génico por dsRNA 
producidos con 
base en un vector 
viral).

La planta es 
inoculada con el 
vector de silen-
ciamiento viral 
que contiene 
un fragmento 
del gen diana. 
El nuevo ADN 
no se integra al 
genoma vegetal. 

No requiere de un 
protocolo de trans-
formación de la 
planta de interés. 
El vector VIGS se 
inocula por bom-
bardeo o agroinfil-
tración.

El procesamiento 
de los dsRNA 
depende de la 
maquinaria de 
silenciamiento de 
la planta.
 

Requiere que el 
vector VIGS sea 
capaz de moverse, 
replicarse y  trans-
cribirse en la plan-
ta de interés.

La producción de 
los dsRNA es tem-
poral. No provee 
de una resistencia 
permanente hacia 
los patógenos.

El vector viral es 
un OGM.

Halder et al., 
2022; Villanue-
va-Alonzo et al., 
2022

SIGS
Spray Induced 
Gene Silencing 
(silenciamiento 
génico inducido 
por dsRNA asper-
jados).

Los dsRNAson 
producidos por 
transcripción in 
vitro o sinteti-
zados química-
mente.

Para la transcrip-
ción in vitro si 
se generan cons-
tructos de silen-
ciamiento, pero 
los OGMs solo 
se manejan en el 
laboratorio. 
Las plantas  asper-
jadas con dsRNA 
no son OGMs.

Los dsRNA entran 
de manera inefi-
ciente a la planta 
y se degradan 
fácilmente sobre la 
superficie vegetal.

La producción in 
vitro actualmente 
es costosa.

El éxito del silen-
ciamiento depende 
de que el patógeno 
posea una maqui-
naria de silencia-
miento eficiente. 

Gurusamy et al., 
2020a, 2020b; 
Hoffle et al., 
2020; Koch y 
Wassenegger, 
2021; Qiao et 
al., 2021; Sarkar 
y Roy-Barman, 
2021
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GMOs in the field is still restricted, which means 
an opportunity for SIGS, since the exogenously 
applied dsRNA are temporary and does not require 
the creation or application of GMOs in the field. 
The aim of this manuscript is to present the 
potential of SIGS as the option for the use of iRNA 
in the field for the management of phytopathogenic 
fungi, particularly in Mexico and Latin America, 
and the aspects that still need to be overcome for 
this technology to be successfully used in the field.

In the cases of HIGS and VIGS, for the 
processing of the dsRNAs (that is, the cutting of 
the dsRNAs into siRNA by Dicer, the recognition 
of the siRNAs by Argonaut and the formulation 
of the RICS complex), depends almost entirely on 
the mechanism of the plant (Höfle et al., 2020), 
whereas in SIGS, it depends on the ability of the 
pathogen to absorb and process the dsRNAs into 
siRNA (Koch and Wassenegger, 2021; Qiao et 
al., 2021). Therefore, in order for the SIGS to be 
successful, a functional silencing machinery is 
required in the target organism. Consequently, it is 
important to analyze the components of the fungal 
silencing machinery. 

Silencing machinery in fungi

As mentioned earlier, the silencing system is 
conserved in eukaryotes. In the first reports on 
Neurospora crassa and Schizosaccharomyces 
pombe, silencing was given the name of “quelling.” 
Thus, fungal proteins related to silencing were 
named QDE, or “quelling defective.” But these 
names may be confusing because while QDE1 is 
a DNA- dependent RNA polymerase, QDE2 is an 
argonaut protein. Similarly, SMS2 (Suppressor of 
meiotic silencing 2) is a homologous to argonaut 
protein in Neurospora crassa (Gaffar et al., 2019). 
Although narratives on the first investigations keep 
mentioning QDE proteins, the tendency is to name 

primero porque requiere la transformación genética 
de las plantas de interés y el segundo por la modi-
ficación genética de los virus, con los constructos 
de expresión, para replicarse en las células vegeta-
les y transcribir los sRNA (Figura 3). El Cuadro 1 
muestra un resumen de la comparación de las tres 
técnicas, así como las ventajas y desventajas de 
cada una. En varios países las regulaciones del uso 
de OGMs en el campo aun es restringido, lo que 
abre una ventana de oportunidad para el SIGS, ya 
que los dsRNA aplicados exógenamente son tran-
sitorios y no requiere crear o aplicar OGMs en el 
campo. El objetivo de este manuscrito es presentar 
el potencial del SIGS para convertirse en la vía de 
uso de los iRNA en el campo para el manejo de 
hongos fitopatógenos, en particular en México y 
en Latinoamérica, y los aspectos que faltan superar 
para que esta tecnología pueda usarse exitosamente 
en el campo.

En los casos de HIGS y VIGS, para el procesa-
miento de los dsRNA (es decir, el corte de los ds-
RNA a siRNA por Dicer, el reconocimiento de los 
siRNA por Argonauta y la formación del complejo 
RISC), depende casi totalmente de la maquinaria 
de la planta (Höfle et al., 2020), mientras que en 
el SIGS depende de la capacidad del patógeno de 
absorber y procesar los dsRNA en siRNA (Koch y 
Wassenegger, 2021; Qiao et al., 2021); por tanto, 
para el éxito del SIGS se requiere una maquinaria 
funcional en el microorganismo diana. En conse-
cuencia, es importante analizar los componentes de 
la maquinaria de silenciamiento de los hongos. 

Maquinaria de silenciamiento en los hongos

Como se ha mencionado previamente, el sistema 
de silenciamiento es conservado en los eucariotas. 
En los primeros reportes realizados en Neurospora 
crassa y Schizosaccharomyces pombe, el silencia-
miento recibió el nombre de “quelling” (sofoco o 
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proteins of the silencing system like their plant 
counterparts, that is, dicer (DCL), argonaut (AGO) 
and RNA-dependent RNA polymerase (RDRP). In 
fungi, the number of members described in these 
families are lower than those described in the plants. 
For example, in the plant kingdom, more than 15 
members of the AGO family have been described, 
along with at least 6 RDRP (García-Ruiz et al., 
2016), while in fungi, three AGO members are 
known, along with two DCLs and five suppressors 
of ascus, or SAD (Lax et al., 2020). 

Gene silencing in fungi, as in other eukaryotes, 
participates in multiple processes (Figure 1) such as 
the regulation of genetic expression, the formation 
of heterochromatin, defense against viruses, the 
control of transposable elements, adaptation to 
conditions of stress, cell division and development, 
as well as in pathogenesis (Lax et al., 2020; Zanini 
et al., 2021). Recently, Gaffar and collaborators 
(2019) studied the conidiation, ascoporogenesis, 
virulence and production of the metabolite 
deoxynivalenol in Fusarium graminearum and 
observed different combinations of AGO, DCL 
and RDRP in the different processes, which shows 
the complexity of the mechanism for the silencing, 
despite the fact that only a few members in the 
main families of the proteins involved are known 
in fungi.  

The role of interference RNA in fungal virulence

Silencing plays an important role in the 
virulence of fungi (Gaffar et al., 2019; Weiberg 
et al., 2013; Yin et al., 2020; Zanini et al., 2021), 
therefore these proteins have been proposed as 
targets for the control of plant pathogens (Haile 
et al., 2021; Werner et al., 2020). For example, 
Botrytis cinerea is able to release sRNAs (Bc-
sRNAs) during the infection of its host’s cells (Cai 
et al., 2018). These Bc-sRNAs act by sequestering 

apagamiento de la expresión génica). Así, las pro-
teínas fúngicas relacionadas al silenciamiento reci-
bieron los nombres de QDE, por “quelling defecti-
ve”. Pero estas denominaciones pueden ser confu-
sas porque mientras QDE1 es una ARN polimerasa 
dependiente de ADN, QDE2 es una proteína tipo 
argonauta. Similarmente, SMS2 (por “Suppressor 
of meiotic silencing 2”), es una proteína homólo-
ga a argonauta en Neurospora crassa (Gaffar et al., 
2019). Aunque en las narrativas sobre las primeras 
investigaciones se siguen mencionando a las pro-
teínas QDE, la tendencia es nombrar a las proteínas 
del sistema de silenciamiento como sus homólogas 
en plantas, es decir como dicer (DCL), argonauta 
(AGO), y ARN Polimerasas dependientes de ARN 
(RDRP, por RNA-dependent RNA polymerase). En 
los hongos el número de miembros descritos en es-
tas familias son menores a las descritas en las plan-
tas. Por ejemplo, en el reino vegetal se han descrito 
más de 15 miembros en la familia AGO y al menos 
6 RDRP (García-Ruiz et al., 2016); mientras que en 
los hongos se conocen tres miembros de AGO, dos 
DCL y cinco helicasas tipos SAD (por “suppressor 
of ascus”; supresor de la formación de las ascas) 
(Lax et al., 2020). 

El silenciamiento génico en los hongos, como 
en otros eucariontes, participa en múltiples proce-
sos (Figura 1) como son la regulación de la expre-
sión genética, la formación de heterocromatina, la 
defensa contra virus, el control de elementos trans-
ponibles, la adaptación a condiciones de estrés, la 
división celular y desarrollo, y también en la pato-
génesis (Lax et al., 2020; Zanini et al., 2021). Re-
cientemente, Gaffar y colaboradores (2019) al estu-
diar los procesos de conidiación, ascoporogénesis, 
virulencia y producción del metabolito deoxiniva-
lenol en Fusarium graminearum observaron dife-
rentes combinaciones de AGO, DCL y RDRP en 
los diferentes procesos, lo que evidencia la com-
plejidad del mecanismo de silenciamiento a pesar 
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the AGO protein of the host, such as Arabidopsis 
thaliana or Solanum lycopersicum, which is key in 
the defense system of both hosts (Weiberg et al., 
2013). Interestingly, a single sRNA, named Bc-
siR37, suppresses at least eight genes involved in 
the defense of A. thaliana. Among these, WRKY 
transcription factors, receptor kinases and cell 
wall modifying enzymes (Wang et al., 2017). 
Verticillium dahliae is another pathogen in which 
the role of the sRNAs has been studied regarding 
the invasion of the host, and it was found that it 
uses mechanisms similar to those described for B. 
cinerea (Wang et al., 2016). In another example, 
Fusarium graminearuma also releases Fg-sRNAs, 
which help silence defense genes in hosts, favoring 
their colonization (Jian and Liang, 2019; Werner et 
al., 2021). When F. graminearum invades wheat (T. 
aestivum), it secretes the sRNA Fg-sRNA1, which 
reduces the expression of a chitin elicitor binding 
protein (TaCEBiP) that has the function of eliciting 
the defense (Jian and Liang, 2019). In addition, it 
has been proven that DCL-dependent Fg-sRNAs 
generally regulate the expression of defense genes 
in grasses (Werner et al., 2021). The elimination 
of several components of the iRNA production 
system, particularly DCL1 and AGO2, results in 
a reduction of blight in wheat spikes, highlighting 
the importance of these proteins in the virulence 
of F. graminearum (Gaffar et al., 2019). Due to 
this, both genes (DCL1 and AGO2) have been 
proposed for the control of this pathogen in barley 
leaves (H. vulgare) (Werner et al., 2020). On the 
other hand, in Penicillium italicum, protein DCL2 
regulates the expression of the microRNAs, and 
contributes in crucial ways to the pathogenesis (Yin 
et al., 2020), which shows that the importance of 
the different DCLs can vary between species. It is 
worth clarifying that, in the case of fungi, miRNAs 
are called micro-RNA like (milRNAs). Recently, 
Haile and collaborators (2021) created a chimera 

de que en los hongos se conocen pocos miembros 
en las principales familias de las proteínas involu-
cradas.  

Papel del ARN de interferencia en la virulencia 
fúngica

El silenciamiento juega un papel importante 
en la virulencia de los hongos (Gaffar et al., 2019; 
Weiberg et al., 2013; Yin et al., 2020; Zanini et al., 
2021), por lo que estas proteínas se han propuesto 
como dianas para el control de patógenos vegeta-
les (Haile et al., 2021; Werner et al., 2020). Por 
ejemplo, Botrytis cinerea es capaz de liberar sR-
NAs (Bc-sRNAs) durante la infección de las célu-
las de sus hospedantes (Cai et al., 2018). Estos Bc-
sRNAs actúan secuestrando a la proteína AGO del 
hospedante, por ejemplo de Arabidopsis thaliana 
o Solanum lycopersicum, la cual es pieza clave en 
el sistema de defensa en ambos hospedantes (Wei-
berg et al., 2013). Interesantemente, un solo sRNA, 
nombrado Bc-siR37, suprime al menos ocho genes 
involucrados en la defensa de A. thaliana. Entre 
ellos, factores de transcripción tipo WRKY, cinasas 
tipo receptores y enzimas modificadoras de la pa-
red celular (Wang et al., 2017). Verticillium dahliae 
es otro patógeno en el que se ha estudiado el papel 
de los sRNA en la invasión del hospedante, y se 
encontró que usa mecanismos parecidos al descrito 
en B. cinerea (Wang et al., 2016). En otro ejemplo, 
Fusarium graminearum también libera Fg-sRNAs, 
los cuales le permiten silenciar genes de defensa 
en los hospedantes, favoreciendo la colonización 
(Jian y Liang, 2019; Werner et al., 2021). Cuando 
F. graminearum invade trigo (T. aestivum), secreta 
el sRNA Fg-sRNA1, el cual reduce la expresión de 
una proteína que posee dominio de unión a quiti-
na (“chitin elicitor binding protein”, TaCEBiP) 
que posee función elicitora de la defensa (Jian y 
Liang, 2019). Adicionalmente, se ha comprobado 
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to silence the expression of both DCL genes in 
Plasmopara viticola, a strategy which suppressed 
the ability of this pathogen to colonize grapevines 
(Vitis vinifera). 

In the fungus Valsa mali, virulence is regulated 
with a milRNA called VdmilR1, which operates 
at a transcriptional level on the extreme 3’ 
UTR of VdHy1 through the K9 methylation of 
histone H3; VdHy1 is necessary for the virulence 
of V. mali on Gossypium herbaceum (cotton) 
plants (Jin et al., 2019). Interestingly, unlike 
other canonical pathways for the biogenesis of 
milRNAs, the biogenesis of VdmilR1 does not 
depend on DCL or AGO, but on a protein called 
VdR3, which contains a domain of RNAse III (Jin 
et al., 2019), which highlights the importance of 
particularly characterizing  the pathosystem to be 
controlled. Likewise, milRNAs play a crucial role 
in the posttranscriptional regulation of V. mali 
virulence genes during the infection in Malus 
domestica (apple) (Xu et al., 2020), as well as in 
the destabilization of the defense system of the 
host (Xu et al., 2022). These data suggest that 
the silencing machinery as a whole provides a 
mechanism maintained in fungi for the invasion of 
their hosts (Figure 2). Most sRNAs have the goal of 
inhibiting genes related to the plant defense system, 
and function in similar ways to the effector proteins 
of the pathogens (Todd et al., 2023).

POSSIBILITIES OF INTERFERENCE RNA 
IN AGRICULTURE

It has been suggested that the use of iRNA can 
represent a powerful technological tool for the 
control of fungal diseases in plants (Wang and 
Jin, 2017; Zotti et al., 2018), and other pathogens 
such as viruses, insects and nematodes (Koch and 
Wassenegger, 2021). In the case of HIGS, most 

que los Fg-sRNAs dependientes de DCL, regulan 
en general la expresión de los genes de defensa en 
las gramíneas (Werner et al., 2021). La eliminación 
de varios componentes del sistema de producción 
de iRNA, en particular DCL1 y AGO2, tiene como 
resultado una disminución del tizón en espigas de 
trigo, resaltando la importancia de estas proteí-
nas en la virulencia de F. graminearum (Gaffar et 
al., 2019). Por esa razón, ambos genes (DCL1 y 
AGO2) han sido propuestos para el control de este 
patógeno en hojas de cebada (H. vulgare) (Werner 
et al., 2020). En Penicillium italicum en cambio, 
la proteína DCL2 es la que regula la expresión de 
los microRNAs, y contribuye de manera crucial en 
la patogénesis (Yin et al., 2020), lo que evidencia 
que la importancia de las diferentes DCL puede 
variar entre especies; cabe aclarar que en el caso 
de los hongos los miRNAs reciben el nombre de 
milRNAs (por micro-RNA like o parecidos a los 
micro-ARNs). Recientemente, Haile y colaborado-
res (2021) construyeron una quimera para silenciar 
la expresión de ambos genes DCL en Plasmopara 
viticola, estrategia que logró suprimir la capacidad 
de este patógeno para colonizar la vid (Vitis vini-
fera). 

En el hongo Valsa mali la virulencia se regula 
con un milRNA nombrado VdmilR1, que opera a 
nivel transcripcional sobre el extremo 3’ UTR de 
VdHy1 a través de la metilación K9 de la histo-
na H3; VdHy1 es necesaria para la virulencia de V. 
mali sobre plantas de Gossypium herbaceum (al-
godón) (Jin et al., 2019). Interesantemente, a di-
ferencia de otras rutas canónicas de biogénesis de 
milRNAs, la biogénesis de VdmilR1 no depende 
de DCL ni de AGO, pero si de una proteína llamada 
VdR3 que contiene un dominio de RNAsa III (Jin 
et al., 2019), lo que pone en relieve la importancia 
de caracterizar en particular el patosistema que se 
quiere controlar. Igualmente, los milRNAs juegan 
un papel fundamental en la regulación post-trans-
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papers are based on the use of binary vectors that 
overexpress inverted sequences, separated by 
an intron, which help to form the hairpin (Figure 
3). However, this approach is restricted to plants 
with established transformation methods, while 
most plants of agronomic interest do not have 
these protocols (Halder et al., 2022; Wang et al., 
2016). The greatest limitation in many countries 
is the inherent use of GMOs, due to the limited 
acceptance and lack of regulations for their use 
(Papadopoulou et al., 2020). In the case of VIGS, 
it uses RNA or DNA viral vectors with the ability 
to transcribe foreign genes, without having to 
transform the entire plant (Halder et al., 2022; 
Villanueva-Alonzo et al., 2022). This approach is 
limited to the availability and efficiency of viral 
vectors for the plant of interest, but it also implies 
the management of genetically manipulated viral 
genomes (Figure 3). On the other hand, in the SIGS 
technology, dsRNAs are applied exogenously on 
the surface of the plant tissue, without the need 
for transformation (Koch et al., 2016; Sarkar and 
Roy-Barman, 2021). For the use of SIGS, the 
dsRNAs are produced by the chemical synthesis 
of each independent strand (sense and antisense), 
which are then mixed equimolarly, that is, in 
equal amounts, to generate the double strand. The 
chemical synthesis of each strand is analogous to 
the commercial synthesis of oligonucleotides, but 
using ribonucleotides as building blocks for the 
synthesis of the RNA strands. The dsRNAs can 
also be produced by in vitro transcription. In this 
case, the sequence chosen to silence in the target 
transcript is cloned in a circular DNA vector under 
the regulation of a promoter of bacteriophage 
origin such as T3, T7 or SP6. Two clones are 
generated, one of which has a sequence in a sense 
direction (5´-3´), and the other, in an antisense 
direction (3´-5´). For the transcription, both vectors 
are linearized with a restriction enzyme that has 

cripcional de genes de virulencia en V. mali durante 
la infección en Malus domestica (manzana) (Xu et 
al., 2020), así como en la desestabilización del sis-
tema de defensa del hospedante (Xu et al., 2022). 
Estos datos sugieren que la maquinaria de silen-
ciamiento en su conjunto provee un mecanismo 
conservado en los hongos, para la invasión de sus 
hospedantes (Figura 2). Los sRNA en su mayoría 
tienen como objetivo inhibir genes relacionados al 
sistema de defensa vegetal, y funcionan parecido 
a las proteínas efectoras de los patógenos (Todd et 
al., 2023).

POSIBILIDADES DEL ARN DE INTERFE-
RENCIA EN LA AGRICULTURA

Se ha propuesto que el uso del iRNA puede re-
presentar una poderosa herramienta tecnológica 
para el control de enfermedades fúngicas de plantas 
(Wang y Jin, 2017; Zotti et al., 2018), y otros pa-
tógenos como  virus, insectos y nematodos (Koch 
y Wassenegger, 2021). En el caso de HIGS, la ma-
yoría de los trabajos se basan en el uso de vectores 
binarios que sobreexpresan secuencias invertidas, 
separados por un intrón, que permite la formación 
de la horquilla o “hairpin” (Figura 3). Sin embar-
go, este tipo de enfoques está restringido a plantas 
en las que existen métodos de transformación esta-
blecidos, y para la mayoría de las plantas de inte-
rés agronómico no se cuenta con estos protocolos 
(Halder et al., 2022; Wang et al., 2016). La mayor 
limitante en muchos países es el uso inherente de 
OGMs, debido la limitada aceptación y falta de re-
gulaciones para su uso (Papadopoulou et al., 2020). 
En el caso de VIGS, usa vectores virales de ARN o 
ADN que tienen la capacidad de transcribir genes 
foráneos, sin tener que transformar a la planta com-
pleta (Halder et al., 2022; Villanueva-Alonzo et al., 
2022). Este enfoque está limitado a la disponibilidad 
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only one restriction site in these vectors. The in 
vitro transcription is carried out in a tube with a 
reaction mixture containing the linearized vectors, 
an RNA polymerase that recognizes the promotor 
being used (whether T3, T7 or SP6), and the 
ribonucleotides (Li and Zamore, 2019; Sun and 
Riggs, 2017). Figure 4A shows how the dsRNAs 
are synthesized in vitro.

SIGS has a regulatory advantage, since the 
crops sprayed with the dsRNAs are not considered 

y eficiencia de vectores virales para la planta de in-
terés, pero también implica el manejo de genomas 
virales manipulados genéticamente (Figura 3). Por 
su parte, en la tecnología de SIGS los dsRNA se 
aplican de forma exógena sobre la superficie del 
tejido vegetal, sin necesidad de transformación 
(Koch et al., 2016; Sarkar y Roy-Barman, 2021). 
Para el uso de SIGS, los dsRNA se producen me-
diante la síntesis química, de cada cadena indepen-
diente (sentido y antisentido), las cuales luego se 

Figure 4.	 SIGS for controlling fungi, viruses and insects. A) in vitro production of dsRNA for exogenous spray. The target 
fragment is cloning in a circular vector under control of a bacteriophage promoter (T3, T7 o SP6); one vector 
is created for sense strand and another vector for antisense strand. For in vitro transcription, the vector is 
linearized with a restriction enzyme that cut one time on the vector (unique site), and that templete is mixed with 
the ribonucleotides and the RNA polymerase (T3, T7 o SP6 RNA polymerase, according the promoter in use), 
that carried out the in vitro synthesis of dsRNA. In the expression cassette, P corresponds to the promoter and 
T to the terminator. Both strands (sense and antisense) are synthesized and form the dsRNA B) The use of SIGS 
for controlling pathogens and pests on post-harvest fruit and vegetables is one of the applications that can be 
achieved soon.

Figura 4.	 SIGS para el control de hongos, virus e insectos. A) Producción in vitro de los dsRNA para la aspersión exógena. 
El fragmento diana es clonado en un vector circular bajo la regulación del promotor de un bacteriófago (T3, T7 o 
SP6); se genera un vector para la cadena sentido y otro para la cadena antisentido. Para la transcripción in vitro, 
el vector es linealizado con una enzima de restricción que corta una sola vez el vector (sitio único), y ese templado 
se mezcla con los ribonucleótidos y la ARN polimerasa (T3, T7 o SP6 ARN polimerasa, según sea el promotor 
usado), que lleva a cabo la síntesis in vitro del dsRNA. En el casete de expresión, P corresponde al promotor y T 
al terminador. Se sintetizan las dos hebras (sentido y antisentido) que forman el dsRNA. B) El uso de SIGS para 
el control de patógenos y plagas en frutas y verduras en condiciones de post cosecha es una de las aplicaciones 
que se puede lograr más pronto.
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as GMOs (Dalakouras et al., 2020; Taning et al., 
2020). However, there are also limitations that must 
be overcome in order to apply SIGS in the field. 

EXTERNAL APPLICATIONS ON NON-
MODEL PLANTS AND POST-HARVEST 
PRODUCTS

The use of SIGS is an alternative to the classic 
plant genetic transformation. This approach has 
been described as eco-friendly, highly specific and 
with a wide range of crops it can be used on. It is 
worth mentioning that it can be applied on crops 
in the field, as well as on harvested agricultural 
products (Figure 4B).

The first analyses regarding its feasibility were 
performed on plants such as Nicotiana benthamiana 
and A. thaliana (Dalakouras et al., 2018; Wang et 
al., 2016), but it has also been evaluated on barley 
(H. vulgare), rice (Oryza sativa), canola (Brassica 
napus), and cucurbits (Haile et al., 2021; Kaldis 
et al., 2018; Qiao et al., 2021; Sarkar and Roy-
Barman, 2021); in harvested strawberry (Fragaria 
vasca), grapevine (Vitis vinifera), tomato (S. 
lycopersicum) and apple (M. domestica) fruits 
(Qiao et al., 2021; Wang et al., 2016); as well as 
vegetables such as lettuce (Lactuca sativa) and 
onion (Allium cepa) (Qiao et al., 2021) and flowers 
(Qiao et al., 2021; Wang et al., 2016). The topical 
application of the dsRNAs has been observed to 
provide protection, not only in the area on which 
it is applied, but also in other parts of the plant. 
The ability of plants to absorb dsRNA through 
their leaves varies, although there are alternatives 
such as applying on the petioles (Dalakouras et 
al., 2018). Studies with Sclerotinia sclerotiorum 
suggest that the absorption of the dsRNAs in fungi 
takes place predominantly on the tip of the hypha, 
through endocytosis mediated by the protein 

mezclan de manera equimolar, es decir en las mis-
mas cantidades, para dar lugar a la doble cadena. 
La síntesis química de cada cadena es análoga a 
la síntesis comercial de oligonucleótidos, pero em-
pleando ribonucleótidos como bloques de construc-
ción para la síntesis de las cadenas de ARN. Los 
dsRNA también pueden producirse mediante trans-
cripción in vitro. En este caso la secuencia que se 
seleccionó para silenciar en el transcrito diana, se 
clona en un vector de ADN circular, bajo la regula-
ción de un promotor de origen bacteriófago, como 
T3, T7 o SP6. Se generan dos clonas, una con la 
secuencia en sentido (dirección 5´-3´), y la otra con 
la secuencia en antisentido (dirección 3´-5´). Para 
la transcripción, ambos vectores son digeridos con 
una enzima de restricción que tiene un solo sitio de 
corte en estos vectores y éstos se abren y quedan 
linealizados. La transcripción in vitro se realiza en 
un tubo, con una mezcla de reacción que contiene 
los vectores linealizados, una ARN polimerasa que 
reconozca al promotor que se esté usando (ya sea 
T3, T7 o SP6), y los ribonucleótidos (Li y Zamore, 
2019; Sun y Riggs, 2017). La Figura 4A muestra 
cómo se sintetizan in vitro los dsRNA.

SIGS tiene ventaja regulatoria, ya que los culti-
vos asperjados con los dsRNA no están considera-
dos como OGMs (Dalakouras et al., 2020; Taning 
et al., 2020). Sin embargo, también existen limitan-
tes que tendrán que superarse para la aplicación de 
SIGS en el campo. 

APLICACIONES TÓPICAS EN PLANTAS NO 
MODELO Y PRODUCTOS COSECHADOS

El uso de SIGS es una alternativa a los trabajos 
clásicos de transformación genética. Este enfoque 
se ha descrito como amigable con el medio am-
biente, altamente específico y con un amplio es-
pectro de cultivos en los que se pudiera aplicar. Es 
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clathrin (Wytinck et al., 2020). The results of all 
these recent investigations show the potential of the 
dsRNAs to control fungal diseases in agricultural 
crops.

ADVANTAGES AND DISADVANTAGES OF 
dsRNAs IN PLANT PROTECTION

Specificity of the dsRNAs. The greatest advantage 
of using dsRNA is that user can decide to silence 
a gene or a gene family, or several different genes 
in an organism, where virulence can be drastically 
reduced, or the fungal growth can even be 
drastically reduced. The user can also opt for the 
silencing the target in one single organism or many 
organisms simultaneously (Haile et al., 2021; 
Koch et al., 2019; Nerva et al., 2020; Werner et al., 
2020). The specificity of the dsRNAs depends on 
the sequence used per se (Wang et al., 2016). Some 
fungal genes are monogenic, that is, they appear 
only once in the genome, for example, the LYS2 
gene that encodes the enzyme a-aminoadipate 
reductase, or the HGMR gene, which encodes the 
enzyme hidroxymethylglutaryl CoA reductase. In 
these cases, silencing is only on one gene. Other 
genes have multiple members in the genome and 
they are said to form a gene family, such as the 
genes in catalases, chitinases, kinases, etc. For the 
design of silencing, the sequences of the messenger 
RNAs are compared and the user can choose a 
region that is identical for all the family members 
and silence them all, or silence them by groups, or 
choose regions that are different in each one and 
silence a specific member (Figure 5), whether to 
prove its relevance in the gene family, or because 
it contributes to the pathogenicity of the fungus. 
In order to achieve specificity and avoid unwanted 
targets, it is recommended to direct the design of 
the silencing towards divergent regions, whether in 

importante mencionar que puede ser aplicado tanto 
a los cultivos en el campo, como en los productos 
agrícolas ya cosechados (Figura 4B).

Los primeros análisis en cuanto a su factibili-
dad se realizaron en plantas modelo como Nicotia-
na benthamiana y A. thaliana (Dalakouras et al., 
2018; Wang et al., 2016), pero también se han eva-
luado en cebada (H. vulgare), arroz (Oryza sativa), 
canola (Brassica napus), y cucurbitáceas (Haile 
et al., 2021; Kaldis et al., 2018; Qiao et al., 2021; 
Sarkar y Roy-Barman, 2021); en frutos cosechados 
de fresa (Fragaria vasca), vid (Vitis vinifera), jito-
mate (S. lycopersicum) y manzana (M. domestica)  
(Qiao et al., 2021; Wang et al., 2016); y vegetales 
como lechuga (Lactuca sativa) y cebolla (Allium 
cepa) (Qiao et al., 2021) y flores (Qiao et al., 2021; 
Wang et al., 2016). Se ha observado que la apli-
cación tópica de los dsRNA otorga protección no 
solo en el sitio de aplicación, sino en otras partes 
de la planta. La capacidad de las plantas para ab-
sorber dsRNA a través de las hojas varía, pero exis-
ten alternativas como la aplicación en los peciolos 
(Dalakouras et al., 2018). Estudios con Sclerotinia 
sclerotiorum sugieren que la absorción de las dsR-
NA en los hongos ocurre predominantemente en la 
punta de la hifa, a través de endocitosis mediado 
por la proteína clatrina (Wytinck et al., 2020). Los 
resultados de todas estas recientes investigaciones 
muestran el potencial de los dsRNA para el control 
de enfermedades fúngicas en cultivos agrícolas.

VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LOS 
dsRNA EN LA PROTECCIÓN VEGETAL

Especificidad de los dsRNA. La gran ventaja de 
emplear dsRNA es que se puede decidir silenciar 
un gen o una familia génica, o varios genes dife-
rentes de un organismo, donde se puede disminuir 
dramáticamente la virulencia o incluso evitar el 
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Figure 5. Strategies for designing dsRNA for either specific or multiple gene silenging. To achieve this, the nucleotide 
sequences are compared by using any bioinformatic tool for multialignment. The scheme may represent different 
situations: A) the same gene from different organisms. B) different genes belonging to the same gene family 
from the same organisms (for example, catalases family because there are multiple genes in the genome of a 
single organism). The red lines correspond to highly conserved regions, even 100%; the blue lines correspond 
to moderated conserved regions, and black lines to highly divergent regions. The dsRNA designed on the red 
regions in the alignment are able to silence the gen in different organisms (situation A), or all gene members in 
the gene family (situation B) in one organism (non-specific dsRNA). The dsRNA designed on the black regions 
will silence specifically the gene in a single organism with no silencing on others (situation A), or a single gene 
in a gene family (situation B) (specific dsRNA). The alignment below corresponds to: C) the same gene from 
close relative organisms, or D) members belonging to a gene subfamily;  it is observed that some regions which 
were blue in the global alignment (above), in the close relatives (situation C) or the gene subfamily (situation 
D) become highly conserved (in red), and allow to design dsRNA able to silence that group of close relative 
organisms, but not others (situation C), or all members belonging to this subfamily, but with no interference on 
other members in this gene family (situation D).

Figura 5. Estrategias para diseñar dsRNA para el silenciamiento específico o múltiple de genes. Para ello, se comparan las 
secuencias de nucleótidos mediante alguna herramienta bioinformática para alineamientos múltiples. El esquema 
puede representar diferentes situaciones: A) el mismo gen, pero las secuencias son de diferentes organismos. B) 
los diferentes genes de una familia génica de un mismo organismo (por ejemplo, la familia de las catalasas, 
porque hay múltiples genes en el genoma de un organismo). Las barras rojas representan las regiones altamente 
conservadas, incluso al 100%; las barras azules corresponden a regiones moderadamente conservadas, y las 
negras a las regiones más divergentes. Los dsRNA diseñados sobre las regiones rojas serían capaces de silenciar 
el gen en diferentes organismos (situación A) o a todos los miembros de la familia génica (situación B) en un 
organismo (dsRNA no específicos). Los dsRNA diseñados sobre alguna de las secuencias en negro producirán 
silenciamiento específico, ya sea del gen de un organismo sin afectar a otros (situación A), o de un solo gen en una 
familia génica en un organismo (situación B) (dsRNA específico). El alineamiento de abajo puede representar: 
C) un gen en un grupo de organismos filogenéticamente muy cercanos, o D) los miembros de una subfamilia 
génica; se observa que algunas regiones que eran azules en el alineamiento global (de arriba), en los organismos 
más cercanos (situación C) o la subfamilia génica (situación D) son altamente conservadas (en rojo), y permiten 
diseñar dsRNA que silencian a ese grupo de organismos, sin afectar a otros organismos (situación C), o todos los 
miembros de la subfamilia, pero sin silenciar otros miembros de esta familia génica (situación D). 
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the encoding region or in the 5´and 3´UTR ends 
(Untranslated Regions) of the mRNA, particularly 
in the case of genes that encode highly conserved 
proteins. The UTRs are parts of the messenger RNA 
and they are found on its ends, respectively. They 
are important for its structure, although they are not 
translated into amino acids. The UTR sequences 
vary, even in the genes for highly conserved 
proteins.  

The strategy is similar to apply silencing on a 
single organism or several species of organisms, a 
particular genus, etc. That is, it depends on whether 
regions are chosen that are highly conserved 
among all of them, or sequences that are exclusive 
to a particular organism. For example, Gutiérrez-
Domínguez et al. (2022) recently reported 
a type of lipase that is only found in some 
genera of the Hypocreales and Glomerellales 
orders of filamentous fungi, including the 
genera Trichoderma, Fusarium, Nectria and 
Colletotrichum. If highly conserved regions are 
chosen in the gene of this lipase, silencing will 
occur in all these fungi, but if divergent sequences 
are chosen between them, silencing can be directed 
only at those we want to control, preventing 
them from affecting, for example, the species of 
the Trichoderma genus, which are beneficial 
fungi for agriculture, whereas the others are 
phytopathogenic.  

The availability of constantly growing public 
databases of genomes and transcriptomes help to 
adequately design silencing strategies and prevent 
it from occurring with non-target organisms, that 
is, those that do not want to be affected. 

dsRNA, low risk for humans. According to 
Fletcher et al. (2020), Jensen et al. (2013), and 
Rodrigues and Petrick (2020), the risk of consuming 
dsRNA in humans is low or none. For the dsRNAs 
applied on fruits or plants have a possible impact 

crecimiento del hongo. También, puede optarse 
por silenciar el gen de un solo organismo, o de 
múltiples organismos a la vez  (Haile et al., 2021; 
Koch et al., 2019; Nerva et al., 2020; Werner et al., 
2020). La especificidad de los dsRNA depende de 
la secuencia per se empleada (Wang et al., 2016). 
Algunos genes fúngicos son monogénicos, es decir, 
están solo una vez en el genoma, por ejemplo, el 
gen LYS2 que codifica a la enzima a-aminoadipato 
reductasa, o el gen HGMR, que codifica a la enzi-
ma hidroxi-metil-glutaril CoA reductasa. En estos 
casos el silenciamiento es sobre un solo gen. Otros 
genes tienen múltiples miembros en el genoma y se 
dice que forman una familia génica; por ejemplo, 
los genes de catalasas, de quitinasas, de cinasas, 
etc. Para el diseño del silenciamiento se comparan 
las secuencias de los ARN mensajeros y se puede 
elegir alguna región que es idéntica entre todos los 
miembros de la familia y silenciarlos todos, o silen-
ciarlos por grupos, o seleccionar regiones que son 
diferentes en cada uno y se silencia un miembro 
específico (Figura 5), ya sea para probar su rele-
vancia dentro de la familia génica, o porque es el 
que contribuye a la patogenicidad del hongo. Para 
lograr la especificidad y evitar dianas no deseadas, 
se aconseja dirigir el diseño de silenciamiento ha-
cia regiones no conservadas, ya sea dentro de la re-
gión codificante o en los extremos 5´y 3´UTR del 
mRNA (Untraslated Region; región no traducible), 
sobre todo en el caso de genes que codifican proteí-
nas altamente conservadas. Los UTRs forman parte 
del ARN mensajero y se localizan respectivamente 
en los extremos de éste; son importantes para su 
estructura, pero no son traducidos a aminoácidos. 
Aun en genes de proteínas altamente conservadas, 
las secuencias de los UTR varían.  

La estrategia que se sigue es similar para apli-
car el silenciamiento sobre un solo organismo, o 
múltiples especies de organismos, un género parti-
cular, etc.; es decir, depende si se escogen regiones 
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in human health, the dsRNAs must have to enter 
the cells and match with some of the human genes 
(Fletcher et al., 2020). However, in humans and 
mammals in general, there are many biological 
barriers in the gastrointestinal tract, blood flow and 
at a cellular level in which they are degraded due to 
the large amount of existing nucleases (Fletcher et 
al., 2020; Rodrigues and Petrick, 2020). In addition, 
man has consumed plant dsRNAs naturally by way 
of their conventional diet in maize (Zea mays), 
soybean (Glycine max), rice (O. sativa), lettuce and 
tomato (Jensen et al., 2013). For the suppression 
of the human gene, the sRNAs would need to be 
complementary and accumulated in biologically 
important concentrations in the target site, which 
does not occur (Jensen et al., 2013). 

No persistance of dsRNAs in the plant. In a 
pioneering investigation by Koch and collaborators 
(2016), they applied in H. vulgare (barley) dsRNA 
designed against transcripts of the green fluorescent 
protein (GFP) and 48 h later, they infected the leaves 
with a transformed strain of F. graminearum, which 
produces the GFP. Interestingly, the silencing of 
GFP remained for 6 days post infection (dpi) in 
distal regions from where the dsRNA-GFP was 
applied, indicating its stability in the tissue and 
that the dsRNA moves inside the plant. In a similar 
fashion, the application on roses (Rosa chinensis) 
and tomato fruits of dsRNA that silence DCL1/2 
of B. cinerea protected them against the pathogen 
for 8 -10 days. Reports on other plants with other 
fungal pathogens coincide with these times of 
stability of the dsRNAs (Nerva et al., 2020; Sarkar 
and Roy Barman, 2021). 

Several papers report the application of the 
dsRNAs first and then they inoculate with the 
pathogen (Höfle et al., 2020; Koch et al., 2016; Koch 
et al., 2019; Werner et al., 2020; Sarkar and Roy-
Barman, 2021), that is, a preventive effect of the 

que están altamente conservadas entre todos ellos, 
o secuencias que son exclusivas de un organismo 
particular. Por ejemplo, Gutiérrez-Domínguez et 
al. (2022) reportaron recientemente un tipo de li-
pasa que en hongos filamentosos sólo está presente 
en algunos géneros de los órdenes Hypocreales y 
Glomerellales; estos incluyen los géneros Tricho-
derma, Fusarium, Nectria, y Colletotrichum. Si se 
eligen regiones altamente conservadas en el gen 
de esta lipasa, el silenciamiento ocurriría en todos 
estos hongos, pero si se eligen secuencias que di-
vergen entre ellas, el silenciamiento puede dirigirse 
únicamente a las que se quiere controlar, para no 
afectar por ejemplo a las especies del género Tri-
choderma, que son hongos benéficos para la agri-
cultura, mientras los otros son fitopatógenos.  

La disponibilidad de bases de datos públicas 
de genomas y transcriptomas, las cuales están en 
constante crecimiento, permiten diseñar correcta-
mente las estrategias de silenciamiento y evitar que 
éste ocurra en organismos que no son diana, es de-
cir, que no se quieren afectar. 

dsRNA, de bajo riesgo para humanos. De acuer-
do a Fletcher et al. (2020), Jensen et al. (2013), y 
Rodrigues y Petrick (2020), el riesgo por consumir 
dsRNA en humanos es bajo o nulo. Para que los 
dsRNA aplicados en frutos o plantas tengan un po-
sible impacto sobre la salud humana, los dsRNA 
tienen que internarse dentro de las células y coinci-
dir con la secuencia de alguno(s) de los genes hu-
manos (Fletcher et al., 2020). Sin embargo, en el 
humano y mamíferos en general, hay una multitud 
de barreras biológicas en el tracto gastrointestinal, 
torrente sanguíneo y a nivel celular, en los que se 
degradan por la gran cantidad de nucleasas exis-
tentes (Fletcher et al., 2020; Rodrigues y Petrick, 
2020). Adicionalmente, el hombre ha consumido 
de manera natural dsRNA de origen vegetal, a tra-
vés de la dieta convencional en el maíz (Zea mays), 
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infection. Recently, Haile and collaborators (2021) 
infected de Vitis vinifera leaves with Plasmopara 
viticola, they let the disease progress for 7 days, 
and later applied the dsRNA. This helped reduce 
the disease progress rate, implying that the control 
with dsRNAs could also be a curative treatment. 
However, the dsRNAs applied exogenously are 
extremely susceptible to degradation and have very 
low persistence in the environment (Bachman et 
al., 2020), therefore one of the main challenges for 
its success in agriculture is extending its stability in 
the environment. 

Factors that affect the design of dsRNAs for 
SIGS. One of the main factors to be taken in 
consideration when designing the dsRNAs are 
the molecular targets themselves. Some of the 
targets that have been considered have included 
the most conventional ones, such as genes that 
encode enzymes that synthesize intermediaries 
in the synthesis of lanosterol (Cytochrome P450 
lanosterol C-14α-demethylase, CYP51) (Koch 
et al., 2016), the silencing of effectors (Sarkar 
and Roy-Barman, 2021) and even the silencing 
components themselves (Wang et al., 2016) (Table 
2). Both in experiments performed in vitro and 
in the applications on the surface of leaves, the 
effect of silencing has been observed to increase 
as the dose of the dsRNAs increases (Haile et 
al., 2021, McLoughlin et al., 2018, Wang et al., 
2016). However, if the concentration is too high, 
better results are not obtained; this suggests that 
the iRNA machinery becomes saturated and it 
ceases to process the dsRNAs (McLoughlin et al., 
2018). Consequently, to achieve the best results 
with the SIGS, characterizing every pathosystem 
and determining the most adequate length and 
concentration of dsRNA is crucial to control the 
disease.

soya (Glycine max), arroz (O. sativa), lechuga y 
jitomate (Jensen et al., 2013). Para la supresión 
del gen humano se requeriría que los sRNA fueran 
complementarios y estuvieran acumulados en con-
centraciones biológicamente importantes en el sitio 
blanco, lo cual no ocurre (Jensen et al., 2013). 

No persistencia de los dsRNA en la planta. En un 
trabajo pionero de Koch y colaboradores (2016), 
aplicaron en hojas de H. vulgare (cebada) dsRNA 
diseñados contra transcritos de la proteína GFP 
(green fluorescent protein; proteína verde fluores-
cente) y 48 h después infectaron las hojas con una 
cepa de F. graminearum transformada, que produce 
la proteína GFP. Interesantemente, el silenciamien-
to de GFP se mantuvo durante 6 días post infección 
(dpi) en regiones distales de donde se aplicó el ds-
RNA-GFP, lo que muestra su estabilidad en el teji-
do y que el dsRNA se mueve dentro de la planta; si-
milarmente, la aplicación en rosas (Rosa chinensis) 
y frutos de jitomate (S. lycopersicum) de dsRNA 
que silencian la DCL1/2 de B. cinerea los protegió 
contra este patógeno por 8 -10 días. Reportes en 
otras plantas, con otros patógenos fúngicos, coinci-
den con estos tiempos de estabilidad de los dsRNA 
(Nerva et al., 2020; Sarkar y Roy Barman, 2021). 

En varios trabajos reportan la aplicación prime-
ro de los dsRNA y luego inoculan con el patógeno 
(Höfle et al., 2020; Koch et al., 2016; Koch et al., 
2019; Werner et al., 2020; Sarkar y Roy-Barman, 
2021); es decir, un efecto preventivo de la infec-
ción. Recientemente, Haile y colaboradores (2021) 
infectaron hojas de Vitis vinifera con Plasmopara 
viticola, dejaron progresar la enfermedad por 7 días, 
y posteriormente aplicaron los dsRNA. Estos logra-
ron reducir la tasa de progreso de la enfermedad, 
implicando que el control con dsRNA pudiese ser 
también de tipo curativo. Sin embargo, los dsRNA 
aplicados de manera exógena son extremadamente 
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Table 2. Successful examples of SIGSy in the inhibition of phytopathogenic fungi.
Cuadro 2. Ejemplos exitosos del SIGSy en la inhibición de hongos fitopatógenos.

Hospedante Patógeno Gen diana Función  Longitud dsRNA (nt)
Máxima 

persistencia en la 
planta o in vitro

Referencias

Cebada (Hordeum 
vulgare)

Fusarium 
graminearum

FgCYP51A, 
FgCYP51B, 
FgCYP51C

Enzima clave en 
la biosíntesis de 
Ergosterol

791 (20 ng µL-1) (CYP51A/
CYP51B/CYP51C) 8 días (6 dpi) z Koch et al., 2016

Cebada (H. vulgare) F. graminearum
FgCYP51A, 
FgCYP51B, 
FgCYP51C

Enzima clave en 
la biosíntesis de 
Ergosterol

294 (CYP1A), 220 (CYP1B), 
238 (CYP1C), 514 (CYP1A/
CYP1B), 532 (CYP1A/
CYP51C), 458 (CYP1B/
CYP51C) 

7 días (5 dpi) z Koch et al., 2019

Cebada (H. vulgare) F. graminearum DCL, AGO Maquinaria de 
silenciamiento

372 (AGO2/DCL1), 1782 
(DCL1/DCL2), 1529 (AGO1/
AGO2), 1741 (AGO2/DCL2)

7 días z Werner et al., 
2020

Cebada (H. vulgare) F. graminearum
FgCYP51A, 
FgCYP51B, 
FgCYP51C

Enzima clave en 
la biosíntesis de 
Ergosterol

500 (CYP51A), 400 (CYP51B), 
400 (CYP51C), 800 (CYP51A), 
800 (CYP51B), 800 (CYP51C), 
secuencia completa para 
CYP51A, B y C

7 días z Höfle et al., 2020

Jitomate (Solanum 
lycopersicum) Botrytis cinerea DCL1, DCL2 Maquinaria de 

silenciamiento 7 días Qiao et al., 2021

Vid (Vitis vinifera) B. cinerea BcCYP51, BcChs1, 
BcEF2

Biosíntesis de 
ergosterol, quitina y 
factor de elongación

732 (CYP51/Chs1/EF2)
(300 µg en 3 mL, absorción por 
peciolo)

7 días Nerva et al., 2020

Vid (V. vinifera) Plasmopara 
viticola DCL Maquinaria de 

silenciamiento

258 (DCL1), 257 (DCL2), 515 
(DCL1/DCL2) (75, 100 o 125 
ng µL-1)

14 días Haile et al., 2021

Arroz (Oryza 
sativa)

Magnaporthe 
orizae MoDES1 Efector 

(patogenicidad) 300 (MoDES1) 300 nM 10 días z Sarkar y Roy-
Barman, 2021

Fresa (Fragaria 
vasca) en  post 
cosecha 

Botryotinia 
fuckeliana

DCL, quitina 
sintasa clase III

Maquinaria de 
silenciamiento, 
estructura de la pared 
celular

dsRNA encapsulado en células 
de E. coli 12 días Islam et al., 2021

Vid (V. vinifera ) en 
post cosecha B. cinerea BcCYP51, BcChs1, 

BcEF2

Biosíntesis de 
ergosterol, quitina y 
factor de elongación

732 (CYP51/Chs1/EF2) 3 días Nerva et al., 2020

Sin hospedante. 
Cultivo del hongo 
en medio sólido (in 
vitro) 

Macrophomina 
phaseolina

β-1,3-Glucano 
sintasa (GLS)

Enzima clave en 
la síntesis de β-1,3 
glucano, componente 
de la pared celular

siRNA (100 nM) 2.5 días Forster y Shuai, 
2020

Sin hospedante. 
Cultivo del hongo 
en medio líquido (in 
vitro)

F. culmorum CYP51A, CYP51B, 
CYP51C

Biosíntesis de 
Ergosterol 791 (20 ng µL-1) 2 días Koch et al., 2018

y Spray Induced gene Silencing.  / Inducción de silenciamiento génico mediante dsRNA asperjados.
z The previous 48 h of treating with dsRNA were considered, along with the days of infection monitored.  /  Se consideraron las 48 h previas de tratamiento con 
dsRNA, más los días de infección monitoreados.
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Current limitations of SIGS in agriculture. In 
the SIGS system, success depends on the sRNAs 
being able to permeabilize into the tissue of the 
host, which depends on the presence or absence of 
stomata, the thickness of the cuticle and the degree 
of suberization of the epidermis, as well as on 
the efficiency of absorption and the processing of 
the dsRNA by the pathogen (Hoffle et al., 2020). 
Therefore, SIGS is effective on pathogens with 
an efficient absorption of dsRNAs and that have a 
functional iRNA machinery to process the sRNAs. 
Although this is a highly conserved process 
and present in most organisms, not all fungi 
have silencing mechanisms, an example being 
the basidiomycete Ustilago maydis. Likewise, 
it seems that iRNA is scarcely efficient in the 
control of Zymoseptoria tritici, one of the most 
devastating fungi for wheat (T. aestivum). Kettles 
and collaborators (2019) attempted to use HIGS to 
silence four key Z. tritici genes, but they were not 
successful, showing the inability of the fungus to 
absorb dsRNAs through the interaction with wheat. 
Later, Ma and collaborators (2020) reported that 
during the colonization of wheat by Z. tritici, they 
did not identify the presence of iRNA, therefore 
they concluded that the silencing mechanism does 
not participate in this infection. Despite Z. tritici 
maintaining the components of iRNA machinery, 
it does not seem to play a part in the infection of 
the host. This suggests that for the success of SIGS, 
it is crucial for a natural intercommunication to 
exist between the pathogen and the host via sRNA. 
Recently, Qiao and collaborators (2021) performed 
a test in which they used a fluorescent dsRNA 
to evaluate the ability of absorption of several 
fungi in vitro. They found that Colletotrichum 
gloeosporioides is unable to absorb them, 
whereas in B. cinerea, V. dahliae, Rhizoctonia 
solani, Aspergillus niger and S. sclerotiorum, the 
fluorescence was observed inside their cells after 

susceptibles a la degradación y tienen muy poca 
persistencia en el ambiente (Bachman et al., 2020), 
por lo que uno de los principales retos para su éxi-
to en la agricultura es alargar su estabilidad en el 
ambiente. 

Factores que afectan el diseño de dsRNA para 
SIGS. Uno de los principales factores que se debe 
considerar al diseñar los dsRNA son las propias 
dianas moleculares. Entre las dianas se han consi-
derado desde las más convencionales; por ejemplo, 
genes que codifican enzimas que sintetizan inter-
mediarios en la síntesis del lanosterol (Citocromo 
P450 lanosterol C-14α-demetilasa, CYP51) (Koch 
et al., 2016), silenciamiento de efectores (Sarkar y 
Roy-Barman, 2021) e incluso de los propios com-
ponentes del silenciamiento (Wang et al., 2016) 
(Cuadro 2). Tanto en experimentos realizados in 
vitro, como en las aplicaciones sobre la superficie 
de las hojas, se ha observado que el efecto del si-
lenciamiento incrementa al aumentar la dosis de 
los dsRNA (Haile et al., 2021, McLoughlin et al., 
2018, Wang et al., 2016); sin embargo, si la con-
centración es demasiado alta no se obtienen me-
jores resultados, lo que sugiere que la maquinaria 
de iRNA se satura y deja de procesar los dsRNA 
(McLoughlin et al., 2018). En consecuencia, para 
lograr los mejores resultados con el SIGS, es ne-
cesario caracterizar cada patosistema y determinar 
la longitud y la concentración más adecuada de ds-
RNA, para conseguir el control de la enfermedad.

Limitaciones actuales del SIGS en la agricultu-
ra. En el sistema SIGS el éxito depende de que los 
sRNA puedan permeabilizar al interior del tejido 
del hospedante, lo cual depende de la presencia o 
ausencia de estomas, del grosor de la cutícula, y 
del grado de suberización de la epidermis; también 
depende de la eficiencia de absorción y del pro-
cesamiento de los dsRNA por parte del patógeno 
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6 h, indicating the internalization of the dsRNAs. 
Other microorganisms such as Trichoderma 
virens and Phytophthora infestans absorbed the 
dsRNA in a limited manner. Curiously, Mahto and 
collaborators (2020) silenced a C. gloeosporioides 
gene and control anthracnosis in chili pepper 
(Capsicum annuum) and tomato, where they used 
HIGS and proposed that the sRNA go through the 
haustorium of the fungus via extracellular vesicles 
secreted by the plant. However, it is important to 
remember that silencing via HIGS did not work 
in Z. tritici (Kettles et al., 2019), suggesting that 
the entry methods of the iRNAs can vary between 
microorganisms, and in some cases, may not exist. 
For most phytopathogenic fungi, their abilities of 
absorption and processing of dsRNAs are unknown, 
therefore these tests must be broadened to better 
establish the potential of SIGS for the control of 
phytopathogenic fungi.

POTENTIAL OF INTERFERENCE RNA IN 
AGRICULTURAL CROPS IN MEXICO AND 
LATIN AMERICA

Latin America and the Caribbean (LAC) is an 
important food-producing region in the world. Its 
main agricultural products are cereals, oily seeds, 
banana, coffee, sugar, fruits and vegetables. In 
addition, 26% of the world’s production of tropical 
fruit [banana (M. acuminata), mango (Mangifera 
indica), pineapple (Ananas comosus), avocado 
(Persea americana) and papaya (Carica papaya)] 
are grown in LAC, mainly in Brazil, Ecuador, Mexico 
and Costa Rica. LAC is an important exporting 
region and key in the world economy. For example, 
bananas and plantains (M. balbisiana) are among 
the most important food products in the world and 
their marketing is a cornerstone in the economies of 
many LAC countries. Despite this, their production 

(Hoffle et al., 2020). Por lo tanto, SIGS es efectivo 
sobre patógenos que tienen una eficiente absorción 
de las dsRNA y que poseen una maquinaria funcio-
nal de procesamiento de los sRNA. Aunque se trata 
de un proceso altamente conservado y presente en 
la mayoría de los organismos, no todos los hongos 
poseen maquinaria de silenciamiento, por ejemplo, 
el basidiomiceto Ustilago maydis. Asimismo, pa-
rece que el iRNA es poco eficiente para controlar a 
Zymoseptoria tritici, uno de los hongos más devas-
tadores en los cultivos de trigo (T. aestivum). Kettles 
y colaboradores (2019) intentaron mediante HIGS 
silenciar cuatro genes claves de Z. tritici, pero nin-
guno fue exitoso, demostrando la incapacidad del 
hongo de absorber dsRNA a través de la interac-
ción con trigo. Posteriormente, Ma y colaboradores 
(2020) reportaron que durante la colonización de 
trigo por Z. tritici no identificaron la presencia de 
iRNA, por lo que concluyeron que el mecanismo 
de silenciamiento no participa en esta infección. 
A pesar de que Z. tritici mantiene los componen-
tes del iRNA, parece no tener un papel durante la 
infección del hospedante. Esto sugiere que para el 
éxito de SIGS es clave que exista una intercomu-
nicación natural entre patógeno y hospedante por 
medio de sRNA. Recientemente Qiao y colabora-
dores (2021) realizaron un ensayo en el que usaron 
un dsRNA fluorescente para evaluar la capacidad 
de absorción de varios hongos in vitro. Encontraron 
que Colletotrichum gloeosporioides es incapaz de 
absorberlos, mientras que en B. cinerea, V. dahliae, 
Rhizoctonia solani, Aspergillus niger y S. sclero-
tiorum la fluorescencia se observó en el interior de 
sus células a las 6 h, lo que indica la internaliza-
ción de los dsRNAs. Otros microorganismos como 
Trichoderma virens y Phytophthora infestans ab-
sorbieron los dsRNA de manera limitada. Curiosa-
mente, Mahto y colaboradores (2020) lograron 
silenciar un gen de C. gloeosporioides y contro-
lar la antracnosis en chile (Capsicum annuum) y 
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is constantly threatened by diverse diseases, mainly 
black Sigatoka (SN), caused by the ascomycete 
fungus Pseudocercospora fijiensis, and wilting 
from Fusarium, also known as the Panama disease. 
SN is a foliar disease that significantly reduces the 
rate of photosynthesis in the plant, weakening it and 
eventually killing it (Chí-Manzanero et al., 2021). 
On the other hand, the Panama disease, caused by 
Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 1 (Foc1), 
killed an entire Gros Michel banana crop, forcing 
farmers to change to a more resistant crop (cultivar 
Cavendish). However, with the appearance of 
Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 4 (Foc4), 
the banana industry is in grave danger. The urgent 
need to control this dangerous race of Foc has led 
to an evaluation of the technology of silencing 
using iRNA via HIGS (Ghag and Ganapathi, 2019). 
These authors developed transgenic banana lines 
that express iRNA against the velvet gene and the 
Factor 1 of the transcription of Foc4, both genes 
related to growth, development and pathogenesis; 
the plants survived for six weeks and other for 
up to eight months without developing symptoms 
(Ghag et al., 2014). Likewise, transgenic banana 
lines have been generated that have been able 
to silence the transcripts of enzyme C-24 sterol 
methyltransferase (ERG6) and of the cytochrome 
P450 lanosterol C-14α dimethylase (ERG11), both 
of which are involved in the synthesis of ergosterol; 
both lines were evaluated for up to two years (Dou 
et al., 2020). 

In other crops, it has been estimated that global 
mango (M. indica) and avocado (P. americana) 
production will continue to grow in LAC. Brazil and 
Mexico are the most important mango and avocado 
producers, and of the latter, Mexico is the main 
exporter, while Colombia, the Dominican Republic 
and Peru have increased their production; LAC 
covers 73% of the world’s avocado production, 
which highlights its importance in the agriculture in 

jitomate donde emplearon HIGS y propusieron que 
los sRNA atraviesan el haustorio del hongo a través 
de vesículas extracelulares secretadas por la planta. 
Sin embargo, es importante recordar que el silen-
ciamiento mediante HIGS no funcionó en Z. tritici 
(Kettles et al., 2019), lo que sugiere que los méto-
dos de ingreso de los iRNA pueden variar entre los 
microrganismos y en algunos casos no existir. Para 
la mayoría de los hongos fitopatógenos se descono-
cen sus capacidades de absorción y procesamiento 
de los dsRNAs, por lo que se requiere ampliar estas 
pruebas para establecer mejor el potencial de SIGS 
para el control de hongos fitopatógenos.

POTENCIAL DEL ARN DE INTERFEREN-
CIA EN CULTIVOS AGRÍCOLAS DE MÉXI-
CO Y AMÉRICA LATINA

América Latina y el Caribe (ALC) es una impor-
tante región productora de alimentos en el mundo. 
Sus principales productos agrícolas son cereales, 
semillas oleaginosas, banano, café, azúcar, frutas 
y verduras. Adicionalmente, 26% de la producción 
global de los principales frutos tropicales [bananas 
(M. acuminata), mango (Mangifera indica), piña 
(Ananas comosus), aguacate (Persea americana) 
y papaya (Carica papaya)] se cultivan en ALC, 
principalmente en Brasil, Ecuador, México y Costa 
Rica.  ALC es una importante región exportadora y 
clave en la economía global. Por ejemplo, los ba-
nanos y los plátanos (M. balbisiana) se encuentran 
entre los productos alimenticios más importantes en 
el mundo y su comercialización es un pilar impor-
tante en la economía de muchos países de ALC. Sin 
embargo, su producción es constantemente amena-
zada por diversas enfermedades, entre las que des-
tacan la Sigatoka negra (SN) cuyo agente causal es 
el hongo ascomiceto Pseudocercospora fijiensis, y 
el marchitamiento por Fusarium, también llamado 
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the region. Among these tropical fruits, the disease 
anthracnose (Colletotrichum sp.) is common under 
post-harvest conditions. In mango and avocado, 
anthracnose is caused by C. gloeosporioides and 
this fungus attacks fruits in pre- and post-harvest, 
and also damages leaves. The evidence available 
in literature suggests that C. gloeosporioides does 
not efficiently absorb the exogenous dsRNAs 
(Qiao et al., 2021). However, it has been proven 
that anthracnose in chili pepper and tomato may 
be controlled using HIGS (Mahto et al., 2020), 
suggesting that the use of vesicles as carriers may 
be an alternative for the control via SIGS. One of 
the main pests that attack important crops in LAC 
is the fall armyworm (Spodoptera frugiperda), 
a polyphagous pest that damages different crops, 
preferably maize, sorghum (Sorghum bicolor), 
cotton and soybean, onion, carrot (Daucus carota), 
lettuce, papaya, watermelon (Citrullus lanatus), 
melon (Cucumis melo), cucumber (Cucumis 
sativus), avocado, banana, rice, coffee (Coffea 
arabica), tomato, cacao (Theobroma cacao), 
sugarcane (Saccharum officinarum), and many 
others (Montezano et al., 2018). This pest is widely 
distributed in LAC and part of North America, and 
its larvae can cause losses of up to 100% of crops. 
Recently, Gurusamy and collaborators (2020a; 
2020b) described the control of S. frugiperda via 
iRNA, using formulations of dsRNA with cationic 
lipids that protect the dsRNAs from degradation 
inside the insect, and make silencing more efficient 
(Gurusamy et al., 2020a). Another report by the 
same authors evaluated the use of nanoparticles 
for the protection of the dsRNAs, preferring the 
formulations with chitosan due to its protective 
abilities and for being a biodegradable, non-toxic, 
cheap and eco-friendly polymer, meaning an 
improvement in the efficiency of silencing by SIGS 
(Gurusamy et al., 2020b). Another important pest 
for LAC is the coffee berry borer (Hypothenemus 

Mal de panamá. La SN es una enfermedad foliar 
que reduce significativamente la tasa de fotosíntesis 
en la planta, provocando su debilitamiento y even-
tualmente su muerte (Chí-Manzanero et al., 2021). 
Por otro lado, el Mal de Panamá provocado por 
Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 (Foc1), 
acabó con el cultivo del banano Gros Michel, obli-
gando a los productores a cambiar a un cultivo más 
resistente (cultivar Cavendish). Sin embargo, con 
la aparición de Fusarium oxysporum f. sp. cuben-
se raza 4 (Foc4), la industria bananera corre un 
grave peligro. La urgente necesidad de controlar 
esta peligrosa raza de Foc ha llevado a evaluar la 
tecnología del silenciamiento por iRNA mediante 
HIGS (Ghag y Ganapathi, 2019). Estos autores de-
sarrollaron líneas transgénicas de banano que ex-
presan iRNA contra el gen velvet y el Factor 1 de 
la transcripción de Foc4, ambos genes relaciona-
dos con el crecimiento, desarrollo y la patogénesis; 
estas plantas sobrevivieron seis semanas y algunas 
hasta ocho meses sin generar síntomas (Ghag et al., 
2014). Así mismo, se han generado líneas transgé-
nicas de banano capaces de silenciar los transcritos 
de la enzima C-24 esterol metiltransferasa (ERG6) 
y del citocromo P450 lanosterol C-14α dimetilasa 
(ERG11), ambas enzimas involucradas en la sínte-
sis del ergoesterol; ambas líneas fueron evaluadas 
hasta por dos años (Dou et al., 2020). 

En otros cultivos, se estima que la producción 
global de mango y aguacate seguirá creciendo en 
ALC. Brasil y México son los mayores producto-
res de mango y aguacate, y de este último, México 
es el mayor exportador, mientras que Colombia, 
República Dominicana y Perú han aumentado su 
producción; ALC cubre el 73% de la producción 
global de aguacate en el mundo, lo que resalta su 
importancia en la agricultura de la región. Entre 
estos frutos tropicales, la enfermedad antracnosis 
(Colletotrichum sp.), es común en condiciones de 
post-cosecha. En mango y aguacate, la antracnosis 
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hampei). This insect is responsible for most of 
the losses in coffee in the world (Jaramillo et al., 
2006). The application of fragments of dsRNA in 
the preoral cavity of the borer larvae is effective for 
gene silencing, as well as the exogenous application 
for acquisition by ingestion (Aguilera et al., 2011). 
Among the target genes evaluated, the best results 
were obtained by silencing the mannanases or 
xylanases involved in the hydrolysis of the main 
carbohydrates of the coffee grain (Aguilera et al., 
2011). The silverleaf whitefly (Bemicia tabaci) is 
another important pest insect, widely distributed 
throughout LAC. This insect attacks avocado, 
bean (Phaseolus vulgaris), tomato, chili pepper 
and other crops, since it feeds from the phloem 
of plants, causing physiological disorders. In 
addition, it is a Begomovirus vector. To date, there 
have been reports of the silencing of several B. 
tabaci target genes via HIGS or artificial diets that 
contain dsRNA (Grover et al., 2019), proving that 
the iRNA technology is a promising alternative for 
its control. However, there are still no reports of the 
evaluation in the field on the control of B. tabaci 
using any of these technologies, although the 
potential for their control using SIGS has recently 
been demonstrated, in combination with Mg-Fe 
layered double hydroxide nanoparticles (MgFe-
LDH “Bioclay”) (Jain et al., 2022). Likewise, the 
potential of homologous sequences derived from 
the Pepper golden mosaic virus (PepGMV) and 
heterologous derived from the Tomato chino La 
Paz virus (ToChLPV) has been proven, opening the 
possibility of protection against the Pepper golden 
mosaic virus (PepGMV) (Medina-Hernández et al., 
2013; Vargas-Salinas et al., 2021). Despite being 
promising for an integrated and eco- and human-
friendly management, the potential of the dsRNAs, 
and particularly of SIGS, in the agriculture of LAC 
is unknown.

In Mexico, iRNA have been used in the 
application of VIGS to study plant genes. Álvarez-

es causada por C. gloeosporioides y este hongo ata-
ca al fruto en pre- y post-cosecha, y también causa 
daño foliar. La evidencia disponible en la literatura 
sugiere que C. gloeosporioides no absorbe eficien-
temente los dsRNA exógenos (Qiao et al., 2021). 
Sin embargo, se ha demostrado que la antracnosis 
en chile y jitomate puede ser controlado por medio 
de HIGS (Mahto et al., 2020), lo que sugiere que 
el uso de vesículas como acarreadores pudiera ser 
una alternativa para el control por SIGS. Entre las 
plagas que atacan cultivos de importancia en ALC 
destaca el gusano cogollero (Spodoptera frugiper-
da), una plaga polífaga que daña diferentes cultivos 
vegetales, preferentemente a maíz, sorgo (Sorghum 
bicolor), algodón y soya, cebolla, zanahoria (Dau-
cus carota), lechuga, papaya, sandía (Citrullus la-
natus), melón (Cucumis melo), pepino (Cucumis 
sativus), aguacate, banana, arroz, café (Coffea ara-
bica), jitomate, cacao, caña de azúcar, entre mu-
chos otros (Montezano et al., 2018). Esta plaga se 
encuentra ampliamente distribuida en ALC y parte 
de Norte América y sus larvas pueden ocasionar 
pérdidas de hasta el 100% en los cultivos. Recien-
temente Gurusamy y colaboradores (2020a; 2020b) 
describieron el control de S. frugiperda mediante 
iRNA, empleando formulaciones de dsRNA con 
lípidos catiónicos que protegen los dsRNA de la 
degradación en el interior del insecto y eficientizan 
el silenciamiento (Gurusamy et al., 2020a). En otro 
reporte, los mismos investigadores evaluaron el 
uso de nanopartículas para la protección de los ds-
RNA, ponderando las formulaciones con quitosano 
por su capacidad de protección y por ser un polí-
mero biodegradable, no tóxico, económico y segu-
ro con el ambiente, demostrando una mejora en la 
eficiencia del silenciamiento por SIGS (Gurusamy 
et al., 2020b). Otra plaga de gran importancia en 
ALC es la broca de café (Hypothenemus hampei). 
Este insecto es responsable de las mayores pérdidas 
en el cultivo de café en el mundo (Jaramillo et al., 
2006). La aplicación de fragmentos de dsRNA en 
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Venegas et al. (2011) silenced genes related to 
flowering in canola (B. napus) and they obtained 
plants that flower without vernalization. In another 
study, Villanueva-Hernández et al. (2013), created 
a VIGS vector using an isolated Begomovirus in 
Yucatán in plants of the Euphorbia genus, which 
they called pEuMV-YP, with which they silenced 
ChlI as a reporter gene to evaluate the functionality 
of the VIGS vector. ChlI encodes a protein that 
protects chlorophyll and its silencing generates a 
photobleaching phenotype. The authors showed 
that pEuMV-YP is adequate for silencing genes in 
N. benthamiana and C. annuum plants. Similarly, 
Arce-Rodríguez and Ochoa-Alejo (2020) created 
a viral vector based on the Tobacco rattle virus 
(TRV), in which they incorporated a Gateway 
technology cassette in order to clone in it the DNA 
by recombination and they also incorporated the 
T-ADN region of A. tumefasciens to introduce the 
VIGS construct via agroinfiltration. This VIGS 
was used as a proof of concept to silence the 
gene that encodes the phytoene desaturase in chili 
pepper, which reduced the synthesis of phytoene, 
a precursor of the carotenes, and generated a 
phenotype of photobleaching in the leaves. 
Recently, Villanueva-Hernández et al. (2022) 
used pEuMV-YP to express in N. benthamiana 
an siRNA against the Krt18 gene in mice (Mus 
musculus), showing that the expression in plants 
mediated by VIGS can be used to silence genes 
in different kingdoms, in this case, from plants to 
mammals. We naturally consume small RNAs from 
some plants that we use as food or medications. 
For example, in China, the Lonicera japonica plant 
is used against influenza A and the SARS-CoV-2 
virus, and its active ingredient has been proven to 
be a small RNA, miRNA-type, miRNA2911 (Zhou 
et al., 2015; 2020), therefore the production in 
plants of dsRNA directed against human pathogens 
can be of medical interest, although there are many 

la cavidad preoral de las larvas de la broca es efec-
tiva para el silenciamiento génico, al igual que la 
aplicación exógena para la adquisición por inges-
tión (Aguilera et al., 2011). Entre los genes diana 
evaluados, los mejores resultados fueron obtenidos 
silenciando las mananasas o xilanasas involucradas 
en la hidrólisis de los principales carbohidratos del 
grano de café (Aguilera et al., 2011). La mosquita 
blanca (Bemicia tabaci) es otro insecto plaga im-
portante, ampliamente distribuida por toda ALC. 
Este insecto afecta cultivos de aguacate, frijol 
(Phaseolus vulgaris), jitomate, chile y otras horta-
lizas; al alimentarse del floema de las plantas, pro-
vocando desórdenes fisiológicos. Adicionalmente, 
es vector de Begomovirus. A la fecha se ha reporta-
do el silenciamiento de numerosos genes diana de 
B. tabaci a través de HIGS o de dietas artificial que 
contenga dsRNA (Grover et al., 2019), demostran-
do que la tecnología del iRNA es una alternativa 
prometedora para su control. Sin embargo, aún no 
hay reportes de la evaluación en campo del control 
de B. tabaci con alguna de estas tecnologías, aun-
que recientemente se ha demostrado el potencial 
de control mediante SIGS, en combinación con na-
nopartículas de doble hidróxido en capas de MgFe 
(MgFe-LDH “Bioclay”) (Jain et al., 2022). Así 
mismo se ha reportado el potencial de secuencias 
homólogas derivadas del virus Pepper golden mo-
saic virus (PepGMV) y heterólogas derivadas de 
Tomato chino La Paz virus (ToChLPV), abriendo 
las posibilidad de protección contra Pepper golden 
mosaic virus (PepGMV) (Medina-Hernández et 
al., 2013; Vargas-Salinas et al., 2021). A pesar de 
ser promisorios para un manejo integrado y amiga-
ble para el medio ambiente y humano, aún se des-
conoce el potencial de los dsRNAs y en particular 
de SIGS en la agricultura de ALC.

En México, se han empleado iRNA en el uso de 
VIGS para estudiar genes vegetales. Álvarez-Venegas 
et al. (2011) silenciaron genes relacionados con la 
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points still to solve, such as the low stability of 
sRNAs and reaching a sufficient concentration for 
it to be therapeutic. Although the number of studies 
on the silencing in plants or phytopathogens in 
Mexico is still limited, the methodological tools 
that have been created help expect that the number 
of investigations in this field continue to increase.   
 

CHALLENGES TO ESTABLISH SIGS IN 
THE FIELD

The potential of the iRNAs in tropical crops 
using the strategy of producing transgenic plant 
(HIGS) has been evaluated in several investigations. 
Although results have been promising, there are 
limitations in the legislations of most LAC countries 
for the agronomic use of genetically modified 
materials. However, the results have revealed the 
potential of iRNA to control, for example, Foc4, and 
pave the way for the evaluation of non-transgenic 
alternatives, SIGS (Dou et al., 2020; Ghag et al., 
2014; Koch et al., 2019; Koch and Wassenegger, 
2021; Mahto et al., 2020; Montezano et al., 2018; 
Qi et al., 2018; Qiao et al., 2021; Zhu et al., 2017).

In order to successfully protect plants and post-
harvest fruits of agronomic interest using SIGS, the 
functionality of the dsRNAs in the plant-pathogen 
interaction must be studied. One of the challenges 
is the construction of nanovehicles that protect and 
extend the stability of the dsRNAs, which must be 
innocuous to humans and other living beings, as 
well as biodegradable. A nanoparticle that has these 
characteristics is bioclay, a layered double hydroxide 
clay that forms nanofilms, that nanoencaspulates 
the dsRNAs and keeps them stable for up to 20 
days (Gebremichael et al., 2021). It was initially 
developed as a form of plant protection against 
phytopathogenic viruses, but it is currently being 
evaluated for protection against fungal diseases 

floración en canola (B. napus) y obtuvieron plantas 
que florecen sin vernalización. En otro trabajo, Vi-
llanueva-Hernández et al. (2013), crearon un vec-
tor VIGS empleando un Begomovirus aislado en 
Yucatán en plantas del género Euphorbia, al que le 
llamaron pEuMV-YP y con el que silenciaron ChlI 
como gen reportero para evaluar la funcionalidad 
del vector VIGS; ChlI codifica una proteína que 
protege la clorofila, y su silenciamiento genera un 
fenotipo de fotoblanqueo. Los autores demostraron 
que pEuMV-YP es adecuado para silenciar genes en 
plantas de N. benthamiana y de C. annuum. Simi-
larmente, Arce-Rodríguez y Ochoa-Alejo (2020), 
crearon un vector viral basado en el virus del sona-
jero del tabaco (Tobacco rattle virus, TRV), al que 
le incorporaron un casete de tecnología Gateway 
para clonar en él, el ADN mediante recombinación, 
y también le incorporaron la región T-ADN de A. 
tumefasciens para introducir el constructo VIGS 
mediante agroinfiltración. Como prueba de con-
cepto se utilizó este vector VIGS para silenciar el 
gen que codifica la fitoeno desaturasa en chile, lo 
que disminuyó la síntesis de fitoeno, un precursor 
de los carotenos, y generó un fenotipo de fotoblan-
queo en las hojas. Recientemente, Villanueva- Her-
nández et al. (2022), usaron el pEuMV-YP para ex-
presar en N. benthamiana un siRNA contra el gen 
Krt18 de ratón (Mus musculus), demostrando que 
la expresión en planta mediada por VIGS puede ser 
usada para silenciar genes en organismos de dife-
rentes reinos, en este caso, de plantas a mamíferos. 
De manera natural, consumimos ARNs pequeños 
de algunas plantas que usamos como alimentos o 
medicinas. Por ejemplo, en China, se usa la planta 
Lonicera japonica para combatir la influenza A y 
el virus SARS-CoV-2 y se ha demostrado que su 
principio activo es un ARN pequeño de tipo miR-
NA, el miRNA2911 (Zhou et al., 2015; 2020), por 
lo que la producción dirigida de dsRNA en plantas 
contra patógenos de humanos puede ser de interés 
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in plants. Another challenge to overcome is the 
improvement of the absorption of the dsRNAs in 
the fungi that have silencing machinery, but are 
recalcitrant, such as C. glosporoides. As well as 
finding more profitable dsRNA production costs. 
The next investigations should focus on solving 
these challenges to turn SIGS from a promise into a 
reality. The normativity also requires work, so that 
it can eventually become a commercial technology.

PERSPECTIVES OF SIGS

It is important to focus efforts on overcoming the 
technical limitations of SIGS, since is perspective 
is huge. The selection of possible targets is very 
broad. Practically any gene involved in the viability 
or the pathogenicity of an organism is susceptible 
of being a target, and the ease of production of 
dsRNAs makes this technology friendly for large-
scale studies. Its nearest commercial applications 
are the control of plant and human disease vector 
insects (Castellanos et al., 2019; Zheng et al., 
2019; Zotti et al., 2018), the control of post-
harvest fruit and vegetable diseases (de Oliveira 
et al., 2021; Qiao et al., 2021) and the control of 
weeds (Zabala-Pardo et al., 2022), because there 
are already reports that prove the conditions under 
which they can be effective for these cases. 

CONCLUSIONS

The iRNA technology has great potential for 
the control of pests and diseases caused by fungi, 
particularly the SIGS strategy, the use of which 
is safe and eco-friendly. Further investigations 
in this direction on the agronomically important 
pathosystems in Mexico and Latin America is 
crucial to create a catalogue of the pathogens that 
can be controlled using SIGS.

médico, aunque todavía quedan muchos puntos por 
resolver como la baja estabilidad de los sRNAs y 
alcanzar una concentración suficiente que sea tera-
péutica. Aunque aún es limitado el número de tra-
bajos de silenciamiento en plantas o fitopatógenos 
en México, las herramientas metodológicas que se 
han ido construyendo permiten esperar que las in-
vestigaciones en este campo vayan en aumento.   

DESAFÍOS PARA ESTABLECER SIGS EN EL 
CAMPO

Se ha evaluado el potencial de los iRNA en los 
cultivos tropicales utilizando la estrategia de gene-
ración de plantas transgénicas (HIGS); aunque los 
resultados han sido prometedores, se tiene limi-
taciones en las legislaciones de la mayoría de los 
países en ALC para el uso agronómico de materia-
les genéticamente modificados. Sin embargo, los 
resultados han revelado el potencial del iRNA para 
controlar por ejemplo, a Foc4, y abren camino para 
evaluar la alternativa no transgénica, el SIGS (Dou 
et al., 2020; Ghag et al., 2014; Koch et al., 2019; 
Koch y Wassenegger, 2021; Mahto et al., 2020; 
Montezano et al., 2018; Qi et al., 2018; Qiao et al., 
2021; Zhu et al., 2017).

Para conseguir una exitosa protección de plan-
tas y frutos en post-cosecha de interés agronómico 
mediante el uso de SIGS, se requiere estudiar la 
funcionalidad de los dsRNA en la interacción plan-
ta-patógeno. Uno de los desafíos es construir nano-
vehículos que protejan y alarguen la estabilidad de 
los dsRNA, y que sean inocuos para el hombre y 
demás seres vivos, además de ser biodegradables. 
Una nanopartícula que cumple estas características 
es una arcilla de doble hidróxido que forma nano-
láminas en capas (llamada “bioclay”), que nanoen-
capsula los dsRNA y los mantiene estables hasta 20 
días (Gebremichael et al., 2021). Fue inicialmente 
desarrollada para conferir protección contra virus 
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Abstract. Trichoderma spp., is a highly efficient 
antagonist of root pathogens, such as Rhizoctonia 
solani, which causes loss in many crops. The 
aim of this research was to evaluate in vitro the 
antagonistic capacity of T. viride, T. koningii, T. 
harzianum and Trichoderma spp. isolates against R. 
solani from a potato crop. In confrontation tests, all 
Trichoderma isolates were classified as antagonists 
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Resumen. Trichoderma spp., es un antagonista 
muy eficiente de patógenos de las raíces de papa.  
Rhizoctonia solani, causa pérdidas en varios culti-
vos agrícolas. El objetivo de este trabajo, fue eva-
luar in vitro la capacidad antagónica de T. viridie; 
T. koningii; T. harzanium y Trichoderma spp. fren-
te a R. solani proveniente de un cultivo de papa. En 
las pruebas de confrontación, todos los aislamien-
tos de Trichoderma se ubicaron en la clase 2 de an-
tagonismo de la escala de Bell, donde T. harzianum 
y T. koningii mostraron más de 60% de inhibición 
del crecimiento radial de R. solani a las 120 h. En 
la interacción de T. harzianum y Trichoderma spp. 
con R. solani, como estrategia de micoparasitismo, 
se observó vacuolización, lisis, enrollamiento y 
penetración; las dos últimas presentes en todos los 
aislados evaluados de Trichoderma. 

Palabras clave: Confrontación, micoparasitismo, 
biocontrol, biofungicida.
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class 2 according to Bell scale, where T. harzianum 
and T. koningii showed more than 60% inhibition 
of the radial growth of R. solani at 120 h. In the 
interaction between T. harzianum and Trichoderma 
spp. with R. solani, as mycoparasitism strategy, 
vacuolization, lysis, coiling, and penetration were 
demonstrated, the last two were present in all 
Trichoderma isolates evaluated.

Key words: Confrontation, mycoparasitism, 
biocontrol, biofungicide. 

Potato (Solanum tuberosum) is one of the 
main global crops, after sugarcane (Saccharum 
officinarum), corn (Zea mays), rice (Oryza sativa) 
and wheat (Triticum spp.) (FAO, 2016). Diseases 
affecting roots, tubers and leaves of the potato 
plant can prevent proper tuber formation. One of 
such disease is black scab, caused by the pathogen 
Rhizoctonia solani (Betancourth et al., 2021). This 
pathogen infects many wild and cultivated plants in 
Mexico (DGSV-CNRF, 2020).

To control R. solani, growers often apply 
synthetic fungicides such as Carbendazim, Copper 
phosphite and Thiabendazole (Alburqueque and 
Gusqui, 2018). Chemicals like Azoxystrobin and 
propiconazole also provide effective disease control 
(Khan and Bolton, 2010). However, chemical 
control is not recommended due to the high residue 
levels (Leadbeater and Gisi, 2010). Therefore, 
alternative methods to control R. solani have been 
explored, including biological control.

The antagonistic effect of some Trichoderma 
species on R. solani was first described in 1932 
(Weindling, 1932). Today, Trichoderma is used to 
protect plants from root pathogens like R. solani, 
and to stimulate plant defense mechanisms (Korolev 
et al., 2008). Trichoderma can parasitize and 
eliminate a wide range of fungal plant pathogens 

La papa (Solanum tuberosum) es uno de los 
principales cultivos a nivel mundial, después de 
caña de azúcar (Saccharum officinarum), maíz 
(Zea mays), arroz (Oryza sativa) y trigo (Triticum 
spp.) (FAO, 2016). Las enfermedades que afectan 
a la papa, lo hacen en las raíces, tubérculos y ho-
jas, lo que impide la formación adecuada del tubér-
culo; dentro de estas, se encuentra la costra negra 
causada por Rhizoctonia solani (Betancourth et al., 
2021). Este patógeno infecta un gran número de 
plantas silvestres y cultivadas en México (DGSV-
CNRF, 2020).

Para el control de R. solani, los productores 
aplican fungicidas sintéticos como Carbendazim, 
Fosfito de cobre y Tiabendazol (Alburqueque y 
Gusqui, 2018). El azoxistrobin y el propiconazol 
proporcionan un control eficaz de la enfermedad 
(Khan y Bolton, 2010). El control químico es in-
conveniente por su alta residualidad (Leadbeater y 
Gisi, 2010); por lo cual, se han investigado alterna-
tivas para el control de R. solani, entre las que se 
cuenta el control biológico.

El efecto antagónico de algunas especies de 
Trichoderma sobre R. solani fue descrito en 1932 
(Weindling, 1932). Actualmente se utiliza para 
proteger a la planta de patógenos de la raíz y para 
estimular sus mecanismos de defensa (Korolev et 
al., 2008). Trichoderma parasita y elimina un am-
plio número de hongos que afectan a las plantas de 
interés agrícola (Romero-Arenas et al., 2017). El 
éxito y su empleo en la agricultura se debe a sus 
mecanismos de acción (Infante y Martínez, 2019). 

El uso agrícola de especies de Trichoderma, es 
una alternativa tecnológica para la obtención de 
biofungicidas de alta calidad (Hernández-Mendoza 
et al., 2012; Companioni et al., 2019), que, a pesar 
de su potencial, su aplicación en México para el 
manejo de enfermedades en papa, ha sido escaso y 
los problemas con R. solani siguen vigentes. Por lo 
anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar in 
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(Romero-Arenas et al., 2017). Its agricultural 
success and use stems from its diverse mechanisms 
of action (Infante and Martínez, 2019). 

The agricultural utilization of Trichoderma 
species represents a promising technological 
approach for producing high-quality biofungicides 
(Hernández-Mendoza et al., 2012; Companioni et 
al., 2019). Despite its considerable potential, the 
application of Trichoderma based solutions for 
disease management in potatoes remains limited in 
Mexico, and challenges associated with addressing 
Rhizoctonia solani infections persist. Thus, the 
primary aim of this study was to conduct an in 
vitro assessment of the efficacy of four distinct 
Trichoderma species as potential biofungicides 
targeting Rhizoctonia solani.

In this research, isolates of T. viride (Tv), T. 
koningii (Tk), T. harzianum (Th), and Trichoderma 
spp. (Tspp.) employed, isolates were obtained 
from the collection maintained by the Universidad 
Tecnológica del Sur in Morelos. Concurrently, 
the R. solani strain was procured from the 
Zacatepec Experimental Station of the National 
Institute of Forestry, Agriculture, and Livestock 
Research (INIFAP). The isolation of R. solani 
involved obtaining samples from infected potato 
plants of Fiana variety from Toluca, Mexico 
state. Subsequent to carefully rinsing the plants 
to eliminate soil residues through flowing water, 
symptomatic one squared centimeter sections from 
various plant segments were disinfected utilizing 
3% sodium hypochlorite for 5 min., followed by 
rinsing with sterile distilled water. These sections 
were plated on Petri dishes with Sabouraud 
dextrose agar culture medium (MCD LAB) and 
subjected to an incubation period of 25 ± 2 °C 
for 48 hrs. Establishment of pure cultures were 
achieved by inoculating Petri dishes with hyphal 
tips possessing characteristics and morphology 
indicative of R. solani. Both Trichoderma species 

vitro la efectividad biológica de cuatro especies de 
Trichoderma como potenciales biofungicidas con-
tra Rhizoctonia solani.

Se utilizaron aislamientos de T. viridie (Tv), T. 
koniingii (Tk), T. harzanium (Th) y Trichoderma 
spp. (Tspp.), procedentes del cepario de la Univer-
sidad Tecnológica del Sur del estado de Morelos. 
El aislamiento de R. solani, lo aportó el Campo Ex-
perimental Zacatepec, del INIFAP. Para el aislado 
de R. solani, se tomaron muestras infectadas por el 
hongo en el cultivo de la papa variedad Fiana pro-
veniente de Toluca, Estado de México. Las plan-
tas fueron lavadas con agua corriente para retirar 
el exceso de tierra; posteriormente, secciones con 
síntomas de un centimetro de diferentes partes de 
la planta fueron desinfestadas con hipoclorito de 
sodio al 3% durante 5 min y después enjuagadas 
con agua destilada estéril. Después se sembraron 
en cajas Petri con medio de cultivo agar dextrosa 
Sabouraud (MCD LAB) y se incubaron a 25 ± 2 °C 
durante 48 h. Se obtuvieron cultivos puros median-
te la siembra de puntas de hifa con características 
y morfología de R. solani. Los aislamientos de Tri-
choderma y R. solani aquí descritos se encuentran 
acualmente en proceso de identificación molecular.

Para las evaluaciones, los hongos se mantuvie-
ron en medio agar dextrosa Sabouraud a una tem-
peratura de 25 ± 2 °C por 96 h (Trichoderma) y por 
10 días (R. solani). 

La competencia por espacio entre las especies 
de Trichoderma y R. solani, se evaluó utilizando 
el método de confrontación dual Bell et al. (1982), 
descrito por Martínez y Solano (1994). La evalua-
ción se realizó en cajas Petri de 90 mm de diáme-
tro, con medio agar dextrosa Sabouraud. Se sem-
braron individualmente discos de 5 mm de agar con 
micelio de Tv, Tk, Th y Tspp. a un centímetro del 
borde de cada caja Petri (réplica) y en el otro extre-
mo un disco de 5 mm con crecimiento de R. solani. 
Como control se sembró R. solani sin presencia de 
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and R. solani isolates described in this study are 
currently undergoing molecular identification 
procedures.

For evaluations, fungi were cultivated on 
Sabouraud dextrose agar medium at controlled 
temperature of 25 ± 2 °C for 96 hrs (Trichoderma 
species) and for 10 days (R. solani).

Competition for resources between Trichoderma 
species and R. solani were evaluated using the dual 
confrontation method as outlined by Bell et al. 
(1982) and detailed by Martínez and Solano (1994). 
Evaluation were conducted in 90 mm diameter 
Petri dishes containing Sabouraud dextrose agar 
medium. Individual 5 mm agar disks harboring 
mycelium of Tv, Tk, Th, and Tspp. were positioned 
one centimeter from the edge of each Petri dish 
(replicate), with a 5 mm disk of R. solani growth 
positioned at the opposing end. In parallel, a control 
experiment featuring R. solani growth without of 
Trichoderma species were conducted employing 
a completely randomized design, five treatments, 
with five replicates (Petri dishes), were evaluated. 
Radial growth measurements during confrontations 
were taken at 24-hr intervals, up to 120 hrs, within 
a controlled environment of 25 ± 2 ºC.

Classification of Tv, Tk, Th, and Tspp. isolates 
as antagonists against R. solani was executed using 
the five class scale introduced by Bell et al. (1982). 
Percentage Inhibition of Radial Growth Rate 
(PIRGR) was calculated using the formula PIRGR 
= (R1 - R2) / R1 x 100, where R1 represents the 
radial growth of the phytopathogen colony within 
the control treatment, and R2 signifies the radial 
growth of the pathogenic isolate when confronted 
by the antagonist (Rahman et al., 2009). Statistical 
analysis of PIRGR data were performed employing 
IBM SPSS® Statistics for Windows version 25 
(IBM Corp, Armonk, New York, USA). Prior to 
analysis, normality and homogeneity of variance 
were assessed using the Levene and Kolmogorov-

Trichoderma. Se evaluaron cinco tratamientos con 
cinco repeticiones (cajas Petri) en un diseño com-
pletamente al azar. Las mediciones de crecimien-
to radial en confrontación se realizaron cada 24 h, 
hasta las 120 h a una temperatura de 25 ± 2 ºC. 

La clasificación como antagonistas de los ais-
lamientos Tv, Tk, Th y Tspp. frente a R. solani se 
realizó según la escala de cinco clases propuesta 
por Bell et al. (1982). El Porcentaje de Inhibición 
del Crecimiento Radial (PICR) se determinó con la 
fórmula PCIR=(R1-R2) / R1 x 100; donde R1 es 
el crecimiento radial de la colonia del fitopatógeno 
en el tratamiento control y R2 el crecimiento radial 
del aislamiento patógeno enfrentado al antagonis-
ta (Rahman et al., 2009). Los análisis estadísticos 
del PICR se realizaron con el software estadístico 
IBM SPSS® Statistics para Windows vs 25 (IBM 
Corp, Armonk, Nueva York, USA). Se comprobó la 
normalidad y homogeneidad de varianza mediante 
el test de Levene y Kolmogorov-Smirnov. Poste-
riormente, se procedió al análisis de varianza y a 
la prueba de comparación de medias de Tukey (p 
≤ 0,01).

El micoparasitismo se observó en la zona de 
contacto entre ambos hongos (antagonista-patóge-
no) y se evaluó el tipo de interacción hifal (enro-
llamiento, penetración, vacuolización y lisis) (Chet 
et al., 1981). Para ello, se tomaron muestras con 
cinta adhesiva de la zona de interacción y después 
se colocaron en un portaobjeto con una gota de azul 
de lactofenol. Las muestras se observaron a 40X en 
un microscopio óptico (LABOMED, modelo CXL 
TRINOCULAR 9135007). Se realizaron tres pre-
paraciones por réplica (caja Petri).

Los cuatro aislamientos de Trichoderma evalua-
dos se ubicaron en la clase 2 de antagonismo de 
la escala de Bell et al. (1982) (Figura 1), con un 
crecimiento de más del 60% de la superficie sobre 
R. solani. Utilizando la misma escala, las evalua-
ciones in vitro de Pérez et al. (2020) mostraron que 



518

Fully Bilingual
Mexican Journal of PHYTOPATHOLOGY
Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA

Online publication, September 2023

Smirnov tests. Subsequently, an analysis of 
variance and Tukey’s mean comparison test (p ≤ 
0.01) was executed.

Mycoparasitism was observed in the contact 
zone between the two fungi (antagonist pathogen), 
and the array of hyphal interactions; rolling, 
penetration, vacuolization, and lysis were assessed 
in accordance with the methodology outlined 
by Chet et al. (1981). To conduct this analysis, 
adhesive tape was utilized to obtain samples from 
the interaction zone, which were subsequently 
mounted on slides with a drop of lactophenol blue. 
Examination of samples were carried out under 
an optical microscope (LABOMED, model CXL 
TRINOCULAR 9135007) at 40X magnification. 
Each replicate (Petri dish) encompassed three 
distinct preparations.

The four Trichoderma isolates subjected to 
evaluation were classified within antagonism class 
2 of the scale established by Bell et al. (1982) 
(Figure 1). Their growth encompassed more than 
60% of the surface area occupied by R. solani. 
By applying the same scale, in vitro assessments 
conducted by Pérez et al. (2020) demonstrated 
that T. atroviride, T. konigiopsis, and T. harzianum 
exhibited an overgrowth exceeding 85% over 
R. solani, warranting their classification within 
antagonism class 1. Likewise, when assayed 
against Botrytis sp., strains of T. koningii, T. 
atroviride, T. inhamatum, and T. harzianum were 
classified as belonging to class 1 (Acosta et al., 
2021), a classification shared by T. asperellum and 
Trichoderma spp. in relation to B. cinerea (Pincay 
et al., 2021).

The antagonistic interaction between fungi is 
mediated through an intricate network of attack and 
counter-response mechanisms. Within the arsenal of 
attack strategies employed by Trichoderma species, 
a diverse array is noteworthy, including parasitism, 
antibiosis, competition for resources and space, 

T. atroviride, T. konigiopsis y T. harzianum presen-
taron un sobre crecimiento mayor a 85% por en-
cima de R. solani, clasificándolas en la clase 1 de 
antagonismo. Asimismo, frente a Botrytis sp. las 
cepas de T. koningii, T. atroviride, T. inhamatum y 
T. harzianum se clasificaron en la clase 1 (Acosta 
et al., 2021), al igual que T. asperellum y Tricho-
derma spp. contra B. cinerea (Pincay et al., 2021). 
El antagonismo entre hongos esta mediado por una 
serie de mecanismos de ataque y respuesta entre el 
biocontrolador y el patógeno. Trichoderma, posee 
una gran variedad de mecanismos de ataque; entre 
los más conocidos se encuentran el parasitismo, la 
antibiosis, la competencia por nutrientes y espacio, 
la liberación de enzimas que afectan el metabo-
lismo de otros microorganismos, la activación de 
repuesta de defensa, la estimulación de la germi-
nación y crecimiento (Morales-Mora et al., 2020). 

Todos los tratamientos mostraron un efecto an-
tagónico superior al 50% a partir de las 96 h (Cua-
dro 1), observándose crecimiento sobre la colonia 
de R. solani (Figura 1). A las 120 h Tk, Th y Tspp. 
mostraron los mayores porcentajes de inhibición, 
todos con diferencias significativas en sus valores 
promedio (p ≤ 0,01). Los resultados muestran que 
estos presentan mayor velocidad de crecimiento a 
partir de las 72 h, por posibles metabolitos despren-
didos por R. solani (Cuadro 1). 

En otros ensayos in vitro, especies de Tricho-
derma mostraron una inhibición con Trichothecium 
sp., Cladosporium sp. y Fusarium sp. mayor al 
50%; frente a Didymella bryoniae del 75% (Martí-
nez et al., 2013). El uso de Trichoderma spp. cepa 
nativa TC05, en condiciones in vitro y en casa de 
malla demostró un alto potencial antagónico frente 
a Fusarium spp. (Rodríguez-Pinto et al., 2021). Es-
tablecer in vitro los mecanismos de acción presen-
tes en los aislamientos de antagonistas, constituye 
la base de la selección de estos, no solo para las 
pruebas siguientes en condiciones semicontroladas 
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enzymatic disruption of other microorganisms 
metabolisms, elicitation of defense responses, and 
facilitation of germination and growth (Morales-
Mora et al., 2020). 

All treatments exhibited an antagonistic effect 
exceeding 50% after 96 hrs, as indicated in Table 
1. Growth of R. solani colony displayed noticeable 
changes, as illustrated in Figure 1. At 120 hrs, Tk, Th, 

y campo, sino que orientan la forma de producción 
que debe establecerse para lograr mayor estabili-
dad y eficacia en los resultados en campo. 

En la Figura 2 se muestra la zona de confronta-
ción entre Th y R. solani donde al igual que Tspp. 
se observaron cuatro tipos de interacción hifal con 
enrollamiento, penetración, vacuolización y lisis 
de hifas; mientras que Tv y Tk presentaron dos y 

 

24 h 48 h 72 h 96 h 120 h

Tspp.

Th

Tv

Tk

CONTROL

Figure 1.	 Confrontation of Trichoderma isolates with R. solani were carried out on Sabouraud agar, followed by the 
assessment of R. solani’s radial growth inhibition at 24 hr intervals. The used abbreviations were as follows: Tspp. 
(Trichoderma spp.), Th (T. harzianum), Tv (T. viride), Tk (T. koningii), with the control group represented by R. 
solani.

Figura 1.	 Confrontación de aislamientos de Trichoderma frente a R. solani en agar Sabouraud y evaluación de la inhibición 
del crecimiento radial de R. solani cada 24 h. Tspp.: Trichoderma spp., Th: T. harzanium, Tv: T. viridie, Tk: T. 
koningii, control: R. solani.
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and Tspp., treatments showed the most substantial 
inhibition percentages. Notably, all three treatments 
exhibited statistically significant differences in 
their mean values (p ≤ 0.01). Furthermore, data 
revealed that after 72 hrs, treatments demonstrated 
an increased growth rate. This phenomenon could 
be attributed to potential metabolites released by R. 
solani, as detailed in Table 1. 

Other in vitro assessments, Trichoderma 
spp. exhibited inhibition rates exceeding 50% 
against Trichothecium sp., Cladosporium sp., 
and Fusarium sp.; meanwhile, it demonstrated 
a remarkable 75% inhibition against Didymella 
bryoniae (Martínez et al., 2013). Using the native 
strain TC05 of Trichoderma spp., both under in 
vitro conditions and within a mesh house, revealed a 
substantial antagonistic potential against Fusarium 
spp. (Rodríguez-Pinto et al., 2021). Elucidation of 
underlying mechanisms of action exhibited by these 
antagonist isolates in vitro forms the foundation 
for their selection. This selection process pertains 
not only to subsequent assessments under semi-
controlled and field conditions but also guides 
the formulation of production strategies aimed at 
achieving enhanced stability and efficacy in field 
results.

tres tipos de interacción; respectivamente, siendo 
el enrollamiento y la penetración de hifas las estra-
tegias de micoparasitismo utilizadas por todos los 
aislamientos de Trichoderma evaluados (Cuadro 
2). Se ha descrito que la combinación de diferen-
tes formas de micoparasitismo, favorece la acción 
de biocontrol sobre el fitopatógeno (Companioni et 
al., 2019).

Las especies de Trichoderma producen enzimas 
tales como ß-1,3-glucanasas, ß-1,6-glucanasas, 
quitinasas y proteasas, capaces de hidrolizar la 
pared celular de numerosos hongos (Ait-Lahsen 
et al., 2001). Durante este proceso, las hifas de 
Trichoderma crecen quimiotrópicamente hacia el 
huésped, una vez cerca del patógeno, comienza su 
adhesión y enrollamiento para finalizar con la acti-
vidad lítica.

Los resultados obtenidos en la confrontación 
dual de T. harzianum y T. koningii contra R. solani, 
mostraron altos porcentajes de inhibición del cre-
cimiento radial. Así como, T. harzianum y Tricho-
derma spp. presentaron cuatro tipos de interacción 
hifal con el patógeno y todas las especies evaluadas 
se ubicaron en la clase 2 de la escala de Bell et al. 
(1982). 

Table 1. Radial Growth Inhibition (RIGI) of Trichoderma on R. solani.
Cuadro 1. Inhibición del Crecimiento Radial (PICR) de Trichoderma sobre R. solani.

Treatments 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h

Tspp. 17.8 c 26.2 c 32.7 c 55.1 c 65.5 c
Th 22.2 b 27.9 b 36.3 b 57.3 b 66.7 b
Tv 11.1 d 20.5 d 29.8 d 50.4 d 57.0 d
Tk 24.4 a 31.2 a 43.3 a 61.2 a 67.5 a
Es χ 1.31* 1.0* 1.3* 1.0* 1.08*
CV (%) 27.76 15.12 14.66 7.17 6.74

Tspp. = Trichoderma spp; Th = T. harzianum; Tv = T. viride; Tk = T. koningii; Es χ = standard 
error of the mean; CV = coefficient of variation. Different letters in the same column indicate 
significant differences according to Tukey’s multiple range test (p ≤ 0.01).  /  Tspp. = 
Trichoderma spp.; Th = T. harzanium; Tv = T. viridie; Tk = T. koningii; Es χ = error estándar 
de la media; CV = Coeficiente de variación. Letras distintas en la misma columna indican 
diferencias significativas según prueba de rangos múltiples de Tukey (p ≤ 0,01).
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Figure 2, shows the confrontation zone between 
Th and R. solani, where similar to Tspp., four 
distinct types of hyphal interactions were observed, 
encompassing coiling, penetration, vacuolization, 
and lysis of hyphae. Meanwhile, Tv and Tk exhibited 
two and three types of interactions, respectively. 
On the other hand, coiling and hyphal penetration 
emerged as the predominant mycoparasitic 

Todos aislados de Trichoderma mostraron nive-
les similares de antagonismo frente a R. solani; sin 
embargo, establecer in vitro la interacción con otras 
cepas de R. solani, diferentes hongos fitopatógenos 
y en los cultivos de origen ayudaría a la selección 
de especies de Trichoderma con las mejores carac-
terísticas de parasitismo y control. 

Figure 2.	 Mechanisms of antagonistic action of T. harzianum on R. solani: coiling (A), penetration (B), vacuolization (C) 
and lysis (D). 

Figura 2.	 Mecanismos de acción antagónica de T. harzianum sobre R. solani: enrollamiento (A), penetración (B), 
vacuolización (C) y lisis (D).

 

A B

C D

strategies employed by all evaluated Trichoderma 
isolates (Table 2). Literature has documented that 
the amalgamation of diverse mycoparasitic tactics Fin de la versión en Español
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contributes to a more effective biocontrol action 
against phytopathogens (Companioni et al., 2019).

Trichoderma species produce enzymes, 
including ß-1,3-glucanases, ß-1,6-glucanases, 
chitinases, and proteases, capable of breaking 
down cell walls of various fungi (Ait-Lahsen et al., 
2001). In this process, Trichoderma species hyphae 
exhibit chemotropic growth towards the host. 
When in close proximity to the pathogen, their 
attachment and coiling initiate, ultimately leading 
to lytic activity.

Results from dual confrontation of T. harzianum 
and T. koningii with R. solani revealed significant 
radial growth inhibition rates. Correspondingly, 
both T. harzianum and Trichoderma spp. displayed 
four distinct types of hyphal interactions with the 
pathogen. Furthermore, all assessed species were 
categorized under class 2 on the Bell et al. scale 
(1982).

While all Trichoderma isolates exhibited 
comparable levels of antagonism against R. solani, 
exploring in vitro interactions with diverse R. solani 
strains, varying phytopathogenic fungi, and the 
original crop environments could aid in selecting 
Trichoderma species showcasing optimal parasitic 
and control characteristics.

Table 2. Types of hyphal interaction between Trichoderma isolates and R. solani.
Cuadro 2. Tipos de interacción hifal entre aislados de Trichoderma y R. solani.

Treatments Hyphal interaction type 

Trichoderma spp. (Tspp.) E-P-L-V
T. harzanium (Th) E-P-L-V
T. viridie (Tv) E-P
T. koningii (Tk) E-P-L

Coiling (E), Penetration (P), vacuolization (V) and Lysis (L).  /  Leyenda: Enrollamiento 
(E), Penetración (P), Vacuolización (V) y Lisis (L).
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Abstract. The aim of this study was to design 
and validate a diagrammatic scale to estimate the 
severity of gray mold induced by Botrytis cinerea in 
pomegranate cultivation. A total of 120 healthy and 
diseased fruits with varying degrees of affliction 
were collected from orchards with active production 
located in the municipalities of Chilcuahutla and 
Taxquillo in the state of Hidalgo, Mexico (20° 18’ 
11’’ N, 99° 14’ 23’’ W, 20° 32’ 01’’ N, 99° 20’ 03’’ 
W, respectively). From these, 60 were selected to 

Diagrammatic scale to evaluate the severity of gray mold 
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Resumen. El objetivo del presente trabajo fue 
diseñar y validar una escala diagramática para es-
timar la severidad del moho gris inducida por Bo-
trytis cinerea en el cultivo de granada. Se colec-
taron 120 frutos sanos y enfermos con diferentes 
grados de afectación de huertos con producción ac-
tiva localizados en los municipios de Chilcuahutla 
y Taxquillo en el estado de Hidalgo, México (20° 
18’ 11’’ N, 99° 14’ 23’’ O, 20° 32’ 01’’ N, 99° 20’ 
03’’ O, respectivamente), de los cuales, se seleccio-
naron 60 para determinar el porcentaje de severi-
dad, de acuerdo a una escala de 6 clases (Clase 0= 
0%, Clase 1 = >0% - 5% - 10%, Clase 2 = >10% 
- 25% - 50%, Clase 3 = >50% - 75% - 85%, Clase 
4 = >85% - 90% - 95% y Clase 5 = >95% - 100%) 
mediante el software 2LOG. Con los datos obteni-
dos se seleccionaron imágenes representativas para 
construir la escala diagramática mediante Adobe 
Photoshop. Se verificó la exactitud (r2), la precisión 
(β0) y la reproducibilidad (β1) mediante regresión 
lineal simple aplicada a los datos obtenidos por 12 

DOI: https://doi.org/10.18781/R.MEX.FIT.2302-9
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determine the severity percentage, according to a 
6-class scale (Class 0 = 0%, Class 1 = >0% - 5% - 
10%, Class 2 = >10% - 25% - 50%, Class 3 = >50% 
- 75% - 85%, Class 4 = >85% - 90% - 95%, and 
Class 5 = >95% - 100%), using the 2LOG software. 
With the obtained data, representative images were 
selected to build the diagrammatic scale using 
Adobe Photoshop. The accuracy (r2), precision (β0), 
and reproducibility (β1) were verified by simple 
linear regression applied to the data obtained by 
12 evaluators with and without experience in the 
observation of plant diseases. As a result, values of 
r2 of 0.42 and 0.85 were obtained, without and with 
the use of the scale, respectively, which confirmed 
that this tool is suitable to evaluate the severity of 
the disease accurately and reproducibly.

Keywords: Phytosanitary, Punica granatum, 
Botrytis cinerea, disease measurement.

Pomegranate is the fruit of the pomegranate tree 
(Punica granatum), which is consumed worldwide 
and is currently cultivated in Iran, Spain, Italy, 
Afghanistan, the United States, India, China, 
Russia, Uzbekistan, Morocco, Greece and Mexico 
(Koba and Yanagita, 2011). Its production has 
gained importance due to the functional properties 
it possesses, which is why various food products 
such as juices and liquors are produced, in addition 
to its importance in the cosmetic industry (Ge 
et al., 2021). In Mexico in 2021, 1,251 ha were 
cultivated and 8,636 t were produced. The states 
with the highest harvest volumes were Morelos, 
Hidalgo and Oaxaca with 1,622, 1,467 and 1,327 
t, respectively (SIAP, 2021), destined for both 
domestic consumption and export. Pomegranate 
orchards are affected by diseases induced by 
various microorganisms such as Alternaria spp. 
and Aspergillus spp., with the greatest impact 

evaluadores con y sin experiencia en la observa-
ción de enfermedades en plantas. Como resultado 
se obtuvieron valores de r2 de 0.44 sin el uso de la 
escala, y con el uso de esta herramienta de 0.81 y 
0.90 para la primera y segunda evaluación respecti-
vamente, lo cual confirmó que esta herramienta es 
adecuada para evaluar la severidad de la enferme-
dad de manera precisa y reproducible.

Palabras clave: Fitosanidad, Punica granatum, 
Botrytis cinerea, medición de enfermedad.
 

La granada es el fruto del árbol de granado (Pu-
nica granatum), la cual es consumida en todo el 
mundo y actualmente se cultiva en Irán, España, 
Italia, Afganistán, Estados Unidos, India, China, 
Rusia, Uzbekistán, Marruecos, Grecia y México 
(Koba y Yanagita, 2011). Su producción ha cobra-
do importancia por las propiedades funcionales que 
posee, por lo que se elaboran diversos productos 
alimenticios como jugos, zumos y licores, además 
de que posee importancia en la industria cosmética 
(Ge et al., 2021). En México, en el año 2021, se 
cultivaron 1,251 ha en donde se produjeron 8,636 
t. Los estados con mayor volumen de cosecha fue-
ron Morelos, Hidalgo y Oaxaca con 1,622, 1,467 y 
1,327 t, respectivamente (SIAP, 2021), destinadas 
tanto para consumo nacional como para la expor-
tación. Por otro lado, los huertos de granado son 
afectados por enfermedades inducidas por diver-
sos microorganismos tales como Alternaria spp y 
Aspergillus spp, siendo las de mayor impacto las 
que afectan directamente al fruto desde precosecha 
(Behzad et al., 2020), tal es el caso del moho gris 
inducido por Botrytis cinerea, enfermedad que ha 
sido reportada principalmente en huertos de grana-
do en Grecia y Pakistán (Bardas et al., 2009; Alam 
et al., 2018), la cual se presenta posterior a la flora-
ción en los comienzos de la formación del fruto, y 
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being those that directly affect the fruit pre-harvest 
(Behzad et al., 2020). One such disease is gray 
mold induced by Botrytis cinerea, which has 
been reported mainly in pomegranate orchards in 
Greece and Pakistan (Bardas et al., 2009; Alam et 
al., 2018). It occurs after flowering at the beginning 
of fruit formation and is characterized by the 
presence of spots that increase in size, with light to 
dark brown expanded lesions of soft consistency, 
followed by the appearance of gray mycelium on 
infected surfaces. Fruit may remain mummified 
on the tree. Recently, this phytosanitary problem 
has been reported in the State of Mexico, Mexico 
(Patricio-Hernández et al., 2023). Diagrammatic 
scales could be a useful tool to estimate the severity 
of gray mold in pomegranate fruits pre- and post-
harvest. These tools allow correct interpretation of 
disease advancement and progress in crops, defined 
as sets of illustrations of plants or plant organs, 
with signs and symptoms that show the percentages 
of area affected by the disease. This is based on the 
Weber-Fechner principle, which establishes classes 
in a logarithmic system that eliminates arbitrary 
designation of severity levels (French and Hebert, 
1980). The scales should be quick and simple when 
used under field and post-harvest conditions, as 
well as accurate, precise and reproducible (Richard 
et al., 2021; Vereschuk et al., 2022). To date, no 
scales for assessing the severity of gray mold 
on pomegranate fruits have been reported. The 
objective of the present study was to develop and 
validate a diagrammatic scale to help growers and 
technicians assess disease severity. 

During the months of July to September 2022, 
120 pomegranate fruits with and without symptoms 
of gray mold (Botrytis cinerea) were collected in 
active production plots located in the municipalities 
of Chilcuahutla and Taxquillo, Hidalgo, Mexico 
(20° 18’ 11’’ N, 99° 14’ 23’’ W, 20° 32’ 01’’ N, 99° 
20’ 03’’ W, respectively). Subsequently, 60 fruits 

que se caracteriza por la presencia de manchas que 
aumentan de tamaño, con lesiones expandidas de 
color marrón claro a oscuro de consistencia blan-
da, seguido de la aparición de micelio gris sobre 
las superficies infectadas. Los frutos pueden per-
manecer momificados en el árbol. Recientemente 
este problema fitosanitario ha sido reportado en el 
Estado de México, México (Patricio-Hernández et 
al.,2023), por lo que se requiere de la utilización de 
escalas diagramáticas para estimar la severidad del 
moho gris en frutos de granada en pre y postcose-
cha, las cuales son herramientas que permiten una 
correcta interpretación del avance y progreso de 
enfermedades en los cultivos, definiéndose como 
conjuntos de ilustraciones de plantas u órganos 
vegetales, con signos y síntomas que muestran los 
porcentajes del área afectada por la enfermedad con 
base en el principio de Weber-Fechner, que permite 
establecer clases en un sistema logarítmico que eli-
mina la designación arbitraria de los niveles de se-
veridad (French y Hebert, 1980), las cuales, deben 
ser rápidas y simples al usarse bajo condiciones de 
campo y postcosecha, así como, exactas, precisas 
y reproducibles (Richard et al., 2021; Vereschuk et 
al., 2022). Hasta la fecha, no se han reportado es-
calas para evaluar la severidad del moho gris sobre 
frutos de granada. El objetivo del presente estudio 
fue desarrollar y validar una escala diagramática, la 
cual servirá a los productores y técnicos para eva-
luar la severidad de la enfermedad. 

Durante los meses de julio a septiembre del año 
2022 se colectaron 120 frutos de granada con y sin 
síntomas de moho gris (Botrytis cinerea) en parce-
las con producción activa ubicadas en los munici-
pios de Chilcuahutla y Taxquillo, Hidalgo, Méxi-
co (20° 18’ 11’’ N, 99° 14’ 23’’ O, 20° 32’ 01’’ N, 
99° 20’ 03’’ O, respectivamente). Posteriormente 
se seleccionaron 60 frutos representativos de los 
diferentes grados de afectación. Para obtener la 
severidad real, cada fruto fue dividido a la mitad 
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representative of the different degrees of damage 
were selected. To obtain the actual severity, each 
fruit was divided in half in order to photograph the 
total surface of each one using a Canon T7 camera 
(Verechuk et al., 2022).

To eliminate the background, the images 
were processed with GIMP® v.2.10.12 software. 
Quantification of the total and affected area was 
performed using Image Tool v1.8.0. With the 
obtained data, the actual severity percentage was 
calculated using the following formula: severity = 
(diseased area/total image area) * 100 (Nutter Jr 
et al., 2006; Ortega-Acosta et al., 2016). The data 
were used to define the minimum and maximum 
values of actual severity, which were then used 
to generate a logarithmic scale with six classes, 
using the 2LOG v.1 software (Mora-Aguilera and 
Acevedo-Sánchez, 2018). This follows the Weber-
Fechner visual acuity law (Horsfall and Cowling, 
1978). The obtained data were used to construct 
the diagrammatic scale with Adobe Photoshop 
software (Fantin et al., 2018).

To validate the diagrammatic scale, 60 digital 
images representative of different degrees of 
severity were randomly inserted into individual 
slides to be visualized in Microsoft 365® 

PowerPoint and presented to 18 evaluators with 
and without experience in observing plant diseases. 
They carried out independent evaluations with 
approximately 20 s per image for visualization. 
Data from this first evaluation were expressed as 
percentage of severity (Fragoso-Benhumea et al., 
2022). For the first and second evaluations using 
the scale, 12 evaluators were selected based on the 
number of correct scores in the evaluation without 
the scale and their willingness for subsequent 
participation (Belan et al., 2014). Each evaluation 
was carried out with an interval of 7 days between 
them.

To quantify the accuracy of the severity 
evaluations made by the evaluators, a simple 

para poder tomar fotografías de la superficie total 
de cada uno con una cámara fotográfica profesional 
Canon T7 (Verechuk et al., 2022).

Para eliminar el fondo, las imágenes fueron 
procesadas con el software GIMP® v.2.10.12. La 
cuantificación del área total y afectada se realizó 
con Image Tool v1.8.0. Con los datos obtenidos se 
calculó el porcentaje de severidad real mediante la 
siguiente fórmula: severidad = (área enferma/área 
total de la imagen) * 100 (Nutter Jr et al., 2006; 
Ortega-Acosta et al., 2016). Los datos se utiliza-
ron para definir los valores mínimos y máximos de 
severidad real, los cuales se utilizaron para generar 
una escala logarítmica con seis clases, con el soft-
ware 2LOG v.1 (Mora-Aguilera y Acevedo-Sán-
chez, 2018), el cual sigue la ley de agudeza visual 
de Weber-Fechner (Horsfall y Cowling, 1978). Los 
datos obtenidos se utilizaron para construir la esca-
la diagramática con el software Adobe Photoshop 
(Fantin et al., 2018).

Para validar la escala diagramática, 60 imágenes 
digitales representativas de los diferentes grados de 
severidad se insertaron aleatoriamente en diapositi-
vas individuales para ser visualizadas en Microsoft 
365® Power Point y presentadas a 18 evaluadores 
con y sin experiencia en la observación de enfer-
medades en plantas, quienes realizaron evaluacio-
nes en forma independiente en un tiempo aproxi-
mado de 20 s/imagen para su visualización. Los da-
tos de esta primera evaluación se expresaron como 
porcentaje de severidad (Fragoso-Benhumea et al., 
2022). Para la primera y segunda evaluación con 
la escala se seleccionaron 12 evaluadores tomando 
como criterio la cantidad de aciertos en la evalua-
ción sin la escala y su disposición para su partici-
pación subsecuente (Belan et al., 2014). Cada eva-
luación se realizó con un intervalo de 7 días entre 
cada una.

Para cuantificar la exactitud de las evaluacio-
nes de severidad que hicieron los evaluadores, se 
realizó una regresión lineal simple para verificar 



528

Fully Bilingual
Mexican Journal of PHYTOPATHOLOGY
Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA

Online publication, September 2023

linear regression was performed to verify the 
following hypotheses: for the intercept (β0) the null 
hypothesis H0: β0=0 versus H1: β0≠0 and for the 
slope coefficient (β1) H0: β1=1 versus H1: β1≠1, with 
a significance level of 5%, using a t-test. The actual 
values obtained were used as the independent 
variable and the estimated values per evaluator 
were used as the dependent variable (Da silva et al., 
2019). This took into account that if the estimated 
values of the slope differ from 0, they indicate 
overestimation of the real severity when β0 >0 and 
underestimation if β0<0. Similarly, if the slope 
data differ from 1, they indicate overestimation of 
disease (>1) or underestimation (<1) at all disease 
severity levels (Nutter Jr. and Schultz, et al., 1995; 
Nutter et al., 2006; Ortega-Acosta et al., 2016).

Additionally, the precision of the estimation 
was determined by the coefficient of determination 
(r2) of the linear regression and the absolute error 
was plotted. Furthermore, a paired data analysis per 
evaluator was performed. Statistical analyses were 
conducted using the Rstudio program (http://www.
rstudio.com/).

From field collections in the municipalities of 
Chilcuautla and Taxquillo, Hidalgo, 120 fruits were 
obtained, of which 60 were selected based on their 
actual degree of severity. Those with 0% severity 
were considered healthy, while those showing signs 
and symptoms of gray mold were characterized 
by the presence of brown lesions originating at 
the base of the calyx and advancing towards the 
peduncle, causing rotting of the infected area with 
values ranging from 5 to 100%.

Based on the percentages of damaged area of the 
60 selected fruits, the 2LOG program allowed the 
definition of six severity classes. The ranges and 
midpoints of each class (0, 1, 2, 3, 4 and 5) were 
expressed as percentage of affected area: Class 0= 
0%, Class 1 = (>1 - 5 - 10)%, Class 2 = (>11 - 25 
- 50)%, Class 3 = (>51 - 75 - 85)%, Class 4 = (>86 
- 90 - 95)% and Class 5 = (>96 - 100)% (Figure 1).

las siguientes hipótesis: para el intercepto (β0) la 
hipótesis nula H0: β0=0 versus H1: β0≠0 y para el 
coeficiente de la pendiente (β1) Ho: β1=1 versus H1: 
β1≠1, con un nivel de significancia del 5%, utilizan-
do una prueba t, teniendo como variable indepen-
diente los valores reales obtenidos y como variable 
dependiente los valores estimados por evaluador 
(Da silva et al., 2019), tomando en cuenta que si los 
valores estimados de la pendiente son diferentes de 
0, indican una sobreestimación de la severidad real 
cuando β0 >0 y una subestimación sí β0<0. De igual 
manera sí los datos de la pendiente son diferentes 
de 1, indican sobreestimación de la enfermedad 
(>1) o una subestimación (<1) en todos los niveles 
de severidad de la enfermedad (Nutter Jr. y Schultz, 
et al., 1995; Nutter et al., 2006; Ortega-Acosta et 
al., 2016).

También, la precisión de la estimación fue de-
terminada por el coeficiente de determinación (r2) 
de la regresión lineal y se graficó el error absoluto, 
además se realizó un análisis de datos pareados por 
evaluador. Los análisis estadísticos se realizaron 
utilizando el programa Rstudio (http://www.rstu-
dio.com/). 

A partir de colectas en campo en los municipios 
de Chilcuautla y Taxquillo, Hgo., se obtuvieron 
120 frutos de los cuales se seleccionaron 60 con 
base a su grado de severidad real. Aquellos con 0% 
de severidad fueron considerados sanos y los que 
presentaron signos y síntomas de moho gris, se ca-
racterizaron por la presencia de lesiones marrones 
que se originaron en la base del cáliz y avanzaron 
hacia el pedúnculo lo que ocasiona pudrición del 
área infectada con valores desde 5 a 100% de afec-
tación.

Con base en los porcentajes de área dañada de 
los 60 frutos seleccionados, el programa 2LOG 
permitió definir seis clases de severidad. Los ran-
gos y los puntos medios de cada clase (0, 1, 2, 3, 4 
y 5) se expresaron como porcentaje de la superficie 
afectada: Clase 0= 0, Clase 1 = (>1 - 5 - 10), Clase 
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Clase 0: (0%) Clase 1: (>1% - 5% - 10%) Clase 2: (>11% - 25% - 50%)

Clase 5: (>96% - 100%)Clase 4: (>86% - 90% - 95%)Clase 3: (>51% - 75% - 85%)

Figure 1.	 Diagrammatic scale for evaluation of gray mold (Botrytis cinerea) severity on pomegranate (Punica granatum) 
fruit. Severity intervals for each class are shown in parentheses.

Figura 1.	Escala diagramática para evaluar severidad del moho gris (Botrytis cinerea) sobre frutos de granada (Punica 
granatum). Entre paréntesis se muestran los intervalos de severidad para cada clase.
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The accuracy of the evaluations showed 
significant differences with and without the use of 
the designed scale. When the scale was not used, the 
r2 values ranged from 0.06 to 0.87 with a mean of 
0.44. However, with the use of the scale, the results 
were from 0.71 to 0.93 for the first evaluation 
and from 0.70 to 0.97 for the second evaluation, 
with mean values of 0.81 and 0.90, respectively. 
Therefore, the estimations were accurate (Table 1).

2 = (>11 - 25 - 50), Clase 3 = (>51 - 75 - 85), Clase 
4 = (>86 - 90 - 95) y Clase 5 = (>96 - 100) (Figura 
1).

La exactitud de las evaluaciones mostró dife-
rencias significativas con y sin el uso de la escala 
diseñada. Cuando ésta no fue utilizada, los valores 
de r2 variaron de 0.06 a 0.87 con una media de 0.44, 
sin embargo, con el uso de la escala los resultados 
fueron de 0.71 a 0.93, para la primera evaluación 

Regarding the linear regression results, in 
the evaluation where the scale was not used, the 
intercept values were greater than one, indicating 
overestimation of severity by most evaluators. In 
the case of the slope values, for evaluator 10 (EV10) 
it was significantly different from 1, however, there 

y de 0.70 a 0.97 para la segunda evaluación, con 
valores de media de 0.81 y 0.90, respectivamente, 
por lo tanto, las estimaciones fueron precisas (Cua-
dro 1).

Respecto a los resultados de la regresión lineal, 
en la evaluación donde no se utilizó la escala, los 

Table 1.	 Intercept (β0), slope (β1) and coefficient of determination (r2) of the linear regression equation of visual estimates of 
gray mold severity in Punica granatum fruits, performed with and without diagrammatic scaling.

Cuadro 1.	 Intercepto (β0), pendiente (β1) y coeficiente de determinación (r2) de la ecuación de regresión lineal de las 
estimaciones visuales de la severidad del moho gris en frutos de Punica granatum, realizadas con y sin escala 
diagramáticas.

Coeficientes
Con escala

Sin Escala Primera Evaluación Segunda Evaluación 

β0 β1 r2 β0 β1 r2 β0 β1 r2

EV1 11.96 ns 0.97 ns 0.68 0.05 ns 1.00 ns 0.93 0.25 * 0.93 ns 0.82
EV2 6.47 * 0.43 ns 0.37 0.10 ns 0.82 ns 0.72 0.09 ns 0.99 ns 0.91
EV3 20.85 ns 0.67 ns 0.32 0.25 * 0.89 ns 0.84 0.03 ns 1.04 ns 0.94
EV4 18.81 ns 0.69 ns 0.28 0.24 ns 1.83 ns 0.72 -0.03 ns 1.01 ns 0.94
EV5 4.06 ns 0.88 ns 0.61 0.11 ns 1.02 ns 0.86 0.00 ns 1.10 ns 0.86
EV6 13.04 ns 0.59 ns 0.36 0.11 ns 1.05 ns 0.78 0.03 ns 1.01 ns 0.96
EV7 12.27 ns 0.81 ns 0.68 0.09 ns 0.91 ns 0.77 0.27 * 0.88 ns 0.85
EV8 9.92 * 0.77 ns 0.54 0.14 ns 0.96 ns 0.85 -0.04 ns 1.03 ns 0.96
EV9 16.15 ns 0.38 ns 0.20 0.07 ns 0.96 ns 0.89 0.76 ns 0.96 ns 0.88
EV10 54.63 ns 0.29 * 0.06 0.09 ns 1.01 ns 0.75 0.04 ns 0.99 ns 0.97
EV11 -1.65 ns 0.95 ns 0.87 0.15 ns 0.94 ns 0.71 0.16 ns 0.94 ns 0.70
EV12 14.13 ns 0.56 ns 0.33 -0.05 ns 1.00 ns 0.86 0.03 ns 1.01 ns 0.96

0.44 0.81 0.90

* Means that the null hypotheses for the intercept (H0: β0=0) and slope (Ho: β1=1) were rejected by t-test (P=0.05). ns= Not 
significant. EV= Evaluator.  /  *Significa que las hipótesis nulas para el intercepto (H0: β0=0) y pendiente (Ho: β1=1) fueron 
rechazadas por la prueba t (P=0.05). ns= No significativo. EV= Evaluador
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was a tendency toward underestimation, with the 
exception of EV1 and EV11 that showed values 
closer to 1 (Table 1).

In the initial evaluation employing the scale, 
the intercept values showed a tendency to 
overstate disease severity. Specifically, EV3’s 
intercept significantly deviated from 0. As for 
the slope values, EV4, EV5, EV6 and EV10 
showed overestimation compared to the other 
evaluators. In the second evaluation, EV4 and EV5 
demonstrated an underestimation of severity, as 
reflected by values exceeding 1. Meanwhile, EV1 
and EV7 yielded statistically distinct values from 
0. Concerning the slope, none of the data exhibited 
significant differences, although their values 
closely approximated 1 (Table 1).

In general, concentrating on the evaluations 
conducted with the scale and considering the 
null hypotheses (H0: β0=0 and H0: β1=1), it is 
observable that β0 maintained proximity to 0 
across all evaluators. Likewise, β1 uniformly 
hovered around 1. This confirms that using the 
diagrammatic scale of gray mold severity allows 
obtaining values of precision and accuracy close to 
those of real severity, even when there are slight 
tendencies of underestimation and overestimation. 
This statement is reinforced when comparing the 
absolute error values of the evaluations, where a 
decrease in absolute error is observed when using 
the designed scale (Figure 2). 

The combinations of the r2 values of the 
evaluations showed that the scales are reproducible. 
Where the diagrammatic scale was not used, an 
interval of 0.13 to 0.77, with a mean of 0.44, was 
obtained. With the scale, the r2 intervals were 0.72 
to 0.91, and 0.76 to 0.97, in the first and second 
evaluations, respectively, with an overall mean 
value of 0.85 (Table 2).

The use of diagrammatic scales is efficient in 
evaluating disease severity in plants (Fantin et al., 

valores del intercepto fueron mayores a uno, indi-
cando sobreestimación de la severidad por la ma-
yoría de los evaluadores. En el caso de los valo-
res de la pendiente, para el evaluador 10 (EV10) 
fue significativamente diferente de 1, sin embargo, 
hubo tendencia a la subestimación, a excepción de 
EV1 y EV11 que mostraron valores más cercanos 
a 1 (Cuadro 1).

Para la primera evaluación donde se utilizó la 
escala, los valores del intercepto mostraron una 
tendencia a la sobreestimación de la severidad de 
la enfermedad, donde para el EV3 fue significati-
vamente diferente de 0. En cuanto a los valores de 
la pendiente, el EV4, EV5, EV6 y EV10 mostraron 
sobrestimación con respecto al resto de los evalua-
dores. En la segunda evaluación, el EV4 y EV5 
subestimaron la severidad al obtener valores mayo-
res a 1, por otro lado, para el EV1 y EV7 los valo-
res fueron estadísticamente diferentes de 0. Para el 
caso de la pendiente, ninguno de los datos mostró 
diferencia significativa, sin embargo, sus valores 
fueron cercanos a 1 (Cuadro 1). 

En general, tomando énfasis en las evaluaciones 
donde se utilizó la escala y con base en las hipóte-
sis nulas (H0: β0=0 y H0: β1=1), β0 presentó valores 
cercanos a 0 para todos los evaluadores, mientras 
que para β1 todos estuvieron alrededor de 1, esto 
confirma que el uso de la escala diagramática de 
severidad del moho gris permite obtener valores de 
precisión y de exactitud cercanos a los de severidad 
real, aun cuando existen ligeras tendencias de sub-
estimación y sobreestimación de los mismos. Esta 
afirmación se ve reforzada al comparar los valo-
res de error absoluto de las evaluaciones, donde se 
observa una disminución del mismo al utilizar la 
escala diseñada en este trabajo (Figura 2). 

Las combinaciones de los valores de r2 de las 
evaluaciones mostraron que las escalas son repro-
ducibles. En donde no se utilizó la escala diagramá-
tica se obtuvo un intervalo de 0.13 a 0.77, con una 
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2018). Recently, the presence of gray mold caused 
by B. cinerea on pomegranate fruits in Mexico 
was reported (Patricio-Hernández et al., 2023), 
and to our knowledge, a diagrammatic scale for 
evaluating the severity of this disease has not been 
officially reported. The scale developed in the 
present investigation allows reliable evaluation of 
the severity of this disease with greater precision 
and accuracy. When the scale was not used, the 
average r2 value was 0.44, while in the first and 
second evaluations with the scale, averages of 
0.81 and 0.90 were obtained, respectively. This 
represents a significant increase, agreeing with 

media de 0.44. Con las escalas, los intervalos de r2 
fueron de 0.72 a 0.91, y de 0.76 a 0.97, en la prime-
ra y segunda evaluación, respectivamente, con un 
valor medio global de 0.85 (Cuadro 2).

El uso de escalas diagramáticas es eficiente en 
la evaluación de la severidad de las enfermedades 
en plantas (Fantin et al., 2018). Recientemente se 
reportó la presencia de moho gris causado por B. 
cinerea en frutos de granada en México (Patricio-
Hernández et al., 2023), y hasta donde se sabe no 
se ha reportado oficialmente una escala diagramá-
tica para evaluar la severidad de dicha enfermedad. 
La escala desarrollada en la presente investigación, 

Figure 2.	Graphical representation of the absolute error of the estimates of gray mold severity in pomegranate fruits. a) 
Evaluation carried out without support of the diagrammatic scale, b) and c) Evaluations carried out with support 
of the diagrammatic scale, d) and e) Representation of b) and c) at a smaller scale of absolute error. 

Figura 2.	Representación gráfica del error absoluto de las estimaciones de la severidad del moho gris en frutos de granada. 
a) evaluación realizada sin apoyo de la escala diagramática, b) y c) evaluaciones realizadas con apoyo de la escala 
diagramática. d) y e) representación de los incisos b) y c) a menor escala del error absoluto. 
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Table 2.	 Coefficient of determination (r2) of linear regression equations relating paired evaluator estimates of gray mold 
severity caused by B. cinerea on pomegranate fruit. Comparisons are made between evaluations done without 
use of the scale, versus the first and second evaluations where the scale was used.

Cuadro 2.	 Coeficiente de determinación (r2) de las ecuaciones de regresión lineal que relacionan entre evaluadores 
pareados las estimaciones de la severidad del moho gris causada por B. cinerea en frutos de granada sin el uso 
de la escala, en contraste con la primera y segunda evaluación en donde si se usó el mismo.

Evaluación sin escala EV2 EV3 EV4 EV5 EV6 EV7 EV8 EV9 EV10 EV11 EV12

EV1 0.52 0.50 0.48 0.64 0.52 0.68 0.61 0.44 0.37 0.77 0.50
EV2 0.34 0.32 0.49 0.36 0.52 0.45 0.28 0.21 0.62 0.35
EV3 0.30 0.46 0.34 0.50 0.43 0.26 0.19 0.59 0.32
EV4 0.45 0.32 0.48 0.41 0.24 0.17 0.57 0.30
EV5 0.49 0.64 0.57 0.40 0.33 0.74 0.47
EV6 0.52 0.45 0.28 0.21 0.62 0.35
EV7 0.61 0.44 0.37 0.77 0.50
EV8 0.37 0.30 0.70 0.43
EV9 0.13 0.53 0.26
EV10 0.46 0.19
EV11 0.60

Primera evaluación 
con escala

EV1 0.83 0.89 0.83 0.90 0.86 0.85 0.89 0.91 0.84 0.82 0.90
EV2 0.78 0.72 0.79 0.75 0.75 0.78 0.80 0.74 0.72 0.79
EV3 0.78 0.85 0.81 0.81 0.84 0.87 0.80 0.78 0.85
EV4 0.79 0.75 0.75 0.78 0.80 0.74 0.72 0.79
EV5 0.82 0.82 0.85 0.87 0.81 0.79 0.86
EV6 0.78 0.81 0.83 0.77 0.75 0.82
EV7 0.81 0.83 0.76 0.74 0.82
EV8 0.87 0.80 0.78 0.85
EV9 0.82 0.80 0.87
EV10 0.73 0.81
EV11 0.79

Segunda evaluación 
con escala

EV1 0.87 0.88 0.88 0.84 0.89 0.84 0.89 0.85 0.90 0.76 0.89
EV2 0.93 0.93 0.89 0.94 0.88 0.94 0.90 0.94 0.81 0.94
EV3 0.94 0.90 0.95 0.90 0.95 0.91 0.96 0.82 0.95
EV4 0.90 0.95 0.90 0.95 0.91 0.96 0.82 0.95
EV5 0.91 0.86 0.91 0.87 0.92 0.78 0.91
EV6 0.91 0.96 0.92 0.97 0.83 0.96
EV7 0.91 0.87 0.91 0.78 0.91
EV8 0.92 0.97 0.83 0.96
EV9 0.93 0.79 0.92
EV10 0.84 0.97
EV11 0.83

EV= Evaluator.  /  EV= Evaluador.
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what was observed by Belan et al. (2014), who 
obtained r2 values of 0.89 and 0.87 in the first and 
second evaluations, respectively, when using their 
designed scale for coffee tree leaf spot.

The r2 values of the present investigation were 
significantly higher in the evaluations where the 
scale was used. This is similar to those reported 
by Fragoso-Benhumea et al. (2022), who obtained 
values of 0.90 to 0.97, with a mean of 0.93 when 
evaluating the severity of rust (Uromyces viciae-
fabae) in the broad bean crop, with and without the 
use of diagrammatic scales. They concluded that 
this value improves with the use of diagrammatic 
scales. This indicates that the designed scale can be 
used in the field, since it has precision values (r2) 
close to 1 in the evaluations.

Several studies have shown a tendency to 
overestimate (Figueiredo et al., 2022; Pereira et al., 
2021) and to a lesser extent underestimate (Braga et 
al., 2020) when diagrammatic scales are not used. 
In the present work, overestimates were observed 
in most of the absolute data when the diagrammatic 
scale was not used, in contrast to the evaluations 
where it was used. This behavior may be due to 
visual stimuli, such as similar colorations in the 
lesions that are not considered for the evaluation of 
severity, as reported by Perina et al. (2019). They 
identified factors that can lead to overestimation 
of the severity of brown spot on leaves of Citrus 
reticulata caused by Alternaria sp. due to the 
presence of different pigments on the leaf surface 
that do not correspond to the evaluated disease. 
This can affect both experienced and inexperienced 
evaluators. 

The use of the scale allowed a considerable 
decrease in the absolute error of the evaluations, 
compared to when it was not used (without the 
scale it was from -59 to 39%, with the scale it was 
from -0.4 to 0.4% and -0.16 to 0.48% in the first 
and second evaluations, respectively). Similar 

permite evaluar la severidad de esta enfermedad de 
manera confiable con una mayor precisión y exac-
titud. Cuando no se utilizó la escala, el valor pro-
medio de r2 fue de 0.44 mientras que en la primera 
y segunda evaluación con la escala se obtuvo un 
promedio de 0.81 y 0.90, respectivamente, lo que 
representa un incremento significativo, esto con-
cuerda con lo observado por Belan et al. (2014), 
quienes obtuvieron valores de r2 de 0.89 a 0.87 en 
la primera y segunda evaluación, respectivamente, 
al utilizar la escala que ellos diseñaron para el man-
chado foliar del cafeto.

Los valores de r2 de la presente investigación 
fueron significativamente mayores en las evalua-
ciones donde se utilizó la escala, lo cual se asemeja 
a lo reportado por Fragoso-Benhumea et al. (2022), 
(0.90 a 0.97, con media de 0.93) quienes evaluaron 
la severidad de la roya (Uromyces viciae-fabae) en 
el cultivo de haba, con y sin la utilización de es-
calas diagramáticas, concluyendo que dicho valor 
mejora con el uso de escalas diagramáticas. Esto es 
un indicativo de que la escala diseñada puede ser 
utilizada en campo, al poseer valores de precisión 
(r2) cercanos a 1 en las evaluaciones.

En diversos estudios se ha observado la tenden-
cia a la sobreestimación (Figueiredo et al., 2022; 
Pereira et al., 2021) y en menor medida a la sub-
estimación (Braga et al., 2020) cuando no se utili-
zan escalas diagramáticas. En el presente trabajo se 
observaron sobreestimaciones en la mayoría de los 
datos absolutos cuando no se hizo uso de la esca-
la diagramática, en contraste, con las evaluaciones 
donde sí se utilizó. Este comportamiento puede de-
berse a estímulos visuales, tales como coloraciones 
similares en las lesiones que no son consideradas 
para la evaluación de la severidad, tal y como lo 
reporta Perina et al. (2019), quienes identifican los 
factores que pueden llevar a la sobre estimación de 
la severidad de la mancha marrón sobre hojas de 
Citrus reticulata ocasionada por Alternaria sp., por 



535

Fully Bilingual
Mexican Journal of PHYTOPATHOLOGY

Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA

Online publication, September 2023

results were obtained by Muños-Arias et al. (2020) 
for gray mold on Rubus glaucus, where this value 
decreased with use of the diagrammatic scale 
(from -30 to 30% without the scale to -20 to 20% 
with the scale). On the other hand, Ortega-Acosta 
et al. (2016) and Nutter Jr and Schultz (1995) 
mention that absolute error values less than 5% 
are considered acceptable. In this work, results of 
-0.35 to 0.5% were obtained on average for the 
two evaluations, which supports the accuracy of 
the evaluations when using the scale. Thus, the 
present research provides a reliable instrument for 
evaluating the severity induced by gray mold in 
pomegranate fruits. 

When r2 values among evaluators were 
compared, it was evident that the designed scale 
exhibited precision, evident in its capacity to 
narrow the variation intervals within comparisons 
when employing the diagrammatic scale. This 
particular methodology enabled the accurate, 
precise, and reproducible estimation of gray mold 
severity attributed to B. cinerea on pomegranate 
fruits. As a result, the scale holds the potential to 
serve as an effective tool for disease management, 
monitoring, and surveillance purposes.
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