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Identificacion de especies de Meloidogyne utilizando
la secuenciacion de regiones espaciadoras transcritas
internas de ADN ribosomal de estadios juveniles

Identification of Meloidogyne species by sequencing of
internal transcribed spacer regions of ribosomal DNA of juvenile stages

Juan Jaramillo-Pineda, Martha Guerrero-Olazaran, José Antonio Fuentes-Garibay, José Maria Viader-
Salvado, José Lorenzo Meza-Garcia, Lilia Hortencia Morales-Ramos, Universidad Autonoma de Nuevo
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Jaramillo-Pineda J, Guerrero-Olazaran M, Fuentes-
Garibay JA, Viader-Salvadé JM, Meza-Garcia JL y
Morales-Ramos LH. 2015. Identificaciéon de especies
de Meloidogyne utilizando la secuenciacion de regiones
espaciadoras transcritas internas de ADN ribosomal de
estadios juveniles. Revista Mexicana de Fitopatologia
33: 1-11.

Resumen. Usualmente, la identificacion de espe-
cies de Meloidogyne esta basada en la morfologia
de hembras adultas, lo que dificulta la identifica-
cion de hembras y machos juveniles (J,). Los ne-
matodos son considerados entre los animales mas
dificiles de identificar, el uso de marcadores gené-
ticos basados en el ADN ribosomal (ADNTr) ha ga-
nado aceptacion en aplicaciones que van desde las
determinaciones de cuarentena a las evaluaciones
de la biodiversidad. Los nematodos del género Me-
loidogyne son conocidos por su habilidad para pro-
ducir cambios fisioldgicos en el sistema radical de
las plantas y causar pérdidas en la absorcion de nu-
trientes. El objetivo de este estudio fue determinar
si la secuenciacion de regiones espaciadoras trans-
critas (ITS) internas de ADNr pueden ser usadas
como marcadores genéticos para la identificacion
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Abstract. Usually the identification of the
Meloidogyne species is based on the morphology
of adult females, making it difficult to identify
juvenile males and females (J,). Nematodes are
considered among the most difficult animals to
identify; the use of ribosomal DNA (rDNA)-
based diagnostic methods have gained acceptance
in applications ranging from quarantine
determinations to assessments of biodiversity.
Nematodes of the genus Meloidogyne are known
for their ability to produce physiological changes
in the root system of plants and cause losses in the
absorption of nutrients. The objective of this study
was to determine if the sequencing of internal
transcribed spacer (ITS) regions of rDNA can be
used as genetic markers for reliable identification
of populations of juvenile males and females (J,)
for the main species of the genus Meloidogyne.
From samples of diseased tomato roots (Solanum
lycopersicum L.), larvae of juvenile females and
males of Meloidogyne were collected for the DNA
extraction. A rDNA region harboring two ITS
regions was amplified. For subsequent sequencing,
that region was ligated into pGEM®-T vector.
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confiable de poblaciones de hembras y machos ju-
veniles (J,) para las principales especies del género
Meloidogyne. De muestras de raices enfermas de
tomate (Solanum lycopersicum L.) se extrajeron
larvas de hembras y machos juveniles de Meloido-
gyne para la extraccion de ADN. Se amplificé una
region génica del ADNr que contiene dos regiones
ITS. Para su posterior secuenciacion, dicha region
se ligo al vector P GEM®-T. El analisis con el pro-
grama BLASTn indic6 que la region génica presen-
t6 una identidad del 99.8 % respecto a una secuen-
cia génica perteneciente a Meloidogyne incognita
Kofoid & White, 1919. Tal resultado sugiere que
las regiones ITS pueden ser usadas como un marca-
dor genético en poblaciones de Meloidogyne para
la identificacion de especie.

Palabras clave: Meloidogyne incognita, ITS, ADN
ribosomal (ADNTr).

Los nematodos del género Meloidogyne son
conocidos por su habilidad para producir cambios
fisiologicos en el sistema radicular de las plantas y
causar pérdidas en la absorcion de nutrientes afec-
tando su crecimiento (enanismo) y su produccion
(Wishart et al., 2002). Sin embargo, los efectos de
los nematodos sobre los cultivos son subestimados
por agricultores y técnicos agricolas debido a los
sintomas no especificos, que suelen confundirse
con desordenes nutrimentales, estrés hidrico, pro-
blemas de fertilidad del suelo, y con otras infeccio-
nes secundarias inducidas por hongos y bacterias,
cuya entrada suele estar facilitada por la accion
del nematodo. Segiin Zuckerman et al. (1990), los
nematodos parasitos de plantas reducen la produc-
cion agricola mundial entre 12 y 20 %. Aunque
existen al menos 70 especies descritas de nema-
todos formadores de nddulos de la raiz, la atencion
taxonomica se ha enfocado en seis (Meloidogy-
ne incognita Kofoid & White, 1919, M. javanica
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Analysis with the BLASTn program showed that
the gene region identified 99.8 % with a gene
sequence belonging to Meloidogyne incognita
Kofoid & White, 1919. This result suggests that
the ITS regions can be used as a genetic marker in
populations for Meloidogyne species identification.

Key words: Meloidogyne incognita, ITS, Riboso-
mal DNA (rDNA).

The nematodes of the Meloidogyne genus are
known for their ability to produce physiological
changes in the root system of plants and cause
losses in the absorption of nutrients, affecting
their growth (dwarfism) and their production
(Wishart et al., 2002). However, the effects of the
nematodes on crops are underestimated by farmers
and agricultural technicians due to the non-specific
symptoms, that are often mistaken for lack of
nutrients, water stress, problems of soil fertility, and
with other secondary infections caused by fungi or
bacteria, the entry of which is made easier by the
nematode. According to Zuckerman et al. (1990),
the parasite nematodes of the plants diminish the
global agricultural production between 12 and
20%. Even though there are at least 70 nematode
species that cause root nodules, taxonomic
attention has focused on six of them (Meloidogyne
incognita Kofoid & White, 1919, M. javanica
Treub, 1885, M. arenaria Neal, 1889, M. chitwoodi
Golden et al., 1980, M. fallax Karssen, 1996 y M.
hapla Chitwood, 1949) due to the fact that these are
typically associated with agronomically important
plants (Adam et al., 2007). For the identification
of species and populations of Meloidogyne, several
methods have been used, although all of them
have their limitations (Zijlstra et al., 1995). It is
important to determine the composition of species of
Meloidogyne in crops in order to implement control



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

Treub, 1885, M. arenaria Neal, 1889, M. chitwoodi
Golden et al., 1980, M. fallax Karssen, 1996 y M.
hapla Chitwood, 1949) ya que estan asociadas tipi-
camente con plantas agronémicamente importantes
(Adam et al., 2007). Para la identificacion de espe-
cies y poblaciones de Meloidogyne se han aplicado
varios métodos aunque todos tienen sus limitacio-
nes (Zijlstra et al., 1995). Es importante determi-
nar la composicion de especies de Meloidogyne en
cultivos con el propodsito de introducir estrategias
de control no quimicas, como la rotacién de cul-
tivares resistentes y plantas alelopaticas (Cenis,
1993; Orui, 1998). La identificacion de especies de
Meloidogyne esta basada en la morfologia de las
hembras adultas (Eisenback et al., 1981) y la gama
de hospedantes (Williamson et al., 1997), siendo
dificil la identificacion para machos y hembras ju-
veniles de segundo estadio (J,). También se utiliza
el analisis de isoenzimas, donde la comparacion
de patrones de esterasa muestran gran consistencia
en la separacion de las cuatro especies de mayor
distribucién en el mundo, sin embargo, no detecta
variacion intraespecifica entre nematodos de Me-
loidogyne (Volvas et al., 2005). Los diagnodsticos
basados en ADN proveen atractivas soluciones
a los problemas asociados con estos métodos de
identificacion, ya que son independientes tanto de
los productos expresados del genoma como de la
influencia del ambiente y el estadio de los nemato-
dos (Wishart et al., 2002; Powers, 2004). La mayo-
ria de los analisis de ADN dirigidos a nematodos
formadores de agallas usan ADN total (gendémico
y mitocontrial [ADNmt]) o ADNmt y son predo-
minantemente a través de Polimorfismos de Longi-
tud de Fragmentos de Restriccion (RFLPs por sus
siglas en inglés) (Zijlstra et al., 1995; Orui, 1998;
Powers, 2004). La comparacion de secuencias de
regiones espaciadoras transcritas internas (ITS, por
sus siglas en inglés) de ADN ribosomal (ADNr) es
usada en taxonomia, ya que tiene un alto grado de
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strategies that do not involve any chemicals, such
as the rotation of resilient cultivars and allelopathic
plants (Cenis, 1993; Orui, 1998). The identification
of Meloidogyne species is based on the morphology
of adult females (Eisenback et al., 1981) and the
range of hosts (Williamson et al., 1997), making
the identification for young males and females of
the second stage (J,) more difficult. The analysis
of isoenzymes is also used, where the comparison
of patterns of esterase show a great consistency
in the division of the four species most widely
distributed in the world; however, it does not detect
any intraspecific variation among Meloidogyne
nematodes (Volvas et al., 2005). The diagnoses
based on the DNA provide some attractive
solutions for the problems associated with these
methods of identification, due to the fact that they
are independent from the products expressed in the
genome and from the influence of the environment
and the stage of the nematodes (Wishart et al,
2002; Powers, 2004). Most DNA analyses directed
at nematodes that cause the formation of galls use
total DNA (genomic and mitochondrial [mtDNA])
or mtDNA, and are predominantly done through
Restriction Fragment Length Polymorphisms
(RFLP) (Zijlstra et al., Oruri, 1998; Powers, 2004).
The comparison between sequences of internal
transcribed spacer regions (ITS) of ribosomal DNA
(rDNA) is used in taxonomy, due to its high level
of polymorphism between closely related species
and is virtually a constant for one specific species.
Furthermore, the ITS regions are lined by retained
sequences that facilitate the design of indicators for
their expansion by the Polymerase chain reaction
(PCR).

The objective of this study is to determine if the
internal transcribed spacer regions of rDNA can be
used as genetic markers for the reliable identification
of young female and male J, populations for the
main species of the Meloidogyne genus.
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polimorfismo entre especies estrechamente relacio-
nadas y es practicamente constante para una espe-
cie especifica. Ademas las regiones ITS son flan-
queadas por secuencias conservadas que facilitan
el disefio de iniciadores para su amplificacién por
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por
sus siglas en inglés).

El objetivo de este estudio fue determinar si las
regiones espaciadoras transcritas (ITS) internas de
ADNr pueden usarse como marcadores genéticos
para la identificacion confiable de poblaciones de
hembras y machos juveniles J, para las principales
especies del género Meloidogyne.

MATERIALES Y METODOS

Material biologico

Los juveniles J, de Meloidogyne se obtuvie-
ron usando la técnica del embudo de Baermann
(Agrios, 2005) de raices de plantas agalladas de
tomate (Solanum lycopersicum), un cultivo ubica-
do en San Nicolas de los Garza Nuevo Leon, pro-
porcionadas por el Departamento de Fitopatologia
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Uni-
versidad Autéonoma de Nuevo Leon, e identificadas
como género Meloidogyne por claves taxondmicas
para la identificacion de nematodos parasitos de
plantas (Zuckerman et al., 1990).

Identificacién del nematodo

El ADN genomico se aisl6 de 5000 nemato-
dos (J,) usando una lisis con detergentes seguido
por una extraccion con fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (Sambrook y Russell, 2001). Los es-
pecimenes se recolectaron por centrifugacion a
16,000 g por 5 min, y el pellet se resuspendid en
200 uL de amortiguador lisis TSNT (2 % Triton
X-100, 1 % SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI
y 1 mM EDTA, pH 8), 500 pL de fenol saturado
con Tris-HCl y 100 pL de una mezcla cloroformo:
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MATERIALS AND METHODS

Biological Material

The juvenile J, of Meloidogyne were obtained
using the Baermann funnel technique (Agrios, 2005)
of tomato plant roots with gall formations (Solanum
lycopersicum), a farm located in San Nicolas de los
Garza Nuevo Leodn, provided by the Department of
Plant Pathology of the Faculty of Life Sciences at
the Autonomous University of Nuevo Leon, and
identified as belonging to the Meloidogyne genus
by taxonomic keys for the identification of parasitic
plant nematodes (Zuckerman et al., 1990).

Identification of the nematode

The genomic DNA was isolated from 5000
nematodes (J,) using lysis with detergents followed
by an extraction with phenol-chloroform-amyl
alcohol (Sambrook and Russell, 2001). The
specimens were collected through centrifugation
at 16,000 g for 5 minutes and the pellet was
resuspended in 200 pL of lysis buffer TSNT (2 %
Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM, Tris-
HCI and 1mM EDTA, pH 8), 500 pL of saturated
phenol with Tris-HCI and 100 pL of a mixture of
chloroform: amyl alcohol (24:1). The suspension
was mixed in vortex for 5 minutes and 200 pL of
buffer TE 1X were added (10mM Tris-HCI and 1
mM EDTA, pH 8.0); the phases were separated
by centrifugation at 16,000 g for 10 minutes,
the DNA settled on the aqueous phase with pure
ethanol. The DNA pellets were dried at room
temperature for 10 minutes and were resuspended
in 48 puL of TE buffer, 2 uL of 2 pg pL"' RNase and
quantified through agarose gel densitometry dyed
with GelRed 1X (Biotium, Hayward, CA) solution,
using the EDAS 290 system and the Kodak Digital
Science 1D (Eastman Kodak Company, Rochester,
New York) program.

A fragment of TDNA was amplified by PCR using
the ITS1 (5-TTGAACCGGGCAAAAGTCG-3")
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alcohol isoamilico (24:1). La suspension se mez-
cl6 en vortex por 5 min y se agregaron 200 uL de
amortiguador TE 1X (10 mM Tris-HCl y 1 mM
EDTA, pH 8.0); las fases se separaron por centri-
fugacion a 16,000 g por 10 min y el ADN se preci-
pito de la fase acuosa con etanol puro. Los pellets
de ADN se secaron a temperatura ambiente por 10
min y resuspendieron en 48 pL de amortiguador
TE, 2 uL de 2 pg uL! RNasa y cuantificaron por
densitometria en geles de agarosa tefiidos con solu-
cion GelRed 1X (Biotium, Hayward, CA) usando
el sistema EDAS 290 y el programa Kodak Digital
Scince 1D (Eastman Kodak Company, Rochester,
New York).

Un fragmento ADNr fue amplificado por PCR
usando el iniciador ITS1 (5-TTGAACCGGGCA-
AAAGTCG-3") y el iniciador ITS2 (5'-TTAG-
TTTCTTTTCCTCCGCT-3") dirigidos a las regio-
nes 3"y 5" del ADNr 18S y 28S, respectivamente
(Stock et al., 2001; Meza-Garcia et al., 2014). La
PCR se realiz6 en un termociclador TC020-24 Mul-
tiGene Mini (Labnet Iternational, Inc., Edison, NJ)
en un volumen final de 25 pL conteniendo 1X bu-
ffer GoTaq PCR (Promega, Madison, WI), 200
ng de ADN gendémico, 200 uM de cada dNTPs,
0.5 uM de cada iniciador, agua estéril y 1 U de
GoTaq DNA polimerasa (Promega, Madison, WI).
Se us6 un programa de amplificacion de 32 ciclos:
94 °C por 30 s, 60 °C por 30 sy 72 °C por 75 s, con
una primera etapa de desnaturalizacion de 94 °C
por 3 min y una etapa final de elongacion de 72 °C
por 5 min. Un plasmido que contiene un fragmento
de regiones ITS de Heterorhabditis indica Poinar,
Karunakar & David 1992, (pGEMITSLZO), se uso
como testigo positivo de la PCR y como negativo
los componentes de la mezcla de PCR sin ADN.
Los productos de la PCR se analizaron en un gel de
electroforesis de agarosa 2.5 % tefiido con solucion
GelRed 1X, usando una unidad de electroforesis
horizontal MSMUNIDUO (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO), 100 volts por 60 min, y el producto
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initiator and the ITS2 (5'-TTAGTTTCTTTT-
CCTCCGCT-3") initiator, directed at the regions
3" and 5° of the rDNA 18S and 28S, respectively
(Stock et al., 2001; Meza-Garcia et al., 2014). PCR
was carried out in a TC020-24 MultiGene Mini
(Labnet International, Inc., Edison, NJ) thermal
cycler, with a final volume of 25 pL containing
1X buffer GoTaq PC (Promega, Madison, WI),
200 ng of genomic DNA, 200 uM of each dNTPs,
0.5 uM of each initiator, sterilized water and 1 U
of GoTaq DNA Polymerase (Promega, Madison,
WI). An amplification program of 32 cycles was
used: 94 °C for 30 s, 60 °C for 30 s, and 72 °C for
75 s, with a first denaturing stage of 94 °C for 3
min and a final elongation stage of 72 °C for 5 min.
A plasmid that contains a fragment of ITS regions
of Heterorhabditis indica Poinar, Karunakar
& David 1992, (pGEMITSLZO) was used as a
positive control of the PCR and the components
of the PCR without DNA were used as negative
control. The products of the PCR were analyzed in
an electrophoresis with agarose gel 2.5 % dyed with
GelRed 1X solution, using one unit of horizontal
electrophoresis MSMUNIDUO (Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, MO), 100 volts for 60 minutes,
and the product of the amplification was cloned
in the pGEM®-T (Promega) vector, following the
instructions of the manufacturer. The mixture of the
ligation was used to transform cells of Escherichia
coli DH5a, the transformed cells were selected
through a white-blue test in agar slates LB with
ampicillin (100pg mL-1), 100 pL IPTG (isopropil-
B-D-1-thiogalactopyranoside) (2 mg mL-1). The
resulting cell colonies of the transformed cells
were analyzed in order to detect the presence of
plasmid DNA through the extraction by alkaline
lysis with an agarose gel 0.8 % dyed with GelRed
1X solution. Furthermore, the correct insertion of
the amplified product in the pPGEM®-T vector was
confirmed through PCR using the ITS1 and ITS2
initiators, as was previously described.
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del amplificado se clond en el vector pGEM®-T
(Promega), siguiendo las instrucciones del fabri-
cante. La mezcla de la ligacion se uso para trans-
formar células de Escherichia coli DH5a, las célu-
las transformadas se seleccionaron por una prueba
azul-blanco en placas de agar LB con ampicilina
(100 pg mL™"), 100 puL IPTG (isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido) (2 mg mL™"). Las colonias
resultantes de las células transformados se analiza-
ron para detectar la presencia del ADN plasmidico
mediante una extraccion por lisis alcalina y en un
gel de agarosa 0.8 % tefiido con solucion GelRed
1X. Ademas, la correcta insercion del producto am-
plificado en el vector pPGEM®-T se confirmo6 por
PCR usando los iniciadores ITS1 y ITS2, tal como
se describié anteriormente.

Los seis plasmidos positivos por PCR de dife-
rentes colonias de E. coli se secuenciaron usando
los iniciadores T7 y SP6 (Promega) y un analizador
genético ABI Prism 310 (Applied Biosystems, Fos-
ter City, CA) en la Unidad de Biologia Molecular
del Instituto de Fisiologia Celular de la Universi-
dad Auténoma de México (UNAM).

Las secuencias T7 y SP6 (12 secuencias en to-
tal) se alinearon usando el médulo Contig Assem-
bly Program del programa BioEdit v7.0.8.0 (Hall,
1999) y la secuencia consenso se compard con se-
cuencias nucleotidicas en bases de datos usando
la herramienta nucleotide BLAST (BLASTn) del
Centro Nacional de Informacion sobre Biotecnolo-
gia (NCBI). El género y especie del organismo con
la secuencia nucleotidica de mayor identidad a la
secuencia consenso se consideré como el género y
especie del nematodo analizado.

RESULTADOS Y DISCUSION

El método de extraccion de ADN produjo 25 pg
de ADN gendmico de alta calidad (DO260/D0O280
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The six positive plasmids by PCR of different
colonies of E. coli were sequenced using the T7 and
SP6 (Promega) initiator and a genetic analyzer ABI
Prism 310 (Applied Biosystems, Foster City, CA)
in the Unit of Molecular Biology of the Institute of
Cellular Physiology of the Autonomous University
of Mexico (UNAM).

The T7 and SP6 sequences (12 sequences in
total) were aligned using the Contig Assembly
Program module of the BioEdit v7.0.8.0 (Hall,
1999) program and the consensus sequence was
compared to the nucleotide sequences in the
databases using the nucleotide BLAST (BLASTn)
tool of the National Center of Information about
Biotechnology (NCBI). The genus and species of
the organism with the nucleotide sequence most
related to the consensus sequence was considered
as the genus and species of the analyzed nematode.

RESULTS AND DISCUSSION

The DNA extraction method produced 25 ug
of high quality genomic DNA (D0O260/D0O280
1.9) without any visible degradation. The analysis
in agarose gel for the amplified product by PCR
of genomic DNA showed a band of 608 pb, and
for the positive control (H. indica) a band of 890
pb was obtained. Likewise, the analysis of PCR
of 6 different plasmids of different transformed F.
coli colonies confirmed the presence of the rDNA
fragment inside the extracted plasmids (Figure 1B).

The 66 identity percentages (BioEdit identity
matrix) in pairs of the 12 nucleotide sequences (T7
and SP6 sequences of the 6 sequenced plasmids)
oscillated between 99.6 and 100%, which
allowed the calculation of a consensus sequence.
Furthermore, the consensus nucleotide sequence
presented an identity of 99.8% (2 differences, one
generated by the ITS1 oligonucleotide) witharDNA
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1.9) sin aparente degradacion. El analisis en gel de
agarosa para el producto amplificado por PCR de
ADN gendmico mostr6 una banda 608 pb y mien-
tras que para el control positivo (H. indica) se ob-
tuvo una banda de 890 pb (Figura 1A). Del mismo
modo, el analisis de PCR de 6 plasmidos de dife-
rentes colonias de E. coli transformadas confirmd
la presencia del fragmento de ADNr dentro de los
plasmidos extraidos (Figura 1B).

Los 66 porcentajes de identidad (matriz de iden-
tidad BioEdit) por pares de las 12 secuencias nu-
cleotidicas (secuencias T7 y SP6 de los 6 plasmidos
secuenciados) oscilaron entre 99.6 y 100 %, lo cual
permiti6 calcular una secuencia consenso. Ademas,
la secuencia nucleotidica consenso presentd una
identidad del 99.8 % (2 diferencias, una generada
por el oligonucleodtido ITS1) con una regiéon ADNr
de M. incognita (Figura 2) que incluye la region 3°
de 188, el espaciador transcrito interno 1, la region

pb

1000

800 ——

700 —
600 ——

500 —
400

300 —

200 ——

region of M. incognita (Figure 2) that includes the
region 3" of 188, the internal transcribed spaces, the
region 5.8S, the internal transcribed spacer 2 and
a portion of the region and 5 28S. Therefore, the
unknown nematode was identified as Meloidogyne
incognita, confirming the presence of this species
in the state of Nuevo Leon (México).

In Meéxico, the Secretary of Agriculture,
Livestock, Rural Developments, Fisheries and Food
(SAGARPA) reported the presence of the nematode
M. incognita, which is a significant pest for the state
of Nuevo Leon (SENASICA-CNRF- Department
of Plague Risk Analysis 2012). Usually, the species
of the nematode of the Meloidogyne genus are
identified by taxonomic keys in accordance to the
morphological characteristics observed under the
microscope (Powers, 2004). The morphological
criteria represent a problem due to the variability
and the need of experienced personnel in order to

pb M 1

2 34 56 78
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800 ——

700 —
600 ——
500 ——
400
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Figura 1. Productos de amplificacion por PCR a partir de ADN gendémico de nematodos juveniles (A) o varios plasmidos de di-
ferentes colonias de E. coli transformadas (B). En A: Carril M, marcador de tamafio molecular Hyperlader IV (Bioline,
London, UK); carril 1, control negativo; carril 2, control positivo ((GEMITSLZO); carril 3, el producto amplificado de
608 pb. En B: Carril M, marcador de tamafio molecular Hyperlader IV (Bioline, London, UK); carril 1, control negativo;
carril 2, control positivo ()GEMITSLZO); carriles 3-8, plasmidos de diferentes transformantes (608 pb).

Figure 1. Amplification products by PCR from a genomic DNA of juvenile nematodes (A) or several plasmids of different trans-
formed E. coli colonies (B). In A: Lane M, molecular sized marker Hyperlader IV (Bioline, London, UK); lane 1, nega-
tive control; lane 2, positive control ()GEMITSLZO); lane 3, the amplified product of 608 pb. In B: Lane M, molecular
sized marker Hyperlader IV (Bioline, London, UL); lane 1, negative control; lane 2, positive control (pGEMITSLZO);

lanes 3-8, plasmids of different transformants (608 pb).
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>gb |AY438556.1| Meloidogyne incognita T1A 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S3 ribosomal RNA gene,

and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and

288 ribosomal RNA gene, partial sequence

Length=768

Score = 1112 bits (602), Expect = 0.0
Identities = 606/608 (99%), Gaps = 0/608 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 TTGAACCGGGTAARAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCTGCTGGATCATTAC 60

PELEEEEErE beer e e e e e e e e e e e e e et e ey
Sbjct 131 TTGAACCGGGCARAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCTGCTGGATCATTAC 190

Query 61 TTTATGTGATGTTCAAATTTGAATTCGCAATGARATGATCGTTGTGARACGGCTGTCGCT 120

Perrrrrerrrrerrrererrreer et e e e e rrr e e et
Sbjct 191 TTTATGTGATGTITCAAATTTGAATTCGCAATGAAATGATCGTTGTGAAACGGCTGTCGCT 250

Query 121 GGTGTCTAAGTGTTGCTGATACGGTTGTGAACGTCCGTGGCTGTATATGTGGTGACATGT 180
R R R R R R R RN R R R R R R R RN RN R
Sbjct 251 GGTGTCTAAGTGTTGCTGATACGGTTGTGAACGTCCGTGGCTGTATATGTGGTGACATGT 310

Query 181 TAGGACTCTAATGAGTTTAAGACCTAATGAGCCTCTTAAGTGAGGCCGCCAGCAACC
FEEEEErerr et e e e e e b e e et e e et e el

ttt 240
11
Sbjct 311 TAGGACTCTAATGAGTTTAAGACCTAATGAGCCTCTTAAGTGAGGCCGCCAGCAACCTTT 370

Query 241 tttttCTCTACATTTTaaaaaaaaaaCTARRATTCTACCCTTATCGGTGGATCACTAGGC 300

Frrrrererrreerrrererrrerrrrrrrerrerrr e e e e e rrrrrrnd
Ssbjct 371 TTTTTCTCTACATTTTAAAAAAAAAACTAAAATTCTACCCTTATCGGTGGACCACTAGGC 430

Query 301 TCGTGGATCGATGAAGAACGCAGCAAACTGCGATAATTATTGCGAACTGCAGAAGTATTG 360

FEEErErrrrre e e e e e e e e e e e e e re e b
Sbjct 431 TCGTGGATCGATGAAGAACGCAGCARACTGCGATAATTATTGCGAACTGCAGRAGTATTG 490

Query 361 AGCACARAAGTTTTGAACGCARATGGCCGCATTGAGGTCAAACTCTTTGCRACGTCTGGT 420

R R R R R R R R RN RN R RN R R AR R
Sbjct 491 AGCACAAAAGTTTTGAACGCAAATGGCCGCATTGAGGTCARACTCTTTGCAACGTCTGGT 550

Query 421 TCAGGGTCATTTTCTCTTATAGCGGAAGCTTTAATTTCTATAATGATGTTGTTGCTTTAT 480

FEEEEET R e e e e e et e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 551 TCAGGGTCATTTTCTCTTATAGCGGAAGCTTTAATTTCTATAATGATGTTGTTGCTTTAT 610

Query 481 ATTTTAAAAGGATTTTTGTTTATTCATGTATTAAATCTAACTGTGAAAATCAAACAATTT 540

R N N N R RN RN RN R N
Sbjct 611 ATTTTAAAAGGATTTTTGTTTATTCATGTATTAAATCTAACTGTGAAAATCAAACAATTT 670

Query 541 TGACCTGAACTCAGTCGAGAGCACCCGCTGRACTTAAGCATATCAGTAAGCGGAGGARARARZ 600

FEEEEEE e e re e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 671 TGACCTGAACTCAGTCGAGAGCACCCGCTGAACTTAAGCATATCAGTAAGCGGAGGAARA 730

Query 601 GAAACTAA 608

(RRERERE
Sbjct 731 GAAACTAA 738

Figura 2. Analisis BLASTn de la secuencia consenso de un fragmento de ADNr de nematodos juveniles amplificada por PCR
(Query), que muestra el alineamiento con una secuencia de ADNr de M. incognita (Sbjct), codigo de GenBank
AY438556.

Figure 2. BLASTn Analysis of the consensus sequence of a fragment of rDNA of juvenile nematodes amplified through PCR
(Query), that shows the alignment with a rDNA sequence of M. incognita (Sbjct), GenBank code AY438556.

5.8S, el espaciador transcrito interno 2 y una par- achieve the reliable identification of the species
te de la region y 5” 28S. Por tanto, el nematodo (Williamson et al., 1997). The identification of
desconocido fue identificado como Meloidogyne Meloidogyne spp. is based on the morphology of the
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incognita, confirmando la presencia de esta especie
en el estado de Nuevo Ledn (México).

En Meéxico, la Secretaria de Agricultura, Ga-
naderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
(SAGARPA) reportd la presencia del nematodo
M. incognita, la cual es una plaga importante para
el estado de Nuevo Ledn (SENASICA-CNRF-De-
partamento de Analisis de Riesgo de Plagas 2012).
Comunmente, las especies de nematodos del géne-
ro Meloidogyne son identificados por claves taxo-
némicas de acuerdo con las caracteristicas morfo-
logicas observadas bajo el microscopio (Powers,
2004). Los criterios morfoldgicos representan un
problema debido a la variabilidad y la necesidad de
personal con experiencia para lograr una identifica-
cion fiable de la especie (Williamson et al., 1997).
La identificacion de Meloidogyne spp. se basa en
la morfologia de las hembras adultas (Eisenback et
al., 1981). Sin embargo, un método répido para la
identificacion de nematodos en la etapa J, podria
mejorar las decisiones para el manejo 6ptimo de los
cultivos infectados (Powers y Harris, 1993).

En este trabajo, se logro la identificacion de una
especie de nematodo fitoparasito de raiz usando la
secuencia de regiones ITS de ADNr. El protocolo
utilizado facilita la identificacion o confirmacion
de las especies, evitando la dependencia de perso-
nal experimentado para la correcta identificacion
de los nematodos por el uso de claves taxonémicas.

Otros métodos de extraccion de ADN usados
para el ADN gendmico a partir de los nematodos
fitoparasitos, incluyen una ruptura del tejido celular
por presion (Powers y Harris, 1993), el uso de solu-
ciones de lisis con proteinasa K (Williamson et al.,
1997), y la extraccion de ADN con fenol-clorofor-
mo seguido de precipitacion con etanol (William-
son et al., 1997) o isopropanol (Blok ef al., 1997).
En este trabajo se us6 buffer TSNT como solucion
de lisis y el fenol-cloroformo- alcohol isoamilico
para la extraccion de ADN. Este método permitio
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adult females (Eisenback et al., 1981). However, a
quick method for the identification of nematodes
in the J, stage could improve decision making for
the optimal handling of infected crops (Powers and
Harris, 1993).

In this work, the identification of a species of
phytoparasitic root nematode using the ITS regions
sequence of rDNA was achieved. The protocol
used facilitates the identification or confirmation
of the species, preventing the need for experienced
personnel for the correct identification of the
nematodes through the use of taxonomic keys.

Other DNA extraction methods used for the
genomic DNA starting from the phytoparasitic
nematodes, include the rupture of the cellular tissue
through pressure (Powers and Harris, 1993), the use
of lysis solutions with proteinase K (Williamson et
al., 1997), and the extraction of DNA with phenol-
chloroform followed by precipitation with ethanol
(Williamson et al., 1997) or isopropanol (Blok et
al., 1997). In this work, TSNT buffer was used as
a lysis solution and the phenol-chloroform amyl
alcohol was used for the extraction of DNA. This
method allowed for the procurement of high quality
genomic DNA for the amplification through PCR
of the ITS regions of the rDNA.

The CDFA (California Department of Food and
Agriculture, U.S.A.) includes the use of molecular
methods in its protocol for the identification of the
genus and species of different parasite nematodes
present in plants, such as the Restriction Fragment
Length Polymorphism of Amplified products
(PCR-RFLP) (Dong, 2007). 5238 sequences of
nematode ITS sequence regions are currently in
the database of GenBank; among these sequences,
139 correspond to nematodes of the Meloidogyne
genus. Therefore, the sequencing of ITS regions
of problematic nematodes and the search in the
nucleotide database is an appropriate alternative
for their identification.



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

obtener ADN genomico de alta calidad suficiente
para llevar a cabo la amplificacion por PCR de las
regiones ITS del ADNTr.

La CDFA (Departamento de Alimentos y Agri-
cultura de California, EE.UU.) incluye el uso de
métodos moleculares en sus protocolos para la
identificacion de los géneros y especies de diferen-
tes nematodos parasitos de las plantas, como poli-
morfismo de longitud de fragmentos de restriccion
de productos amplificados (PCR-RFLP) (Dong,
2007). Actualmente en la base de datos GenBank
se encuentran 5238 secuencias de regiones ITS de
nematodos, de estas secuencias 139 corresponden
a nematodos del género Meloidogyne. Por lo tan-
to, la secuenciacion de regiones ITS de nematodos
problematicos y la busqueda en bases de datos de
nucledtidos es una alternativa adecuada para su
identificacion.

CONCLUSIONES

Los métodos moleculares y bioinformaticos son
una herramienta util y rapida para el diagnostico de
fitoparasitos del género Meloidogyne. Este estudio
aporta una opcion rapida para la identificacion de
nematodos en etapas juveniles y ademas demues-
tra que la amplificacion y analisis de regiones ITS
es otra opcion ademas de los métodos tradiciona-
les. La claridad de los resultados permite la iden-
tificacion de mas especies de nematodos, ademas
es un método facil, adecuado tanto para juveniles
machos como hembras, no dependiente de criterios
subjetivos y que no requiere del apoyo inmediato
de especialistas en taxonomia de nematodos fito-
parasitos.
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CONCLUSIONS

The molecular and bioinformatic methods
are useful and quick tools for the diagnosis of
phytoparasites of the Meloidogyne genus. This study
provides a quick solution for the identification of
nematodes in juvenile stages and also demonstrates
that the amplification and analysis of ITS regions
represents another option besides that of traditional
methods. The clarity of the results allows for the
identification of more species of nematodes, it is
also an easy method, appropriate for both male
and female juveniles, non-dependent of subjective
criteria and does not require the immediate support
of phytoparasitic nematode taxonomy experts.
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Resumen. Con el objetivo de determinar la cali-
dad fitosanitaria de los calices de jamaica (Hibis-
cus sabdariffa) comercializados en la region de la
Costa Chica de Guerrero, México, se colectaron 49
muestras de calices deshidratados y almacenados
en dos centros de acopio. Los resultados mostraron
un contenido de humedad promedio de 14.74 % y
una incidencia promedio de calices con presencia
de manchas en la superficie y/o tizén en las puntas
del 56.1 %. Con base en la caracterizacion morfo-
logica y molecular se aislaron e identificaron 16 gé-
neros de hongos. Los géneros mas frecuentes fue-
ron Aspergillus, Alternaria, Nodulisporium, Chae-
tomium'y Thielavia. Se determiné una diferencia en
la incidencia de calices enfermos, lo que determind
los diferentes niveles de calidad (a=0.05); asimis-
mo, se registraron diferencias significativas en la
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Abstract. In order to determine the phytosanitary
quality of dried roselle -calyxes (Hibiscus
sabdariffa) marketed in the Costa Chica region of
Guerrero, Mexico, 49 samples of dried and stored
calyxes were collected in two packing plants. On
average, the calyxes had a moisture content of
14.74 %, and 56.1% of calyxes had the presence of
spots on the surface and/or blight on the tips. Based
on morphological and molecular characteristics,
the fungi was isolated and identified into 16 genera
of fungi. The common isolates were Aspergillus,
Alternaria, Nodulisporium, Chaetomium and
Thielavia. The quality level of the calyxes was
significantly affected by the disease incidence
(0=0.05); likewise, the frequency of the incidence
of the different isolates also varied between storage
units (0=0.1). The storage temperature showed
significant correlations with the following variables:
relative humidity (r=-0.967), light
(r=0.449), moisture level of calyxes (r=0.352)
and incidence of diseased calyxes (r=0.281); the
correlation between the number of isolated genera
and their frequency was negative (r=-0349).

intensity

12



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

frecuencia de géneros aislados entre ambos alma-
cenes (0=0.1). La temperatura de almacenamiento
mostro correlaciones significativas con las siguien-
tes variables: humedad relativa (r=-0.967), lumino-
sidad (r=0.449), humedad de los célices (r=0.352)
e incidencia de calices enfermos (r=0.281); la co-
rrelacion entre el nimero de géneros aislados y su
frecuencia fue negativa (r=-0.349).

Palabras clave: identificacion, humedad, almace-
namiento, calidad fitosanitaria

La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) pertenece a
la familia Malvaceae y su origen se ubica en India
y Malasia. De acuerdo al Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), Guerrero es el
principal productor se este cultivo; en 2012 se pro-
dujeron 3943 ton en una superficie de 13 679 ha;
los municipios con mayor produccion fueron Ayut-
la de los Libres, Tecoanapa, Acapulco, San Luis
Acatlan y San Marcos, que en conjunto aportaron
el 85.4 % del volumen de produccién estatal, con
un valor de 43.9 millones de pesos.

Aproximadamente el 95 % de la produccion na-
cional, se vende a granel para su consumo en seco.
El principal problema de la cadena productiva se
deriva de un deficiente manejo postcosecha, ya que
el productor, regularmente, descuida la sanidad du-
rante el proceso de deshidratado lo que trae como
resultado una baja calidad del producto debido a la
presencia de hongos postcosecha, lo que repercute
directamente en el precio (Galicia et al., 2008).

El deshidratado de los calices debe reducir su
contenido de humedad al 10-12 % para asegurar
un adecuado almacenamiento (Augustburger ef al.,
2000; FAO, 2004; McClintock y El Tahir, 2004).
Lo anterior coincide con lo que indica la Norma
Mexicana NMX-FF-115-SCFI-2010, donde se es-
tablece que los calices de jamaica deben ser comer-
cializados con una humedad maxima del 10-12 %,
y un maximo de 10 UFC/g de mohos y levaduras.
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Key words: identification, humidity, storage,
phytosanitary quality.

Roselle (Hibiscus sabdariffa L.) belongs to
the family Malvaceae and has its origins in India
and Malaysia. According to the Agriculture and
Fisheries Information Service (SIAP), Guerrero is
the main producer of roselle. In 2012, 3,943 tons
were produced in a surface of 13,679 hectares; the
municipalities with the greatest production were
Ayutla de los Libres, Tecoanapa, Acapulco, San
Luis Acatlan and San Marcos, which in conjunction
produced 85.4 % of the volume for the state, with a
value of 43.9 million pesos.

Approximately 95 % of the national production
is sold in bulk for its dry consumption. The main
problem in the production chain derives from poor
management in the post-harvest, given that the
producer regularly neglects salubriousness during
the drying process, which results in a low quality
product given the fungi in the post-harvest, thus
directly affecting the price (Galicia et al., 2008).

The process of drying the calyxes must
reduce humidity content to 10-12 % to ensure
proper storage (Augustburger et al., 2000; FAO,
2004; McClintock and EI Tahir, 2004). The
aforementioned coincides with what is indicated
by the Mexican Norm NMX-FF115-SCFI-2010,
where it is established that the roselle calyxes must
be commercialized with a maximum humidity of
10-12 %, and a maximum mildew and yeast of 10
UFC/g.

There is a lack of information on the mycoflora
associated with the roselle calyxes, and their
importance on the direct damage and possible
formation of mycotoxins. Some authors that have
addressed this subject are Owusu and Odamtten
(1999), Ojokoh et al. (2002), Omenu et al. (2006),
Doughari et al. (2007) and Adebayo-tayo and
Samuel (2009). Given that in the Mexican Republic
no documented information has been found on
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Existe escasez de informacion sobre la micoflo-
ra asociada a los calices jamaica, su importancia en
el dafio directo y la posible formacién de micotoxi-
nas. Algunos autores que han abordado el tema son
Owusu y Odamtten (1999), Ojokoh et al. (2002),
Omemu et al. (2006), Doughari et al. (2007) y Ade-
bayo-tayo y Samuel (2009). Dado que en la Repu-
blica Mexicana no se ha encontrado informacion
documentada sobre los microorganismos asociados
a los calices de jamaica, durante su almacenamien-
to, y los factores podrian contribuir a su deterioro;
el objetivo de la presente investigacion consistio
en identificar los hongos asociados a los calices de
jamaica deshidratados y almacenados, asi como su
incidencia y condiciones de almacenamiento que
afectan su calidad fitosanitaria.

MATERIALES Y METODOS

En los meses de diciembre de 2012, febrero de
2013 y mayo de 2013 y con base en un muestreo al
azar (Steel et al., 1997), se colectaron en total 49
muestras de 30 g cada una de calices deshidratados
de la variedad criolla en los almacenes ubicados en
Ayutla municipio de Ayutla y Las Mesas municipio
de San Marcos, en el estado de Guerrero.

Identificacion de hongos asociados a calices al-
macenados de jamaica. Para el aislamiento, pu-
rificacion y caracterizacion de colonias se tomaron
cinco calices al azar por cada muestra y se cortaron
en trozos de 1 cm? aproximadamente, se desinfes-
taron con hipoclorito de sodio al 1 % por 1.5 a 2
minutos y se enjuagaron tres veces con agua desti-
lada estéril, se secaron con papel absorbente estéril
y se procedidé a sembrar cuatro trozos por caja
Petri en medio de cultivo PDA (Crous et al.,
2009) marca Bioxon®. Las cajas se incubaron
a 25-26 °C por 10 dias o hasta el desarrollo de
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the microorganisms associated with the roselle
calyxes during their storage, and the factors that
could contribute to their decline, the objective of
this investigation consisted in identifying the fungi
associated with the dried and stored roselle calyxes,
as well as their incidence and storage conditions
that affect their phytosanitary quality.

MATERIALS AND METHODS

In the months of December 2012, February
2013, and May 2013, and based on a random
sampling (Steel et al., 1997), 49 samples in total
of dried calyxes of a creole variety were collected,
of 30 g each, from warehouses located in Ayutla,
Ayutla, and Las Mesas, San Marcos, in the state of
Guerrero.

Identification of fungi associated with stored
roselle calyxes. For the isolation, purification and
characterization of colonies, five calyxes were taken
at random for each sample and were cut into pieces
of approximately 1 cm?; they were disinfected with
1 % sodium hypochlorite for 1.5 to 2 minutes and
rinsed three times with sterile distilled water; they
were dried with sterile paper towels; subsequently
four pieces were sown in Petri dishes with PDA
culture medium (Crous et al.,2009) brand Bioxon®.
The dishes were incubated at 25-26 °C for 10 days
or until the development of structures. Likewise,
five pieces were placed in a humidity chamber
and were left in natural light-dark conditions
until the development of structures (Crous et al.,
2009). After this time, the appearance of fungal
microorganisms was verified and the necessary
sub-cultures were made in PDA culture medium
in order to initiate the purification process with the
hyphae point technique and monoconidial sowing
(Leslie and Summerell, 2006; Crous et al., 2009).
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estructuras. De igual manera, se colocaron cinco
trozos en camara himeda y se dejaron en condi-
ciones de luz-oscuridad natural hasta el desarrollo
de estructuras (Crous et al., 2009). Después de este
tiempo se verificd la aparicion de microorganismos
fungosos y se realizaron los sub-cultivos necesarios
en medio de cultivo PDA, con el fin de iniciar el
proceso de purificacion con la técnica de punta de
hifa y siembra monoconidial (Leslie y Summerell,
2006; Crous et al., 2009). Con cada uno de los ais-
lamientos puros, se realizd la identificacion a nivel
de género con base en caracteristicas morfologicas
macroscépicas observadas en un microscopio es-
tereoscopico Zeiss y caracteristicas microscopicas
(de acuerdo al Sistema de Saccardo) con base en
la medida de 100 estructuras vegetativas y repro-
ductivas de los cultivos (Crous et al., 2009), obser-
vadas al microscopio compuesto Nikon Eclipse Ci
con una camara de la serie microscopio AmScope
MU 1000; la identificacidon se hizo con base en las
claves taxonomicas de Ellis (1971), Sutton (1980),
Hanlin (1997), Barnett y Hunter (1998) y Leslie y
Summerell (2009).

Para la identificacion molecular se realizoé la ex-
traccion de DNA del micelio de las colonias creci-
das en PDA y se sigui6 el método AP (Sambrook
y Russell, 2001). En un Termociclador Techne®,
modelo TC-512, se realiz6 el analisis de PCR para
amplificar las regiones internas en los genes ribo-
somales (rDNA) localizados entre las subunida-
des 18S-5.8S-28S. Se emplearon los iniciadores
universales ITS 4 (TCCTCCGCTTATTGATATG)
e ITS 5 (GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG)
sintetizados en el Instituto de Biotecnologia de la
UNAM. Cada mezcla de reaccion contuvo 2.5 uLL de
amortiguador de reaccion 10X, 1.25 uL de MgCL,
0.5 uL de dNTP’s (Promega ®), 1.0 uL de ITS 4,
1.0 uL de ITS 5, 0.5 de Taq DNApolimerasa (Pro-
mega 5 pw/ul), 2.0 uL de DNA y 16.25 uL de agua
inyectable para tener un volumen final de 25 pL
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With each of the pure isolates, an identification
was made at the genus level based on macroscopic
morphological characteristics observed through a
Zeiss stereoscopic microscope, and microscopic
characteristics (according to the Saccardo System)
based on the measurement of 100 vegetative and
reproductive structures of the cultures (Crous et
al., 2009), observed through a Nikon Eclipse Ci
compound microscope with a series AmScope MU
1000 microscope camera. The identification was
made based on the taxonomic keys of Ellis (1971),
Sutton (1980), Hanlin (1997), Barnett and Hunter
(1998) and Leslie and Summerell (2009).

In order for molecular identification, DNA was
extracted from the mycelia of the cultures grown
in PDA following the AP method (Sambrook
and Russell, 2001). In a Techne® thermal cycler,
model TC-512, the PCR analysis was carried
out in order to amplify the internal regions in
the ribosomal genes (rDNA) located between
subunits 18S-5.85-28S. The universal indicators
ITS 4 (TCCTCCGCTTATTGATATG) and ITS
5 (GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) were
used, which were synthesized in the Instituto de
Biotecnologia of the UNAM. Each reaction mix
contained 2.5 pL of buffer of 10X reaction, 1.25 pL.
of MgCl,, 0.5 uLL of ANTP’s (Promega®), 1.0 pL of
ITS 4, 1.0 uL of ITS 5, 0.5 of Tag DNA polymerase
(Promega 5 w/uL), 2.0 uL of DNA and 16.25
uL of injectable water to obtain a final volume
of 25 uL (Innis et al., 1990; Crous et al., 2009).
The amplification program was: initial denaturing
temperature of 95 °C for 5 minutes, followed by 30
cycles at 95 °C for 45 seconds for the denaturing,
57 °C for 45 seconds for the hybridization and
72 °C for 1 minute for the extension and a final
cycle of 72 °C for 5 minutes for the final extension
and a final refrigeration temperature of 10 °C (Innis
et al., 1990; Crous et al., 2009). The quality of the
products of DNA extraction and PCR amplification
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(Innis et al., 1990; Crous et al., 2009). El programa
de amplificacion fue: temperatura de desnaturaliza-
cion inicial de 95 °C por 5 minutos, seguido por 30
ciclos a 95 °C por 45 segundos para la desnaturali-
zacion, 57 °C por 45 segundos para la hibridacion
y 72 °C por 1 minuto para la extension y un ultimo
ciclo de 72 °C por 5 minutos para la extension final
y una temperatura final de refrigeracion de 10 °C
(Innis et al., 1990; Crous et al., 2009). La calidad
de los productos de extraccion de DNA y amplifi-
cacion de PCR se verificd con una electroforesis
en gel de agarosa (Agarose LE Axygen ®) al 1 %;
para los productos de PCR se utilizdé un marcador
de peso molecular de 100 pb (DNA Ladder Prome-
ga ®). La electroforesis se realizd en un First Light
[luminator UV a 90 V por 30 min. (Innis et al.,
1990; Crous et al., 2009).

El producto obtenido de la amplificacion se en-
vid a secuenciar a Macrogen Inc. (Seul, Corea).
Las secuencias se editaron con el programa Gene
Runner 5.0.33 Beta y se determin6 la homologia de
la secuenciacion en estudio con las bases de datos
de NCBI (National Center for Biotechnology In-
formation).

Determinacion de la incidencia de calices en-
fermos. La incidencia de célices enfermos se eva-
o usando el método propuesto por Campbell y
Madden (1990) y se determin6 de manera nominal
(enfermo o sano), sin considerar la severidad de la
enfermedad. Los sintomas de célices considerados
enfermos, podian presentar manchas sobre el caliz
0 tizén en las puntas.

Evaluacion de condiciones de almacenamiento
de los calices La humedad de los célices almace-
nados se determind de acuerdo al método 14.004
del AOAC (1984). Asimismo, se obtuvieron pro-
medios mensuales de las variables temperatura, lu-
minosidad y humedad relativa de cada uno de los
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was verified with an electrophoresis in 1% agarose
gel (Agarose LE axygen®); for the PCR products
a 100 pb molecular weight marker was used (DNA
Ladder Progema®). The -electrophoresis was
carried out in a First Light [lluminator UV at 90 V
for 30 min. (Innis et al., 1990; Crous et al., 2009).

The product obtained from the amplification
was sent to be sequenced at Macrogen Inc. (Seoul,
Korea). The sequences were edited with the program
Gene Runner 5.0.33 Beta and the homology of
the sequencing in question was determined based
on the data of the NCBI (National Center for
Biotechnology Information).

Determining the incidence of diseased calyxes.
The incidence of diseased calyxes was evaluated
using the method proposed by Campbell and
Madden (1990) and it was determined in a nominal
manner (diseased or healthy), without considering
the severity of the disease. The symptoms of
calyxes considered diseased could show up as spots
on the calyx or smut at the tips.

Evaluation of storage conditions of the calyxes.
The humidity of the stored calyxes was determined
according to method 14.004 of the AOAC (1984).
Likewise, monthly averages were obtained for
the following variables: temperature, luminosity
and relative humidity from each of the sampled
warehouses. The evaluated period was from
December 2012 to May 2013, registering the values
of each variable, every four hours with the aid of a
Hobo Data Loggers U12.

Data analysis. With the data obtained from all
the variables under study, analyses of variance
were carried out with the SAS System version 9
software, and a comparison of measures was done
using the Least Significant Difference (LSD)
method with a significance level of 5 % (Steel et
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almacenes muestreados. El periodo evaluado fue
de diciembre de 2012 a mayo de 2013, registrando
valores de cada variable, cada cuatro horas con la
ayuda de un Hobo Data Loggers U12.

Analisis de datos. Con los datos obtenidos de to-
das las variables bajo estudio se realizaron anali-
sis de varianza con el software The SAS System
version 9, y se realizé una comparacion de medias
mediante el método de Diferencia Minima Signifi-
cativa (DMS) con un nivel de significancia del 5%
(Steel et al., 1997). Ademas de realizé un analisis
de correlacion (Steel et al., 1997) entre las varia-
bles temperatura, humedad relativa, luminosidad,
humedad de calices, incidencia de calices enfer-
mos, numero de géneros aislados y su frecuencia
con los datos observados de ambos almacenes.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aun cuando la norma NMX-FF-115-SCFI-2010
clasifica un solo grado de calidad designado como
Flor (caliz) deshidratada de jamaica, se identifica-
ron tres grados de calidad de mayor a menor: Extra,
Suprema y Comercial. Dicha clasificacion fue esta-
blecida por los acopiadores y estd en funcion de la
apariencia visual del producto y por tanto varia su
valor econdmico en el mercado (Figura 1).

E1 40.8 % de las muestras colectadas correspon-
di6 a la calidad Comercial, la cual presento calices
rotos, color rojo oscuro, con presencia de manchas
y/o tizon en las puntas, el 24.5 % fueron calices de
calidad Extra los cuales se observaron enteros, de
color rojo intenso y limpios visualmente; la calidad
Suprema es un grado intermedio que correspondio
al 34.7 %.

Identificacion de hongos asociados a los cali-
ces almacenados de jamaica. De acuerdo a la
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al., 1997). In addition, a correlation analysis was
done (Steel et al., 1997) between the following
variables:  temperature, humidity,
luminosity, humidity of the calyxes, incidence of
diseased calyxes, isolated number of genera and
their frequency with the data observed from both

relative

warehouses.

RESULTS AND DISCUSSION

Even while the norm NMX-FF-115-SCFI-2010
classifies a sole quality level designated as dried
roselle flower (calyx), three quality levels were
identified from greatest to least: Extra, Supreme and
Commercial. Such classification was established
by the collectors and is in function of the visual
appearance of the product, therefore its economic
value varies in the market (Figure 1).

40.8% of the collected samples corresponded to
the Commercial quality, which presented broken
calyxes, a dark red color, and showed spots and/
or smut at the tips; 24.5% were calyxes of Extra
quality which were observed whole, with an intense
red color and visually clean; the Supreme quality is
an intermediate level and corresponded to 34.7%.

Identification of fungi associated with stored
roselle calyxes. According to the cultural and
morphological characterization, 16 genera of fungi
were isolated and identified as associated with
dried and stored roselle calyxes, their identity and
accumulated frequency are shown in figure 2. No
significant difference was found in the frequency
between Aspergillus when compared to Alternaria
and Nodulisporium, though there was a significant
difference between Aspergillus and the rest of the
isolates.

Crous et al. (2009) mentioned that the most
common genera that could be found dispersed in the
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Figura 1. Calidad comercial de célices de jamaica nacional A) Comercial B) Suprema C) Extra, colectados en Ayutla y Las Mesas,

diciembre de 2012 - mayo de 2013.

Figure 1.Commercial quality of national roselle calyxes A) Commercial B) Supreme C) Extra, collected in Ayutla and Las Mesas,

December 2012 - May 2013.

caracterizacion cultural y morfoldgica se aislaron e
identificaron 16 géneros de hongos asociados con
calices deshidratados y almacenados de jamaica, su
identidad y frecuencia acumulada se muestra en la
Figura 2. No se encontr6 diferencia significativa de
la frecuencia entre Aspergillus al compararlo con
Alternaria y Nodulisporium, pero si entre Aspergi-
llus y el resto de los aislamientos.

air were Alternaria, Aureobasidium, Aspergillus,

Cladosporium,  Eurotium, Fusarium, Mucor,
Penicillium, Phoma, Rhizopus, Scopulariopsis,
Stachybotrys, Ulocladium and Wallemia. On the
other hand, in a study carried out by Essien et al.
(2013), the following were frequently isolated from
the spore atmosphere: Curvularia, Drechslera,

Nigrospora, Pithomyces and Stemphylium. The
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Figura 2. Frecuencia acumulada y media de los 16 géneros de hongos aislados en los diferentes periodos de muestreo.
Figure 2. Accumulated frequency and average of the 16 genera of fungi isolated in the different sampling periods.
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Crous et al. (2009), mencionan que los géneros
mas comunes que se pueden encontrar dispersos en
el aire son Alternaria, Aureobasidium, Aspergillus,
Cladosporium, Eurotium, Fusarium, Mucor, Pe-
nicillium, Phoma, Rhizopus, Scopulariopsis, Sta-
chybotrys, Ulocladium y Wallemia, por otro lado,
en un estudio realizado por Essien et al. (2013), se
aislaron frecuentemente de la atmosfera esporas de
Curvularia, Drechslera, Nigrospora, Pithomyces y
Stemphylium. Lo anterior hace suponer que algu-
nos de los géneros aislados en esta investigacion
pueden encontrarse de manera regular en el area de
estudio. No obstante, algunos géneros han sido ais-
lados también de calices frescos aun sin cosechar,
lo que apoya la teoria de que algunos hongos son
acarreados desde el campo de cultivo.

La secuenciacion de los amplicones confirm¢ la
identificacion de los organismos aislados, mediante
un BLAST que arrojé >97 % de similitud con es-
tudios realizados por otros autores y reportados en
el GenBank, a excepcion de Neosartorya que fue
del 88 %. Por las caracteristicas de facil reconoci-
miento, Rhizopus y Penicillium solo se identifica-
ron a nivel género con base en sus caracteristicas
culturales y morfologicas. El Cuadro 1, muestra el
porcentaje de identidad con el BLAST de 14 géne-
ros aislados de calices de jamaica deshidratados y
almacenados.

Se identificaron dos especies de Chaeto-
mium y dos especies de Fusarium. Es impor-
tante mencionar que estudios filogenéticos de-
muestran que Drechslera ha sido aceptado den-
tro de las especies de Curvularia y Bipolaris,
siendo sinénimo por tanto de C. australiensis y
B. australiensis, respectivamente (Manamgoda et
al.,2012; Deng et al., 2014).

El género mas frecuentemente aislado fue 4s-
pergillus y de acuerdo con Hedayati et al. (2007)
y Adebayo-tayo y Samuel (2009), las esporas de
Aspergillus pueden contaminar facilmente el pro-
ducto durante el deshidratado de los calices, siendo
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aforementioned supposes that some of the isolated
genera in this investigation could be regularly
found in the area of study. Nevertheless, some of the
genera have also been isolated from fresh calyxes
yet to be harvested, which supports the theory that
some of the fungi are carried from the field.

The sequencing of the amplicons confirmed the
identification of the isolated organisms through
a BLAST that produced a >97% similarity with
the studies done by other authors and reported in
the GenBank, with the exception of Neosartorya
which was 88%. Through the characteristics of
easy recognition, Rhyzopus and Penicillium were
identified only at the genus level based on their
cultural and morphological characteristics. Table
1 shows the identity percentage with the BLAST
of 14 isolated genera of dried and stored roselle
calyxes.

Two species of Chaetonium and two species of
Fusarium were identified. It is important to mention
that phylogenetic studies show that Drechslera has
been accepted within the species Curvalaria and
Bipolaris, therefore a synonym of C. australiensis
and B. australiensis, respectively (Manamgoda et
al.,2012; Deng et al., 2014).

The most frequently
Aspergillus and according to Hedayati et al.
(2007) and Adebayo-tayo and Samuel (2009), the
spores of Aspergillus could easily contaminate the
product during the drying process of the calyxes,
with relative humidity being the most important
variable, this is attributed to its high frequency
and again the post-harvest management plays an
important role in the contamination of the product.
Various authors have reported the presence of A.

isolated genus was

flavus, A. niger, A. terreus, A. glaucus, A. candidus,
A. fumigatus, A. ochraceus, A. rubrum, A. wentii
and yeast in beverages based on roselle extract
(Owusu and Odamtten, 1999; Adebayo-tayo and
Samuel, 2009), therefore it has not been ruled out
that its presence could stem from storage practices.
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Cuadro 1. Ubicacion en el GenBank de 14 géneros de hongos obtenidos en célices deshidratados y almacenados en centros de

acopio de Ayutla y Las Mesas.

Table 1. Location in the GenBank of 14 genera of fungi obtained from dried calyxes stored in the collection centers in Ayutla and

Las Mesas.
Codigo de 1d. Molecular pb Compara.ci(')n de la secuencia con el GenBank
muestra Identidad Acceso
R13  Aspergillus japonicus 552 98 % KJ192202.1
r4 Alternaria alternata 574 99 % KJ739872.1
R9 Nodulisporium sp. 515 99 % JN635501.1
N1 Chaetomium cupreum 414 99 % KF668034.1
R12  Chaetomium globosum 519 98 % KJ528988.1
N2 Thielavia terricola 567 99 % GU966509.1
R11  Neosartorya spinosa 660 88 % EF669965.1
R2 Curvularia australiensis 568 97 % KJ475805.1
R8 Gelasinospora brevispora 585 99 % AY681196.1
R3 Curvularia trifolii 564 99 % KJ188716.1
r8 Fusarium equiseti (Gibberella intricans) 540 99 % HMO008677.1
rS Fusarium proliferatum (Gibberella intermedia) 541 99 % KJ439101.1
r2 Corynespora cassiicola 551 99 % KJ747095.1
R6 Epicoccum nigrum 540 99 % FJ424261.1
R1 Pilidiella diplodiella 562 98 % EU301051.1
rl Cladosporium cladosporioides 552 99 % KF938436.1

la humedad relativa la variable mas importante, a
esto se atribuye su alta frecuencia y nuevamente
el manejo postcosecha juega un papel importante
en la contaminacion del producto. Varios autores
han reportado la presencia de 4. flavus, A. niger, A.
terreus, A. glaucus, A. candidus, A. fumigatus, A.
ochraceus, A. rubrum A. wentii y levaduras en be-
bidas a base de extracto de jamaica (Owusu y Oda-
mtten 1999; Adebayo-tayo y Samuel, 2009); por lo
que no se descarta que su presencia provenga desde
el almacenamiento.

Algunos organismos aislados, también son
reportados por Owusu y Odamtten (1999), al
evaluar la microflora de té de hierbas ghanés,
compuesto de hojas secas de Cinnamon, Hibis-
cus 'y Citronella, donde aislaron 16 especies de
hongos en Hibiscus pertenecientes a los géne-
ros Aspergillus, Cladosporium, Eurotium, Ma-
Penicillium, Septodo-

noascus, Paecilomyces,

chium, Rhizopus y Syncephalastrum. También
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Some organisms isolated also reported by
Owusu and Odamtten (1999) in evaluating the
microflora of tea of Ghanaian herbs, composed of
dried leafs of Cinnamon, Hibiscus and Citronella,
where 16 fungi species isolated in Hibiscus
belonging to the genera Aspergillus, Cladosporium,
Eurotium, Manoascus, Paecilomyces, Penicillium,
Septodochium, Rhizopus and Syncephalastrum.
They also determined samples in the field infected
with A. candidus, A. fumigatus, A. ochraceus,
C. cladosporioides, C. herbario,
digitatum, Syncephalastrum spp. with the capacity
to infect samples of dried leaves in storage.
Furthermore, Omemu et al. (2006) found a total
count of 3.2x10* UFC/ml of fungi on dried roselle
isolating  Saccharomyces

Penicillium

calyxes, cerevisiae,
Candida krusei, Rhyzopus oligosporum, Mucor
spp., 4. flavus and Penicillium citrinum. Other
authors have isolated 4. miger, A. fumigatus, A.

flavus, Trichoderma sp., Rhizopus stolonifera,
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determinaron muestras infectadas en campo con
A. candidus, A. fumigatus, A. ochraceus, C. cla-
dosporioides, C. herbario, Penicillium digita-
tum, Syncephalastrum spp. con capacidad para
infectar muestras de hojas secas en el almacén.
Ademas, Omemu et al. (2006), encontraron una
cuenta total de 3.2x10* UFC/ml de hongos en
calices deshidratados de jamaica, aislando Sac-
charomyces cerevisiae, Candida krusei, Rhizo-
pus oligosporum, Mucor spp., A. flavus y Penici-
llium citrinum. Otros autores han aislado A. niger,
A. fumigatus, A. flavus, Trichoderma sp., Rhizopus
stolonifer, Penicillium citrinum, Saccharomyces
cerevisiae y Geotrichum en bebidas a base de cali-
ces de jamaica (Ojokoh et al., 2002; Doughari y El-
mahmood, 2008; Nwafor y Ikenebomeh, 2009). La
consecuencia mas notable de Aspergillus es la po-
sible produccién y acumulacion de micotoxinas; es
muy frecuente encontrar en productos agricolas la
presencia de aflatoxinas producidas por A. flavus y
A. parsiticus 'y ocratoxinas producidas por
A. niger, A. ochraceus 'y A. carbonarius
(Perrone et al., 2007). Battilani et al. (2003) repor-
taron A4. japonicus como productor de ocratoxina A
(OA) en cultivo de uvas, sin embargo, lo anterior
no fue corroborado en estudios realizados por Pare-
nicova et al. (2001), Samson et al. (2004) y Perrone
et al. (2007). En el presente trabajo solo se determi-
no6 la identidad de los hongos asociados a calices de
jamaica deshidratados y almacenados, por lo que
no se puede aseverar la presencia de alguna toxina
en el producto como consecuencia de la presencia
de los hongos aislados.

Determinacion de la incidencia en calices enfer-
mos. Al comparar la incidencia media de calices
enfermos entre almacenes, no se encontro diferen-
cia significativa entre Ayutla (60.5 %) y Las Mesas
(48.6 %) (DMS=14.99); sin embargo, al comparar-
la por fecha de colecta, en el mes de mayo de 2013

VOLUMEN 33, NUMERO 1, 2015

Penicillium citrinum, Saccharomyces cerevisiae and
Geotrichum in beverages based on roselle calyxes
(Ojokoh et al., 2002; Doughari and Elmahmood,
2008; Nwafor and Ikenebomeh, 2009). The most
notable consequence of Aspergillus is the possible
production and accumulation of mycotoxins. The
presence of aflatoxins produced by A. flavus and A.
parsiticus and ochratoxins produced by 4. niger, A.
ochraceus and A. carbonarius are frequently found
in agricultural products (Perrone et al., 2007).
Battilani et al. (2003) reported 4. japonicas as the
producer of ochratoxin A (OA) in the cultivation
of grapes; however, the aforementioned was not
corroborated in the studies carried out by Parenicova
et al. (2001), Samson ef al. (2004) and Perrone et
al. (2007). In this work, only the identification of
the fungi associated with dried and stored roselle
calyxes was determined, therefore the presence of
any toxin in the product cannot be asserted as a
consequence of the presence of the isolated fungi.

Determination of the incidence of diseased
calyxes. In comparing the average incidence
of diseased calyxes between warchouses, no
significant difference was found between Ayutla
(60.5 %) and Las Mesas (48.6 %) (DMS=14.99);
however, when compared by date of collection, in
the month of May 2013, a greater average value
(71.11 %) was obtained compared to the months
of December 2012 (42.04%) and February 2013
(53.79 %) (DMS=16.5).

Meanwhile in Ayutla, no significant difference
was found comparing the three dates of collection
in the same warehouse; in Las Mesas a greater
incidence was observed in May 2013 when
compared to December 2012. When comparing
the two warehouses, in December 2012 a
greater incidence was observed in Ayutla. The
aforementioned is attributed to the fact that in
the first months of harvest, in the warchouse in

21



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

se obtuvo un valor medio mayor (71.11 %) compa-
rado con los meses de diciembre de 2012 (42.04 %)
y febrero de 2013 (53.79 %) (DMS=16.5).

Mientras que en Ayutla, no se encontr6 dife-
rencia significativa al comparar las tres fechas de
colecta en el mismo almacén, en Las Mesas se ob-
servo una incidencia mayor en mayo de 2013 com-
parado con diciembre de 2012. Al comparar los
dos almacenes, en diciembre de 2012 se observo
mayor incidencia en Ayutla. Lo anterior se atribuye
a que durante los primeros meses de cosecha, en
el almacén de Ayutla se almaceno jamaica en sus
diferentes grados de calidad, mientras que en Las
Mesas solo se recibio producto calidad Extra y Su-
prema en donde no se permite que haya calices con
necrosamiento. Sin embargo, ya para los meses de
abril en adelante, que hay escases del producto, en
Las Mesas también se recibi6 la calidad Comercial,
consecuentemente, hubo la presencia de calices
con manchas, igualando la incidencia entre los dos
almacenes.

La incidencia de calices enfermos se determi-
n6 de manera nominal (enfermo o sano), por tanto
un caliz calidad Extra podria considerarse enfermo
al igual que un caliz calidad Comercial, aun cuan-
do el primero presente apenas una pequefla man-
cha; lo anterior es poco confiable al momento de
determinar la calidad del producto final, ya que el
acopiador solo se basa en la apariencia visual y el
criterio de seleccion varia entre acopiadores. El
grado Comercial mostrd una incidencia mayor de
calices enfermos (67.66 %) comparada con la cali-
dad de mayor precio econdmico, la Extra (44.02 %)
(DMS=17.276); lo anterior se atribuye al nimero
de muestras colectadas por grado de calidad; es de-
cir, fue mas frecuente encontrar calices manchados
y/o con tizén en las puntas (40.8 %) que calices
sanos (24.5 %). La media del namero de géneros
de hongos aislados en calices con diferente grado
de calidad no mostr6 una diferencia significativa,
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Ayutla, roselle was stored in its different quality
grades, meanwhile, in Las Mesas only product with
Extra and Supreme quality was received where no
calyxes with necrosing were allowed. However,
for the months of April onward, in which there
was a product shortage, Las Mesas also received
Commercial quality, and consequently there was
the presence of calyxes with spots, matching the
incidence between the two warehouses.

The incidence of diseased calyxes was
determined in a nominal manner (diseased or
healthy), therefore a calyx of Extra quality could
be considered as diseased in the same manner as a
Commercial quality calyx, even when the former
barely shows a small spot. The aforementioned is
unreliable at the time of determining the quality of
the final product, given that the collector only bases
on the visual appearance and the selection criteria
varies between collectors. The Commercial grade
showed a greater incidence of diseased calyxes
(67.66%) compared to the quality of greater
economical price, Extra (44.02%) (DMS=17.276).
The aforementioned is attributed to the number of
samples collected by quality grade, that is to say, it
was more frequent to find calyxes with spots and/
or smut on the tips (40.8%) than healthy calyxes
(24.5%). The average number of genera of fungi
isolated in calyxes with different quality grades did
not show a significant difference, this is related to
the visual criteria of the collectors at the time of
classifying the Commercial qualities of roselle and
the aforementioned consideration.

The statistical analysis, with a 5% level of
significance, did not indicate differences between
warehouses, in the number of isolated genera
(11.6 for both warehouses, DMS=4.719) and
their frequency (9.9 % and 5.8 % for Ayutla and
Las Mesas, respectively, DMS=4.7405); however,
by increasing the level of significance to 10 % a
significant difference was found in the frequency of
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lo anterior se relacion6 con el criterio visual de los
acopiadores al momento de clasificar las calidades
comerciales de jamaica y con la consideracion he-
cha anteriormente.

El analisis estadistico, con un nivel de significan-
cia del 5 %, no indic6 diferencia entre almacenes,
en el nimero de géneros aislados (11.6 para ambos
almacenes, DMS=4.719) y su frecuencia (9.9 % y
5.8 %, para Ayutla y Las Mesas, respectivamente,
DMS=4.7405); sin embargo, al aumentar el nivel
de significancia a 10 % se encontr6 una diferencia
significativa en la frecuencia de los géneros aisla-
dos entre Ayutla y Las Mesas (DMS=3.6399); esta
diferencia se atribuye a los grados de calidad re-
cibidos en cada almacén y al manejo postcosecha
dentro de los mismos, ya que en Ayutla, fue comin
observar la recepcion de calices calidad Comercial,
el almacenamiento se realiza por mayor tiempo
en cumulos a granel, compartiendo el mismo es-
pacio para los diferentes grados de calidad, auna-
do a esto, la humidificacion y traspaleo constante
del producto favorece que las esporas liberadas se
distribuyan facilmente en el aire, y de acuerdo con
Omemu et al. (2005) y Adebayo-tayo y Samuel
(2009), pueden caer sobre el producto para dafarlo
posteriormente.

Evaluacion de condiciones de almacenamiento.
En cuanto al porcentaje de contenido de humedad
promedio de calices, no se determiné diferencia
significativa entre las muestras colectadas en Las
Mesas (15.0 %) y Ayutla (14.5 %) (DMS=2.0656).
La Figura 3 muestra la humedad determinada para
las 49 muestras procesadas y su ubicacion respec-
to a los limites que establece la NMX-FF-115-
SCFI-2010. EI 81.63% de las muestras reportaron
un contenido de humedad mayor al 12 %; condi-
cion que favorece el desarrollo de hongos durante
el almacenamiento (Augustburger, 2000); ademas
Gradinaru et al. (2003) y Galicia et al. (2008),
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the isolated genera between Ayutla and Las Mesas
(DMS=3.6399). This difference is attributed to the
quality grades received in each warehouse and to
the post-harvest management between the same.
Given that in Ayutla it was common to observe the
reception of Commercial quality calyxes, storage
was carried out for a greater amount of time in
bulk hosts, sharing the same space for the different
quality grades. In conjunction with this, the
humidification and the constant shoveling of the
product favors that the spores released are easily
distributed in the air, and according to Omemu et al.
(2005) and Adebayo-tayo and Samuel (2009), that
could fall on the product to damage it afterwards.

Evaluation of the storage conditions. Regarding
the percentage of the average humidity content of
calyxes, no significant difference was determined
between the samples collected in Las Mesas
(15.0 %) and Ayutla (14.5 %) (DMS=2.0656).
Figure 3 shows the humidity determined for
the 49 processed samples and their location
regarding the limits established by the NMX-FF-
115-SCF-2010. 81.63% of the samples reported
a humidity content greater than 12%, a condition
that favors the development of fungi during storage
(Augustburger, 2000); in addition, Gadinaru et
al. (2003) and Galicia et al. (2008) mention that
this factor also affects the stability of the color of
the calyxes, given that it increases the reaction
velocities of the degradation of Anthocyanins, a
component responsible for the coloration of the
calyxes.

When comparing the humidity content of the
calyxes by date of collection, it was significantly
determined that in both warehouses the more humid
calyxes were collected in the months of February
and May 2013 (Figure 4).

The variations in the percentage of humidity in
the product between the different sampling dates
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Figura 3. Humedad de célices de jamaica almacenados; la secuencia de las muestras corresponde al orden de colecta. Las lineas
punteadas corresponden a los valores, minimo, medio y superior establecidos por la NMX-FF-115-SCFI-2010.

Figure 3. Humidity of the stored roselle calyxes; the sequence of the samples corresponds to the collection order. The dotted lines
correspond to the values, minimum, medium and maximum established by the NMX-FF-115-SCFI-2010.

mencionan que este factor repercute también en la
estabilidad del color de los calices, ya que incre-
menta las velocidades de reaccion de degradacion
de antocianinas, componente responsable de la co-
loracion de los célices.

Al comparar el contenido de humedad de los ca-
lices por fecha de colecta, en ambos almacenes se
determiné significativamente que los calices mas
himedos se colectaron en los meses de febrero y
mayo de 2013 (Figura 4).

Las variaciones en el porcentaje de humedad del
producto entre las diferentes fechas de muestreo se
debe a las practicas postcosecha que se realizan en
cada almacén; generalmente el acopio de los cali-
ces se realiza en los meses de noviembre y diciem-
bre, poco después de que el productor los ha deshi-
dratado y envasado; mientras que en los meses mas
calurosos el producto ya se encuentra en el almacén
y se asperja con agua para evitar que se quiebre y
pierda peso, lo anterior ocasiona que los calices re-
absorban humedad (Juliani ef al., 2009). Vallecillo
y Gomez (2004) mencionan que de las condiciones
de almacenamiento y manejo del producto depende
que la jamaica no reabsorba humedad del ambiente
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are due to the post-harvest practices that are carried
out in each warehouse; generally, the collection
of the calyxes is carried out in the months of
November and December, shortly after the producer
has dried and packaged them. Meanwhile, in the
hotter months the product is already in storage and
sprayed with water in order to avoid it breaking and
losing weight, which causes the calyxes to reabsorb
humidity (Juliani et al., 2009). Vallecillo and
Gomez (2004) mention that the storage conditions
and the management of the product depend on
the roselle not reabsorbing humidity from the
ambience and favoring the growth of fungi, which
results in it being necessary to design and evaluate
practices that inhibit this condition. During the
material gathering, the average temperature that
was registered in Las Mesas was greater (27.6 °C)
than that of Ayutla (27.1 °C) (DMS=0.162), while
the relative humidity in Ayutla was greater (58.4 %)
compared to Las Mesas (52.4 %) (DMS=0.8993).
The luminosity of Las Mesas was greater (38.3
lux) than the luminosity of Ayutla (16.8 Ilux)
(DMS=4.5752). The collection center of Ayutla is
located at an altitude of 391 m above sea level and
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Figura 4. Humedad promedio de célices en diferentes periodos de muestreo. ! Medias con la misma letra dentro de linea y dentro
de barras son estadisticamente iguales (DMS entre almacenes, P<0.05=3.3361; DMS media, P<0.05=2.2185).

Figure 4. Average humidity of the calyxes in different sampling periods. 'Averages with the same letter inside the line and within
the bars are statistically the same (DMS between warehouses, P<0.05=3.3361; DMS average, P<0.05=2.2185).

y favorezca el crecimiento de hongos, por lo que
resulta necesario diseflar y evaluar practicas que
inhiban esta condicion.

Durante la colecta de material, la temperatu-
ra media que se registré en Las Mesas fue mayor
(27.6 °C) que la de Ayutla (27.1 °C) (DMS=0.162);
mientras que la humedad relativa en Ayutla fue
mayor (58.4 %) comparada con Las Mesas (52.4
%) (DMS=0.8993). La luminosidad de Las Mesas
fue mayor (38.3 lux) que la luminosidad de Ayutla
(16.8 lux) (DMS=4.5752). El centro de acopio de
Ayutla se ubica a una altitud de 391 msnm y el al-
macén de Las Mesas a 432 msnm.

Augustburger ef al. (2000) recomiendan alma-
cenar el producto empacado en bolsas de polieti-
leno, polipropileno o cajas de cartéon en espacios
protegidos del sol a temperaturas maximas de 15-
20 °C y una humedad ambiental maxima de 60% y
bajo estas condiciones el producto puede conser-
varse por 12 a 18 meses.

Las condiciones de almacenamiento que se
practican en la zona de estudio difieren de las reco-
mendaciones de Augustburger et al. (2000); ya que
el producto se almacena en su mayoria en cimulos
a granel a temperatura ambiente, la cual registrd un
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the warehouse of Las Mesas at 432 m above sea
level.

Augustburger et al. (2000) recommends
storing the product packaged in polyethylene or
polypropylene bags or cardboard boxes in spaces
protected from the sun at maximum temperatures
of 15-20 °C and a maximum ambient humidity of
60% and under these conditions the product could
be preserved for up to 12 to 18 months.

The storage conditions used in the zone of study
differ from those recommended by Augustburger et
al. (2000); given that the product is mostly stored
in bulk hosts at ambient temperature, which had an
average registered value of up to 28.6 °C, while the
relative humidity registered values of up to 66.4 %
in Ayutla. According to Arauz (1998), the majority
of the pathogenic fungi sporulate better in high
relative humidity than at low levels. The variation
in the luminosity was related to the conditions of the
very facilities, the collection volume and the post-
harvest practices that are used in each warehouse;
however, the light influence on the development of
the diseases, in particular in natural conditions, has
a lesser importance than that of the temperature or

the humidity.
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valor medio de hasta 28.6 °C, mientras que la hu-
medad relativa registr6 valores hasta de 66.4 % en
Ayutla; de acuerdo a Arauz (1998), la mayoria de
los hongos patdgenos esporulan mejor a humeda-
des relativas altas que a niveles bajos. La variacion
en la luminosidad se relacion6 con las condiciones
propias de las instalaciones, el volumen de acopio
y las practicas postcosecha que se practican en cada
almacén; sin embargo, la influencia de la luz so-
bre el desarrollo de enfermedades, en particular en
condiciones naturales, tiene una importancia mu-
cho menor que la que tiene la temperatura o la hu-
medad.

Se realizd un andlisis de correlacion entre las
variables: temperatura, humedad relativa, lumino-
sidad, humedad de calices, incidencia de calices
enfermos, nimero de géneros aislados y frecuencia
de géneros aislados. Los coeficientes de correla-
cion de las variables de almacenamiento de ambos
almacenes, se presentan en el Cuadro 2.

Se determind una correlacion negativa muy alta
entre la temperatura y la humedad relativa. Asi,
Arauz (1998) menciona que una influencia indirec-
ta de la temperatura en el desarrollo de patégenos
es su efecto en la humedad; conforme aumenta la

A correlation analysis was carried out between
the wvariables: temperature, relative humidity,
luminosity, humidity of the calyxes, incidence of
diseased calyxes, number of isolated genera and
frequency of the isolated genera. The correlation
coefficients of the storage variables of both
warehouses are shown in table 2.

A rather high negative correlation was
determined between the temperature and relative
humidity. Similarly, Arauz (1998) mentions that
an indirect influence of the temperature on the
development of pathogens is its effect on humidity;
as the temperature increases, the relative humidity
decreases and the foliar surfaces dry faster.

On the other hand, the storage temperature and
the humidity of the calyxes showed a low positive
correlation, by increasing the temperature the
humidity of the stored calyxes also increased, this
is due to it decreasing the relative humidity, the
calyxes continue to dry and the collectors spray the
product with water during its stay at the collection
centers in order to facilitate their management and
avoid weight loss, therefore, as it has already been
mentioned, the calyxes can reabsorb humidity
(Juliani et al., 2009).

Cuadro 2. Coeficientes de correlacion entre las variables de almacenamiento evaluadas en Ayutla y

Las Mesas.

Table 2. Correlation Coefficients between the storage variables evaluated in Ayutla and Las Mesas.

Variables Temp HR Lum Hum-cal Inc Ngén Frec
Temp 1.000
HR -0.967 1.000
Lum 0.449 -0.449 1.000
Hum-cal 0.352 -0.419 0.086 1.000
Inc 0.281 -0.326 -0.113 0.149 1.000
Ngén -0.040 0.015 -0.182 -0.083 0.049 1.000
Frec -0.168 0.202 -0.024 -0.182 -0.036 -0.349 1.000
Las correlaciones en cursivas indican wuna diferencia significativa de P<0.05.

Temp= Temperatura, HR=Humedad relativa, Lum=Luminosidad, Hum-cal=Humedad de célices,
Inc=Incidencia de cdlices enfermos, Ngén=Numero de géneros aislados, Frec=Frecuencia de géne-
ros aislados / The correlations in italic show a significant difference of P< 0.05. Temp= Tempera-
ture, HR=Relative humidity, Lum=Luminosity, Hum-cal=Humidity of the calyxes, Inc=Incidence of
diseased calyxes, Ngén=Number of isolated genera, Frec=Frequency of the isolated genera.
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temperatura, la humedad relativa disminuye y mas
rapidamente se secan las superficies foliares.

Por otro lado, la temperatura de almacenamien-
to y la humedad de los calices mostraron una co-
rrelacion positiva baja, al aumentar la temperatura
también aumenta la humedad de los calices alma-
cenados, esto se debe a que disminuye la humedad
relativa, se siguen deshidratando los calices y los
acopiadores asperjan con agua el producto durante
su permanencia en los centros de acopio para facili-
tar su manejo y evitar pérdidas de peso, por lo que,
como ya se menciond, los calices pueden reabsor-
ber humedad (Juliani et al., 2009).

La correlacion positiva baja entre la temperatu-
ray la incidencia de calices enfermos se atribuye a
las practicas postcosecha, donde se debe evitar que
el producto no vuelva a absorber humedad del am-
biente, lo que favoreceria el crecimiento de hongos
(Vallecillo y Gémez, 2004) y por tanto aumentaria
la incidencia de calices enfermos.

Al aumentar la temperatura aumenta la lumino-
sidad de almacenamiento, esta correlacion positiva
moderada, depende del disefio y/o practicas postco-
secha propias de cada almacén, sin embargo, la lu-
minosidad es un factor de menor importancia para
el desarrollo de enfermedades.

El nimero de géneros aislados mostrd una co-
rrelacion negativa baja con su frecuencia acumula-
da, esto se atribuye a la clasificacion visual de las
calidades que realizan los acopiadores al momento
de recibir la jamaica, mismas que no estan basadas
en criterios cientificos; ya que podria recibirse un
caliz aparentemente sano, calidad extra y éste estar
contaminado superficialmente con esporas presen-
tes en el aire.

La jamaica es un producto no perecedero, que
requiere de cuidados para conservar su estado na-
tural después de la cosecha. El proceso de deshi-
dratacion de los calices debe ser rapido para evitar
enmohecimiento, y de esta manera el producto se
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The low positive correlation between the
temperature and the incidence of diseased calyxes
is attributed to the post-harvest practices, where it
must be avoided for the product to reabsorb ambient
humidity, which would favor the growth of fungi
(Vallecillo and Goémez, 2004) and therefore the
incidence of diseased calyxes would increase.

By increasing the temperature, the luminosity
of the storage increases. This moderate positive
correlation depends on the design and/or post-
harvest practices of each warehouse; however, the
luminosity is a factor of lesser importance for the
development of diseases.

The number of isolated genera showed a low
negative correlation with its accumulated frequency,
this is attributed to the visual classification of the
qualities, which is carried out by the collectors at
the time of receiving the roselle, and which is not
based on scientific criteria; given that an apparently
healthy calyx could be received, of Extra quality,
and this same calyx could be superficially
contaminated with spores found in the air.

Roselle is a non-perishable product, which
requires certain instructions to conserve its natural
state after harvest. The drying process of the
calyxes must be fast in order to avoid mildew, and
in this fashion the product is stored at a humidity
below 12%, with adequate ventilation.

CONCLUSIONS

The average humidity content of the analyzed
roselle samples was 14.5% above what is
technically recommended by various authors,
including what is established in the NMX-FF-115-
SCF-2010; this favored the development of fungi.
81.63% of the samples exceeded the upper limit
established by the accepted humidity content for its
commercialization.
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almacene con una humedad menor al 12 %, con
una adecuada ventilacion.

CONCLUSIONES

La media de contenido de humedad de las
muestras analizadas de jamaica fue de 14.5 %, su-
perior a lo técnicamente recomendado por varios
autores, incluyendo lo establecido en la NMX-
FF-115-SCFI-2010; esto favorecid el desarrollo de
hongos. El 81.63 % de las muestras super? el limite
superior establecido para el contenido de humedad
aceptado para su comercializacion.

La incidencia de célices enfermos fue mayor en
el mes de mayo de 2013 (71.11 %) comparada con
los meses de diciembre de 2012 (42.04 %) y febre-
ro de 2013 (53.79 %). No se encontr6 diferencia
significativa en la incidencia de calices enfermos
colectados en los almacenes de Ayutla (60.5 %) y
Las Mesas (48.6 %). Asimismo, los calices calidad
Comercial mostraron una incidencia mayor que los
calices de calidad Extra.

Se aislaron 16 géneros de hongos asociados a
los calices deshidratados y almacenados de jamai-
ca; los 5 géneros aislados mas frecuentemente fue-
ron Aspergillus, Alternaria, Nodulisporium, Chae-
tomium 'y Thielavia.

Con un a=0.1 se determind diferencia signifi-
cativa en la frecuencia acumulada de éstos hongos
aislados entre almacenes, la principal causa de la
diferencia se debe a las practicas de manejo que se
realizan en cada almacén.

Los resultados obtenidos en el presente estudio,
permitieron conocer las condiciones bajo las que se
almacena la jamaica cosechada y deshidratada en
Guerrero, mismas que deben corregirse para evitar
el favorecimiento de la presencias de los organis-
mos identificados.
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The incidence of diseased calyxes was greater
in the month of May 2013 (71.11 %) compared
to the months of December 2012 (42.04 %) and
February 2013 (53.79 %). No significant difference
was found in the incidence of diseased calyxes
collected in the warehouses in Ayutla (60.5 %) and
Las Mesas (48.6 %). Likewise, the Commercial
quality calyxes showed greater incidence than the
calyxes of Extra quality.

16 genera of fungi associated with the dry
and stored roselle calyxes were isolated; the 5
most frequently isolated genera were Aspergillus,
Alternaria, Nodulisporium, Chaetomium and
Thielavia.

Considering 0=0.1, a significant difference
in the accumulated frequency of this fungi was
determined between warehouses. The main cause
of'the difference is due to the management practices
used in each warehouse.

The obtained results in this study allowed
knowledge of the conditions under which the
harvested and dried roselle are stored in Guerrero,
which must be corrected to avoid favoring the

presence of the identified organisms.
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Resumen. La marchitez y muerte de plantas de
chile de arbol en la Vega de Metztitlan, Hidalgo
(VMH), esta causando grandes pérdidas de rendi-
miento en la region. En el presente trabajo se de-
termino la etiologia de esta enfermedad y se eva-
luaron alternativas de control de disponibilidad
inmediata (resistencia de diez cultivares de chile de
arbol y eficacia de productos quimicos y biologicos
disponibles en el mercado nacional), como un pri-
mer paso hacia el manejo integrado del problema.
Aunque Fusarium oxysporum'y Rhizoctonia solani
fueron también aislados de plantas enfermas, s6lo
Phytophthora capsici reprodujo los sintomas de la
enfermedad. Los cultivares CP 1261, CP 1264 y CP
1305 mostraron los mayores niveles de resistencia
a la enfermedad. Aplicaciones recurrentes de me-
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Abstract. Wilt and death of chile de arbol plants
in “La Vega de Metztiltan”, Hidalgo (VMH) are
causing important yield losses in the region. In this
work, the etiology of this disease was determined
and immediate available control alternatives were
evaluated (resistance of ten chile de arbol cultivars
and efficiency of chemical and biological products
available in the national market) as the first step
to the integrated management of the problem.
Fusarium oxysporum and Rhizoctonia solani
were isolated from diseased plants; however, only
Phytophthora capsici duplicated the symptoms
of the disease. The CP 1261, CP 1264 and CP
1305 cultivars showed the highest resistance
levels to the disease. The repeated application of
metalaxyl, fosetyl-aluminum or propamocarb,
metalaxyl alternated with fosetyl-aluminum or
with propamocarb, exerted total wilt control. Even
though metam sodium controlled the disease in the
majority of the cases, it proved to be phytotoxic.
Among the natural alternatives, Baktillis (Bacillus
subtilis), administered on its own or as the
combination of Fus Out (Trichoderma harzianum)
with Probac (Bacillus subtilis), both reduced the
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talaxil, fosetil aluminio o propamocarb, metalaxil
alternado con fosetil aluminio o con propamocarb
tuvieron un control total de la marchitez. El metam
sodio aunque control6 la enfermedad en la mayoria
de los casos, result6 fitotoxico. De los biologicos,
Baktillis (Bacillus subtilis) aplicado solo o la com-
binacion de Fus Out (Trichoderma harzianum) con
Probac (Bacillus subtilis) redujeron la severidad de
la enfermedad, pero no impidieron la infeccion por
el patogeno.

Palabras clave: Resistencia, control quimico, con-
trol biologico de Phytophthora capsici.

El chile de arbol (Capsicum annuum L) es una
especie de reciente introduccion en la Vega de
Metztitlan, Hidalgo (VMH), donde es afectado por
problemas de marchitez y muerte de plantas, cuya
incidencia-severidad es cada vez mas alta, al gra-
do de causar pérdidas de rendimiento de hasta 100
%. A la fecha no se han publicado reportes sobre
la etiologia de esta enfermedad en la region ni so-
bre estrategias para su manejo. Los agricultores de
la region utilizan indiscriminadamente productos
quimicos sugeridos por los comercializadores lo-
cales de plaguicidas; en la mayoria de los casos sin
éxito y con el consecuente aumento en los costos
de produccion y pérdidas econdmicas que condu-
cen al abandono del cultivo. La marchitez y muer-
te de plantas de chile generalmente esta asociada
con la infeccion radical por hongos de los géneros
Pythium, Phytophthora, Rhizoctonia y Fusarium
(Velasquez et al., 2001). Aunque se han probado
alternativas de control cultural, genético, quimico
y biologico, el éxito en el manejo de la enfermedad
es en general variable, dependiendo de las condi-
ciones del cultivo, genotipos de cultivo, de los pa-
togenos involucrados y caracteristicas de los sue-
los, entre otros factores (Ristaino y Johnston, 1999;
Granke et al., 2012), lo cual hace necesario definir
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severity of the disease, but did not prevent the
infection by the pathogen.
chemical control,

Key words: Resistance,

biological control of Phytophthora capsici.

The chile de arbol (Capsicum annuum L) is a
recently introduced species in Vega, Metztitlan,
Hidalgo (VMH), where it is affected by wilt and
plant death problems, the incidence-severity of
which is increasingly higher, to the point of having
caused a yield loss of up to 100 %. To this date,
there are no published reports about the etiology
of this disease in the region, or the strategies for its
management. Farmer of the region indiscriminately
use chemical products that have been suggested
by the local pesticide sellers; in most cases these
are unhelpful and result in the abandonment of
the crops. The wilt and death of chili plants are
generally associated with the root fungal infection
of  Pythium, Phytophthora,
Fusarium genera (Velasquez et al., 2001). Even
though cultural, genetic, chemical and biological
control alternatives have been tried, the success in
the management of the disease is usually variable,
depending on the conditions of the crop, cultivar
genotype and the pathogens involved and the
characteristics of the soil, among other factors
(Ristaino and Johnston, 1999; Granke et al., 2012),
which makes it necessary to define specific control
measures for each region. Once the etiology of
a plant health problem has been determined, it
is necessary to access the most easily available
control resources while an integral management
program is designed, in order to offer immediate
alternatives to the producers. Generally, the first

Rhizoctonia and

choice resource is the evaluation of the resistance
or tolerance of crop genotypes and of the available
and authorized chemical and biological commercial
products in the market. In this work, in addition to
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medidas de control especificas para cada region.
Una vez determinada la etiologia de un problema fi-
tosanitario, en tanto se disefia un programa integral
de manejo se hace necesario recurrir a los recursos
de control mas facilmente disponibles, para poder
ofrecer alternativas inmediatas a los productores.
La evaluacion de la resistencia o tolerancia de ge-
notipos del cultivo y de los productos quimicos y
biologicos comerciales autorizados disponibles en
el mercado es generalmente el primer recurso de
eleccion. En el presente trabajo ademas de deter-
minar la etiologia del agente causal de la marchitez
y muerte del chile en la VMH, se realiz6 una eva-
luacion, en suelos de la VMH, de la resistencia a la
marchitez de cultivares de chile de arbol colectados
en diferentes partes de la Republica Mexicana y de
la efectividad de los productos quimicos y biologi-
cos disponibles en el mercado nacional, asi como
diferentes esquemas de alternancia enfocados a re-
ducir riesgos de resistencia.

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion fue realizada bajo condi-
ciones de invernadero, con el fin de reducir los
problemas asociados a la variabilidad del suelo y
a la distribucion espacial del patogeno, factores
frecuentemente observables en fitopatdgenos del
suelo (Larkin et al., 1995; Gumpertz et al., 1997),
particularmente cuando se maneja un niimero alto
de tratamientos.

Aislamiento, identificacion y pruebas de patoge-
nicidad de los organismos asociados a la marchi-
tez del chile. Se colectd suelo rizosférico y plantas
de chile de arbol (Capsicum annuum L) con sinto-
mas de marchitez en tres localidades de la VMH.
Los tallos y las raices se desinfectaron superficial-
mente de acuerdo a lo descrito por Silva-Rojas et
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determining the etiology of the causative agent of
wilt and death of the chile in VMH, an evaluation
was performed, in VMH soil, of the wilt resistance
of chile de arbol cultivars collected from different
parts of the Mexican Republic and of the efficiency
of the chemical and biological products available
in the national market, as well as of different
alternation patterns focused on the reduction of
resistance risks.

MATERIALS AND METHODS

This investigation was carried out under
greenhouse conditions, with the objective of
reducing the problems associated with the
variability of the soil and the spatial distribution
of the pathogen, frequently associated to soil
pathogens (Larkin et al., 1995; Gumpertz et
al., 1997), particularly when a high number of
treatments are being handled.

Isolation, identification and pathogenicity
tests of the organisms associated with chile
wilt. Rhizospheric soil and chile de arbol plants
(Capsicum annuum L) with wilt symptoms were
collected from three locations in VMH. The stems
and roots were superficially disinfected according
to the description of Silva-Rojas et al. (2009) and
Gonzalez-Pérez et al. (2004). They were sectioned
in 1 cm segments to be cultivated in potato dextrose
agar (PDA) and were incubated at room temperature
(25°C). The resulting fungal isolates, or oomycetes,
were purified in PDA or V8 medium, according to
the specific case. The genus identification was done
based on Barnett and Hunter (1998) and Erwin and
Ribeiro (1996) keys. On a species level, Fusarium
was identified through Booth’s (1977) taxonomic
keys and Rhizoctonia based on Sneh et al. (1991).
For Phytophthora, the Gallegly and Hong (2008)
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al. (2009) y Gonzalez-Pérez et al. (2004), se sec-
cionaron en segmentos de 1 cm para sembrarlos en
medio papa dextrosa agar (PDA) y se incubaron a
temperatura ambiente (25 °C). Los aislamientos de
hongos u oomicetos resultantes fueron purificados
en PDA o medio V8, segtn el caso. La identifica-
cion a nivel de género se realizd con base en las
claves de Barnett y Hunter (1998) y Erwin y Ribei-
ro (1996). A nivel especie, Fusarium se identifico
mediante las claves taxonomicas de Booth (1977)
y Rhizoctonia con base en Sneh ef al. (1991). Para
Phytophthora se utilizaron las claves de Gallegly y
Hong (2008). Las estructuras reproductivas se mi-
dieron utilizando una camara digital (Motic 2300,
USA) conectada a una computadora marca Dell.

Las pruebas de patogenicidad se realizaron en
camara de temperatura y luz controlada utilizando
semillas de chile de arbol procedentes del estado
de Jalisco. Las semillas se germinaron en cajas de
Petri con papel filtro y agua destilada estéril. Una
vez germinadas se transfirieron a charolas de poliu-
retano de 200 cavidades, con sustrato estéril a base
de turba y agrolita (1:1). Se trasplantaron plantulas
con 3 a 4 pares de hojas verdaderas a vasos de po-
liuretano de 1 L con suelo de la VMH previamente
esterilizado. La prueba de patogenicidad se reali-
z6 dos veces. En cada prueba se inocularon cuatro
plantas por cada género de hongo u oomiceto, con
un testigo no inoculado en cada caso.

Para los aislamientos de Fusarium se aplico al
cuello del tallo de cada planta 1 ml de una suspen-
sion de conidios (Silva-Rojas et al., 2009) con 1 x
10 esporas/planta. En el caso de Rhizoctonia sp.
se inoculd una suspension de micelio (Singh ef al.,
2002; Pineda et al., 2005) de 1 x 10° unidades for-
madoras de colonias/planta. En el caso de Phyto-
phthora sp se inocularon 1 x 10° zoosporas/planta
(Moran-Bafuelos et al., 2010). En cada unidad
experimental se evalud la presencia o ausencia de
sintomas. Las evaluaciones se realizaron cada 2 d
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keys were used. The reproductive keys were
measured using a digital camera (Motic 2300,
USA) connected to a Dell computer.

The pathogenicity tests were done in a growth
chamber with controlled temperature and light
using chile de arbol seeds from the state of Jalisco.
The seed were germinated in Petri dishes with
filter paper and distilled water. Once the seeds
germinated, they were transferred to Polyurethane
trays with 200 cavities with sterile substrate made
of peat and agrolite (1:1). Seedlings with 3 to
4 pairs of real leaves were transplanted to 1 L
polyurethane vessels with previously sterilized soil
from VMH. The pathogenicity test was performed
twice. In each test, four plants were inoculated
for each fungal or oomycetes genus, with a non-
inoculated control in each case.

For the Fusarium isolates, 1 ml of the conidial
suspension was administered to the stem of each
plant (Silva-Rojas et al., 2009) with 1 x 10° spores/
plant. In the case of Rhizoctonia sp., a suspension
of mycelium was inoculated (Singh et al., 2002;
Pineda et al., 2005) having 1x10° colony forming
units/plant. In the case of Phytophthora sp., 1x10°
zoospores/plant (Moran- Bafiuelos et al., 2010)
were inoculated. In each experimental unit the
presence or absence of symptoms was evaluated.
The evaluations were done every 2 days during
30 days and the causative agent was isolated once
again in order to comply with Kock’s postulates
(Agrios, 2005).

The identification of the isolated organisms was
confirmed through the sequencing of fragments
of the ITS region, amplified by means of the
PCR technique. The extraction of DNA was done
according to Sambrook and Russell (2001). For
the PCR test, 2.5 pL of reaction buffer were used,
1.25 L MgCL,, 0.5 uL. dNTP’s, 1 pL of primer
ITS4, 1 pL of primer ITSS5, 0.5uL of Taqg DNApol,
2 pL of DNA and 16.25 pL of water for injection
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durante 30 d y se aislo nuevamente el agente cau-
sal para apegarse a los postulados de Koch (Agrios,
2005).

Se confirm6 la identidad de los organismos ais-
lados mediante secuenciacidon de fragmentos de la
region ITS, amplificados mediante la técnica de
PCR. La extraccion de DNA se realiz6 con base en
Sambrook y Russell (2001). Para la prueba de PCR
se utilizaron 2.5 pL de amortiguador de reaccion,
1.25 uL MgCL,, 0.5 uL de dNTP’s, 1 pL de primer
ITS4, 1 pL de primer ITSS5, 0.5uL de Tag DNApol,
2 uLde DNAy 16.25 uL de agua inyectable (White
et al., 1990). Los primers se sintetizaron en el Insti-
tuto de Biotecnologia de la UNAM (IBT-UNAM).
La amplificacion se realizdé en un termociclador
Techne ®, modelo TC-512, de acuerdo al procedi-
miento descrito por Silva-Rojas et al. (2009). Para
verificar el producto de la amplificacion se realizo
electroforesis a 90 V por 30 min en gel de agarosa
al 1% y tincion con 1 pL de bromuro de etidio. La
secuenciacion se realizo por la empresa Macrogen,
Corea. La secuencia obtenida fue alineada con las
depositadas en la base de datos del National Center
for Biotechnology Information (http://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Evaluacion de resistencia de cultivares de chile
de arbol a Phytophthora. Debido a que solamente
P. capsici causé sintomas de marchitez y muerte de
plantas en las pruebas de patogenicidad, la resis-
tencia a este patogeno se evalud en diez accesiones
de chile de arbol colectadas en los estados de Ja-
lisco, Nayarit y Puebla, cultivadas en suelo natu-
ral y en sustrato a base de turba-agrolita (1:1). La
semilla fue desinfestada superficialmente mediante
inmersion en una solucion de hipoclorito de sodio
al 1.5% (V/V) y dos lavados subsecuentes con agua
destilada. Se trasplantaron plantulas de cada acce-
sioén con 3 6 4 pares de hojas verdaderas en ma-
cetas de 250 mL con turba-agrolita (1:1) o suelo
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(White et al., 1990). The primers were synthetized
in the Instituto de Biotecnologia of the UNAM (IBT-
UNAM). The amplification was done in a Techme ®
thermal cycler, model TC-512, according to the
procedure described by Silva-Rojas ef al. (2009).
In order to verify the product of the amplification,
electrophoresis was carried out at 90 V for 30
minutes in the agarose gel at 1 % with 1 pL of
ethidium bromide. The sequencing was carried out
by the Macrogen Company (Korea). The sequence
obtained was aligned with those entered into the
database of the National Center for Biotechnology
Information (http:// blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.

cgi).

Resistance evaluation of chile de arbol cultivars
to Phytophthora. Due to the fact that only P
capsici caused wilt and plant death symptoms
in the pathogenicity tests, the resistance to this
pathogen was evaluated in ten chile de arbol
accessions collected from the states of Jalisco,
Nayarit and Puebla, cultivated in natural soil and
in substrate made of peat-agrolite (1:1). The seed
was superficially disinfected through immersion in
a solution of sodium hypochlorite at 1.5 % (V/V)
and two subsequent rinses with distilled water.
Seedlings from each accession with 3 or 4 pairs of
real leaves were transplanted to 250 mL pots with
peat-agrolite (1:1) or non-sterilized soil from VMH,
La Paila locality, and were kept in a greenhouse at
the Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.
The production of the inoculum and inoculation was
done through the same procedure described for the
pathogenicity tests. The inoculation was done 72
hours after the transplant. Before the inoculation,
saturated irrigation was applied in order to create
optimal conditions for the infection by P. capsici. A
re-inoculation was done 15 days after the transplant
in order to increase the possibility of infection
(Andrés et al., 2005; Moran-Baiiuelos et al., 2010).
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no esterilizado de la VMH, localidad La Paila, y
se mantuvieron en un invernadero del Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo. La produccion
de inoculo e inoculacion se realizaron mediante el
mismo procedimiento descrito para las pruebas
de patogenicidad. La inoculaciéon se realizd 72 h
después del trasplante. Antes de la inoculacion se
aplico un riego a saturacion para crear condiciones
optimas para la infeccidon por P. capsici. Se realizd
una reinoculacion a los 15 d después del trasplan-
te, con la finalidad de aumentar la probabilidad de
infeccion (Andrés et al., 2005; Moran-Bafnuelos et
al., 2010).

Se us6 un diseflo completamente al azar con
cuatro repeticiones por tratamiento. La unidad ex-
perimental estuvo constituida por dos plantas por
repeticion. El experimento se realizé dos veces. Se
evalué la severidad de la enfermedad cada tres dias
con base en la escala de Sanogo (2006) y a par-
tir de estos datos se calculo el area bajo la curva
del progreso de la severidad (Campbell y Madden,
1990). Se registro el peso seco de la parte aérea de
las plantas después de someterlas a desecacion a 70
°C durante 72 h. Se realizo el analisis de varianza
mediante el procedimiento ANOVA del programa
SAS (Statistical Analysis System) v. 9.3. Cada ex-
perimento fue analizado por separado. Las compa-
raciones entre promedios se realizaron con base en
la prueba de Tukey (Steel et al., 1997).

Efectividad de productos quimicos disponibles
en el mercado mexicano para el control de la
marchitez por P. capsici. Se utilizaron semillas
de chile de arbol procedentes del estado de Jalis-
co. Se trasplanté una plantula con 5 a 8 pares de
hojas verdaderas a macetas de 250 mL con suelo
no tratado procedente de las localidades San Pedro
Tlatemalco, Tres Cruces o la Paila, VMH, donde
se cultiva regularmente chile de arbol. Las ma-
cetas se colocaron en un invernadero del Colegio
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A completely random design was used with four
repetitions of each treatment. The experimental
unit was comprised of two plants for repetition.
The experiment was performed twice. The
severity of the disease was evaluated every three
days according to the Sanogo scale (2006), and
from this information the area under the severity
progress curve was calculated (Campbell and
Madden, 1990). The dry weight of the aerial parts
of the plants was registered after subjecting them to
desiccation at 70 °C during 72 hours. The analysis
of variance was performed through the ANOVA
procedure of the SAS (Statistical Analysis System)
v 9.3 program. Each experiment was analyzed
separately. The comparisons among averages were
done according to the Tukey test (Steel et al., 1997).

Effectiveness of chemical products available
in the Mexican market for the control of wilt
caused by P. capsici. Chile de arbol seeds from
the state of Jalisco were used. A seedling with 5 to
8 pairs of real leaves was transplanted to 250 mL
pots with non-treated soil from the localities of San
Pedro Tlatemalco, Tres Cruces and la Paila, VMH,
where chile de arbol is usually cultivated. The
pots were placed in a greenhouse at the Colegio
de Postgraduados, Campus Montecillo. Before the
transplant, 1 x 10° encysted zoospores were mixed
in the soil of each pot.

The following chemical products were evaluated:
metalaxyl at 45.28 % (Ridomild Gold 480 SL,
soluble concentrate, Syngenta) 1.5 L-ha'; fosetyl
aluminum 80 % (Aliette wdg, dispersible granules,
Bayer Crop science) 2.5 kgha'!; propamocarb
64 % (Previcur N, aqueous solution, Bayer Crop
Science) 1.5 L-ha! and metam sodium 42.5 %
(Lucafum, aqueous solution, Lucava chemical) 0.1
L-L"for 43 hours and 45 days aeration. Parallel to
these treatments, three control were evaluated: 1)
plants without fungicides and without inoculation,
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de Postgraduados, Campus Montecillo. Antes del
trasplante se mezclaron 1 x 10° zoosporas enquista-
das en el suelo de cada maceta.

Se evaluaron los siguientes productos quimi-
cos: metalaxil al 45.28 % (Ridomild Gold 480 SL,
concentrado soluble, Syngenta) 1.5 L-ha!; fosetil
aluminio 80 % (Aliette wdg, granulos dispersables,
Bayer Crop science) 2.5 kg-ha'!; propamocarb 64%
(Previcur N, solucion acuosa, Bayer Crop Science)
1.5 L-ha' y metam sodio 42.5 % (Lucafum, solu-
cién acuosa, quimica Lucava) 0.1 L-L"!, por 43 h
y 45 d aireacion. A la par de estos tratamientos se
evaluaron tres testigos: 1) plantas sin fungicidas y
sin inoculacidn, cultivadas en suelo esterilizado, de
cada localidad de la VMH; 2) plantas no inocula-
das cultivadas en suelo no esterilizado y 3) plan-
tas inoculada (1 x 10° zoosporas/planta) en suelo
esterilizado, de cada localidad. Las combinaciones
evaluadas de productos quimicos quedaron defini-
das con base en un arreglo factorial 2 x 2 x 2 x 2
(con y sin) de los fungicidas metam sodio, meta-
laxil, fosetil aluminio y propamocarb. De acuerdo
con las combinaciones resultantes, se hicieron apli-
caciones simples, dobles, triples y cuadruples de
fungicida en forma alternada. De esta manera, se
evalu6 un total de 18 tratamientos, incluyendo los
testigos. La primera aplicacion de metalaxil, fosetil
aluminio o propamocarb se realiz6 al sustrato en
etapa de vivero (1 a 30 d después de la siembra).
Subsecuentemente el metalaxil y fosetil aluminio
se aplicaron cada 8 d y el propamocarb cada 10
d. Cuando se us6 solo un tipo de producto este se
aplicé dos veces mas. Cuando se alternaron los pro-
ductos so6lo se aplicaron una vez mas de acuerdo
al orden que les correspondid. Para determinar la
cantidad de producto aplicado en cada maceta se
calcul6 la cantidad de agua necesaria para regarlas
y se estimo6 el volumen para una hectarea conside-
rando una densidad de poblacion de 20,000 plan-
tas (Soria 1993). Las plantas se regaron en forma
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cultivated in sterilized soil from each VMH
location; 2) non-inoculated cultivated plants in
non-sterilized soil; and 3) inoculated plants (1 x
10° zoospores/plant) in sterilized soil from each
location. The evaluated combinations of chemical
products were defined based on a factorial
arrangement 2 x 2 x 2 x 2 (with and without) of
the metam sodium, metalaxyl, fosetyl aluminum
and propamocarb fungicides. According to the
resulting combinations, simple, double, triple and
quadruple applications of fungicide were done in
an alternated manner. In this manner, a total of 18
treatments, including the control, was evaluated.
The first
aluminum or propamocarb was administered to
the substrate in the greenhouse stage (1 to 30 days
after cultivation). Subsequently, metalaxyl and

application of metalaxyl, fosetyl

fosetyl aluminum were applied every 8 days and
propamocarb every 10 days. The products were
only administered once more when they were
alternated, according to the corresponding order of
each. In order to determine the quantity of applied
product in each pot, the quantity of necessary water
to irrigate them was calculated and the volume for
one hectare was estimated considering a population
density of 20,000 plants (Soria 1993). The plants
were watered in an alternated manner with water
and nutritive solution (630 g of Nitrofoska 12-
12-12 in 20 L of water: dilution 1:10 (Nitrofoska;
water)) (Villar-Luna et al., 2009).

The experiment had an entirely random
experimental design, with four repetitions and
was performed twice. The same variables of the
resistance experiment to P. capsici were evaluated
and the same statistical analysis approach was
applied.

Effectiveness of biological products available in

the Mexican market for the control of P. capsici.
The genotype used, the handling of the seeds and
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alternada con agua y solucién nutritiva (630 g de
Nitrofoska 12-12-12 en 20 L de agua: dilucion 1:10
(Nitrofoska: agua)) (Villar-Luna et al., 2009).

El experimento tuvo un diseflo experimental
completamente al azar, con cuatro repeticiones y
se realizo dos veces. Se evaluaron las mismas va-
riables que en el experimento de resistencia a P,
capsici y se aplico el mismo enfoque de analisis
estadistico.

Efectividad de productos biolégicos disponibles
en el mercado mexicano para el control de P.
capsici. El genotipo utilizado, el manejo de la se-
milla y plantulas, el procedimiento de inoculacion
al suelo, testigos, nutricion, método de calculo de
dosis, disefio experimental, variables evaluadas y
metodologias de analisis estadistico en esta parte
del trabajo fueron los mismos descritos para los
experimentos de control quimico. Se evaluaron los
cuatro unicos productos bioldgicos disponibles en
el mercado nacional: Natucontrol® (7richoderma
harzianum) a 400 g-ha''; Fus out® (7. harzianum)
a 1 L-ha!; Baktillis® (Bacillus subtilis) a 1 L-ha™';
Probac BS 10® (B. subtilis) a 1 L-ha'. En calidad
de tratamientos se incluyo6 la evaluacion individual
de los cuatro productos, pero ademas se compard
la combinacion de Natucontrol o Fus out mezcla-
do con Baktillis o con Probac con la finalidad de
utilizar una mezcla de organismos con diferente
actividad antagdnica, estrategias de colonizacion y
mecanismos de supresion que pudiesen causar un
efecto sinergista (Raupach y Kloepper, 1998; Ma-
thre et al., 1999; Akgiil y Mirik, 2008). La prime-
ra aplicacion se realizo 48 h previas al trasplante;
la segunda se hizo al momento del trasplante y la
tercera 15 d después. Cuarenta y ocho horas des-
pués del trasplante se aplicaron 1 x 10° zoosporas
de P. capsici a cada maceta. Todos los tratamientos
fueron aplicados bajo un disefio factorial (8 x 3) en
combinacion con suelo procedente de las localidades
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seedlings, the procedure of soil inoculation, control
nutrition, dose calculation methods, experimental
design, evaluated variables and statistical analysis
methodologies in this part of the work were the
same as those described for the chemical control
experiments. The only four biological products
available in the national market were evaluated:
Natucontrol® (Trichoderma harzianum) at 400
g-ha'; Fus out® (7. harzianum) at 1 L-ha';
Baktillis® (Bacillus subtilis) at 1 L-ha’!; Probac BS
10® (B. subtilis) at 1 L-ha’'. Regarding treatments,
the individual evaluation of the four products
was included. In addition, the combination of
Natucontrol or Fus out mixed with Baktillis or
with Probac was compared with the objective
of using a mixture of organisms with different
activity, colonization strategies, and suppression
mechanisms that could cause a synergistic effect
(Raupach and Kloepper, 1998; Mathre et al., 1999;
Akgiil and Mirik, 2008). The first application was
done 48 hours prior to the transplant; the second
one was done at the moment of the transplant,
and the third one 15 days after. 48 hours after the
transplant, 1 x 10° zoospores of P. capsici were
applied to each pot. All treatments were applied
under a factorial design (8 x3) combined with soil
from San Pedro Tlatemalco, Tres Cruces and La
Paila, of VMH. The experiment was done twice.

RESULTS

Identification and pathogenicity tests. From
the roots and stems of the chile de arbol, nine
strains from the Fusarium genus, three from the
Rhizoctonia genus and one from the Phytophthora
genus were isolated. Their correspondence to the
Fusarium oxysporum Schlechtend.:Fr., Rhizoctonia
solani Kiihn and Phytophthora capsici Leonian
species was determined through morphological and
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San Pedro Tlatemalco, Tres Cruces y La Paila, de la
VMH. El experimento se realizo dos veces.

RESULTADOS

Identificacion y pruebas de patogenicidad. De
las raices y tallos de chile de arbol se aislaron
nueve cepas del género Fusarium, tres de Rhizoc-
tonia y una de Phytophthora. Mediante el ana-
lisis morfologico y molecular se determind que
correspondieron a las especies Fusarium oxyspo-
rum Schlechtend.:Fr., Rhizoctonia solani Kiihn y
Phytophthora capsici Leonian. Esta ultima tuvo
una homologia de 100% con la cepa KJ855326 del
GenBank, National Center for Biotechnology In-
formation (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
que corresponde a la misma especie. De estos pato-
genos Unicamente P. capsici caus6 amarillamiento,
marchitez, necrosamiento del tallo y muerte de las
plantas, a partir de los 7 d después de la inocula-
cion, en los dos bioensayos realizados.

Evaluacion de resistencia de cultivares de chile
de arbol a Phytophthora capsici. De acuerdo al
analisis de varianza de los datos de los dos expe-
rimentos, el area bajo la curva del progreso de la
severidad (ABCPS) en colectas de chile inocula-
das con el oomiceto varié con el tipo de cultivar
(P<0.0001) y con el sustrato (P<0.0001), pero tam-
bién ocurrié una interaccion altamente significati-
va entre cultivar y sustrato (P<0.0001). E1 ABCPS
fue mas alto cuando las plantas fueron cultivadas
en turba-agrolita en comparacion con las crecidas
en suelo no tratado de la VMH. Las colectas CP
1264 y 1261 tuvieron la menor ABCPS en turba-
agrolita, seguin el experimento, y en suelo tuvieron
valores aun mas bajos (Figura 1). Los cultivares
CP 1305, CP Compuesto Jalisco 1, CP Compuesto
Jalisco 2, CP 1306, CP 1261 y CP 1205 tuvieron
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molecular analyses. The latter had a homology of
100 % with the KJ855326 strain of the GenBank,
National Center for Biotechnology Information
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), which
corresponds to the same species. From these
pathogens, only P. capsici caused yellowing, wilt,
and necrosis of the stems and the death of the plant,
within 7 days after inoculation, in both bioassays
conducted.

Resistance evaluation of chile de arbol cultivars
to Phytophthora capsici. According to the analysis
of variance of the data from both experiments, the
area under the severity progress curve (AUSPC) in
collections of chile inoculated with the oomycete
varied according to the type of cultivar (P<0.0001)
and substrate (P<0.0001); there was also a highly
significant interaction between the cultivar and
the substrate (P<0.0001). The AUSPC was higher
when the plants were cultivated in peat-agrolite
compared to those cultivated in non-treated soil
from VMH. The CP 1264 and 1261 accesions had
the smallest AUSPC in peat-agrolite, according
to the experiment, and in normal soil they had
even smaller values (Figure 1). The CP 1305, CP
Compuesto Jalisco 1, CP Compuesto Jalisco 2, CP
1306, CP 1261 and CP 1205 cultivars had average
values of around 80 to 100 units in peat-agrolite,
but once they were cultivated in soil the AUSPC
decreased to values of around 40 units (Figure
1A). In the case of CP Compuesto Nayarit, CP
Compuesto Puebla 1 and CP Compuesto Puebla 2
cultivars the AUSPC was consistently higher than
the rest of the collections, regardless of the substrate
in which the plants were cultivated. The AUSPC
values in the non-inoculated plants were zero in all
cases, with the exception of CP Compuesto Puebla
2, cultivated in soil, which was the only one that
showed symptoms of disease under these conditions
but with values that were very close to zero.
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Figura 1.
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Area bajo la curva del progreso de la severidad de la marchitez de diferentes colectas de chile de arbol (Capsicum
annuum) inoculadas con una cepa de Phytophthora capsici aislada de chile de arbol en suelo de la vega de Metztitlan,
Hidalgo (VMH). Plantas cultivadas en turba-agrolita estéril, 1:1 y plantas cultivadas en suelo no tratado colectado en la
VMH. Experimento 1(A) y 2 (B). Los niimeros en el eje X indican el cultivar: 1) CP 1305, 2) CP Compuesto Nayarit, 3)
CP Compuesto Puebla 1, 4) CP Compuesto Puebla 2, 5) CP Compuesto Jalisco 1, 6) CP Compuesto Jalisco 2, 7) CP 1306,
8) CP 1261, 9) CP 1264, 10) CP 1265. Cada valor es el promedio de cuatro repeticiones. Medias con la misma letra son
estadisticamente iguales (Tukey a = 0.05).

Areaunder the curve of the severity progress of wilt of different accesions of chile de arbol (Capsicum annuum) inoculated
with a strain of Phytophthora capsici isolated from chile de arbol in soil from Vega de Metztitlan, Hidalgo (VMH). Plants
cultivated in sterile peat-agrolite, 1:1 and plants cultivated in non-treated soil collected in VMH. Experiment 1(A) and 2
(B). The numbers in axis X indicate the cultivar: 1) CP 1305, 2) CP Compuesto Nayarit, 3) CP Compuesto Puebla 1, 4)
CP Compuesto Puebla 2, 5) CP Compuesto Jalisco 1, 6) CP Compuesto Jalisco 2, 7) CP 1306, 8) CP 1261, 9) CP 1264,
10) CP 1265. Each value is the average of four repetitions. Means with the same letter are statistically equal (Tukey o =
0.05).

valores promedio alrededor de las 80 a 100 uni-
dades en turba-agrolita, pero al ser cultivadas en
suelo el ABCPS se redujo a valores alrededor de 40
unidades (Figura 1A). En el caso de los cultivares CP
Compuesto Nayarit, CP Compuesto Puebla 1 y CP
Compuesto Puebla 2 el ABCPS fue consistentemente
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In experiment 1, the analysis of variance
indicates that the dry weight of the plants varied
only in relation to the type of substrate (P<0.0001)
and the genotype (P= 0.034), but there was no
interaction effect between both factors (P= 0.48).
The non-inoculated plants in VMH soil, produced
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mas alto que en el resto de colectas, independien-
temente del sustrato en que fueron cultivadas las
plantas. Los valores de ABCPS en las plantas no
inoculadas fueron de cero en todos los casos, con
excepcion del CP Compuesto Puebla 2 cultivado en
suelo, quien fue el Ginico que mostrd sintomas de
enfermedad bajo estas condiciones pero tuvo valo-
res muy cercanos a cero.

En el experimento 1, el andlisis de varianza
indica que el peso seco de las plantas varié soélo
en funcion del tipo de sustrato (P<0.0001) y del
genotipo (P=0.034), pero no hubo efecto de inte-
raccion entre ambos factores (P=0.48). Las plantas
no inoculadas en suelo de la VMH produjeron en
promedio 0.44 g/planta, mientras que las cultiva-
das sin inoculacion en turba-agrolita produjeron
0.2 g/planta. En el caso de las plantas inoculadas
los valores fueron 0.12 y 0.09 g/planta, respecti-
vamente y resultaron estadisticamente diferentes
(Tukey 0=0.05) con respecto a las no inoculadas.
En el caso de los cultivares los valores variaron
de 0.33 g/planta, en el cultivar CP 1306, a 0.15 g/
planta, en el cultivar Compuesto Puebla 1. Solo las
diferencias entre estos dos cultivars resultaron sig-
nificativas (Tukey 0=0.05). El resto de genotipos
tuvo valores intermedios y estadisticamente iguales
a ambos promedios.

En el experimento 2, se observod un patron si-
milar en la acumulacién de materia seca en la parte
aérea en la mayoria de los casos, con excepcion de
las colectas CP 1305, CP 1261 y Compuesto Jalisco
1 que mostraron los valores mas altos de su grupo
de inoculacién (Figura 2).

Efectividad de productos quimicos disponibles
en el mercado mexicano para el control de la
marchitez por P. capsici. Los resultados del anali-
sis de varianza del ABCPS indican que en las plan-
tas cultivadas en los tres suelos de la VMH (San
Pedro Tlatemalco, La Paila y Tres Cruces) ocurrid
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an average of 0.44 g/plant, while those cultivated
without inoculation in peat-agrolite produced 0.2 g/
plant. In the case of the inoculated plants the values
were 0.12 and 0.09 g/plant, respectively and were
statistically different (Tukey «=0.05) compared
to the non-inoculated plants. In the case of the
cultivars the values varied from 0.33 g/plant, in the
CP 1306 cultivar, to 0.15 g/plant in the Compuesto
Puebla 1 cultivar. The differences between these
two cultivars were the only significant ones (Tukey
0=0.05). The remaining genotypes had intermediate
and statistically equal values to both averages.

In experiment 2, a similar pattern in the
accumulation of dry matter in the aerial part was
observed in the majority of the cases, with the
exception of collections: CP 1305, CP 1261 and
Compuesto Jalisco 1 that showed the highest values
of their inoculation groups (Figure 2).

Effectiveness of chemical products available
in the Mexican market for the control of wilt
caused by P. capsici. The results of the analysis
of variance of the AUSPC indicate that the plants
cultivated in the three soils from VMH (San Pedro
Tlatemalco, La Paila and Tres Cruces) there was
a significant interaction between the four chemical
products evaluated (P<0.0001). The inoculated
plants that were not treated with chemical products
had considerably higher AUSPC values than the
rest of the treatments, while the plants cultivated in
non-inoculated soil did not show disease symptoms,
regardless of the sterilization or lack thereof of the
soil. Metalaxyl, fosetyl-aluminum or propamocarb,
applied alone, and the alternation of metalaxyl with
fosetyl-aluminum or with propamocarb, presented
a total disease control in both experiments carried
out (Figure 3). The remaining treatments showed
variations in the level of disease control, with total
control cases as well as low levels of AUSPC, that
varied between 0 and 125 units (Figure 3). The
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Figura 2. Experimento 2. Peso seco de la parte aérea de diferentes colectas de chile de arbol (Capsicum annuum) cultivadas en
turba-agrolita, 1:1 y en suelo de la Vega Metztitlan, Hidalgo (VMH), con y sin inoculacion con Phytophthora capsici,
aislada de plantas de chile de arbol de la VMH. Los numeros en el eje X indican las colectas: 1) CP 1305, 2) CP Compuesto
Nayarit, 3) CP Compuesto Puebla 1, 4) CP Compuesto Puebla 2, 5) CP Compuesto Jalisco 1, 6) CP Compuesto Jalisco
2,7) CP 1306, 8) CP 1261, 9) CP 1264, 10) CP 1265. Promedios de cuatro repeticiones. Medias con la misma letra son

estadisticamente iguales (Tukey a = 0.05).

Figure 2. Experiment 2. Dry weight of the aerial part of different accesions of chile de arbol (Capsicum annuum) cultivated in
peat-agrolite, 1:1 and in soil from Vega Metztitlan, Hidalgo (VMH), with and without inoculation with Phytophthora
capsici, isolated from chile de arbol plants from VMH. The numbers in axis X indicate the collections: 1) CP 1305, 2)
CP Compuesto Nayarit, 3) CP Compuesto Puebla 1, 4) CP Compuesto Puebla 2, 5) CP Compuesto Jalisco 1, 6) CP Com-
puesto Jalisco 2, 7) CP 1306, 8) CP 1261, 9) CP 1264, 10) CP 1265. Average of four repetitions. Means with the same

letter are statistically equal (Tukey a = 0.05).

una interaccion significativa entre los cuatro pro-
ductos quimicos evaluados (P<0.001). Las plantas
inoculadas sin aplicaciones de productos quimicos
tuvieron valores de ABCPS considerablemente
mas altos que el resto de tratamientos, mientras
que las plantas cultivadas en suelo no inoculado
no mostraron sintomas de la enfermedad, indepen-
dientemente de si el suelo fue esterilizado o no. El
metalaxil, fosetil aluminio o propamocarb, aplica-
dos solos, y la alternancia de metalaxil con fosetil
aluminio o con propamocarb, tuvieron un control
total de la enfermedad en los dos experimentos rea-
lizados en suelo de cada localidad (Figura 3). El
resto de tratamientos mostraron variaciones en el
nivel de control de la enfermedad, con casos tanto
de control total como niveles bajos en el ABCPS,
que variaron entre cero y 125 unidades (Figura 3).
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alternated applications with three or four products
did not present a total control of the disease in all
cases, but the maximum areas calculated did not
exceed 90 units.

When comparing the effect of the soil on the
AUSPC, it can be observed in Figure 3 that in the
soil from Tres Cruces there were more symptoms
of the disease than in the soils from San Pedro
Tlatemalco and La Paila, as well as a decreased
consistency in the reproducibility of the results
among experiments; however, even in this
scenario, the recurring treatments of metalaxyl
or propamocarb, or the alternated application
of metalaxyl with fosetyl aluminum or with
propamocarb and propamocarb with fosetyl
aluminum, presented a total control of the disease
in both experiments.
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1. TNI-ST 10. Propamocarb X Fosetil-Al
2. T NI-SNT 11. Matam sodio X Metalaxil
3.T1 12. Metam sodio X Fosetil-Al
4. Metam sodio 13. Metam sodio X Propamocarb
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Area bajo la curva del progreso de la severidad de la marchitez del chile de arbol (Capsicum annuum L.) de plantas
cultivadas en suelos con y sin inoculacion con Phytophthora capsici'y tratados con metam sodio, metalaxil, propamocarb
y fosetil aluminio solos o alternados. Experimento 1 (A) y 2 (B) en suelos de San Pedro Tlatemalco de la Vega de
Meztitlan, Hidalgo (VMH). Experimento 1(C) y 2(D) en suelo de Tres Cruces, VMH. Experimento 1 (E) y 2 (F) en suelo
de la Paila. La cepa de P. capsici fue aislada de chile de arbol de la VMH. La inoculacion se realizo con 10° zoosporas por
planta. Promedios de 4 repeticiones. T NI-ST: Testigo no inoculado-suelo esterilizado; T NI-SNT: Testigo no inoculado-
suelo no esterilizado; TI: Testigo inoculado, suelo esterilizado. Medias con la misma letra son estadisticamente iguales
(Tukey a = 0.05).

Area under the curve of severity progress of the wilt of chile de arbol (Capsicum annuum L) of plants cultivated in soils
with and without inoculation with Phytophthora capsici and treated with metam sodium, metalaxyl, propamocarb and
fosetyl aluminum alone or alternated. Experiment 1 (A) and 2(B) in soils from San Pedro Tlatemalco de la Vega de
Meztitlan, Hidalgo (VMH). Experiment 1(C) and 2 (D) in soil from Tres Cruces, VMH. Experiment 1 (E) and 2 (F) in
soil from la Paila. The strain of P. capsici was isolated from the chile de arbol plant from VMH. The inoculation was
done with 10° zoospores per plant. Averages of 4 repetitions. TNI-S: Non-inoculated control sterilized soil; T NI-SNT:
Non-inoculated control solution- non-sterilized soil; ICS: Inoculated control, sterilized soil. Means with the same letter
are statistically equal (Tukey a = 0.05).
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Las aplicaciones alternadas con tres o cuatro pro-
ductos no tuvieron un control completo de la enfer-
medad en todos los casos, pero las areas maximas
calculadas no excedieron las 90 unidades.

Al comparar el efecto de suelo sobre el ABCPS
puede observarse en la Figura 3 que en el suelo de
Tres Cruces hubo mas casos de sintomas de enfer-
medad que en los suelos de San Pedro Tlatemalco y
La Paila, asi como menor consistencia en la repro-
ducibilidad de los resultados entre experimentos;
sin embargo, atin en este escenario los tratamientos
recurrentes de metalaxil o propamocarb, o la apli-
cacion alternada de metalaxil con fosetil aluminio o
con propamocarb y propamocarb con fosetil alumi-
nio, tuvieron un control total de la enfermedad en
ambos experimentos.

De acuerdo al analisis de varianza, en el expe-
rimento 1 con suelo de San Pedro Tlatemalco, s6lo
las aplicaciones de metam sodio alternado con me-
talaxil tuvieron efecto significativo (P=0.037) sobre
el peso seco de la parte aérea (PSPA). En este expe-
rimento, cuando se aplicé metalaxil solo, el PSPA
resultd ligeramente mayor (1.24 g/planta) que en
las plantas no tratadas (1.05 g/planta); cuando se
aplic6 metam sodio solo o alternado con metalaxil
el PSPA fue considerablemente menor (0.36 y 0.23
g/planta) que en los dos tratamientos anteriores.
En el experimento 2, solo las interacciones metam
sodio X fosetil aluminio (P=0.01) y metalaxil X fo-
setil aluminio X propamocarb (P=0.05) resultaron
significativas. Con la aplicacion del fosetil alumi-
nio solo, se obtuvo un PSPA mayor que el testigo
inoculado y sin tratamiento quimico (1.56 vs 0.98
g/planta); cuando se aplico metam sodio solo o
combinado con fosetil aluminio el PSPA se redujo a
0.26 y 0.32 g/planta respectivamente. Por otra par-
te, cuando se aplico metalaxil alternado con fosetil
aluminio y propamocarb se obtuvo casi el triple
de PSPA (1.28 g/planta) que en el testigo inocula-
do (0.45 g/planta). Las aplicaciones de cualquiera
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According to the analysis of variance, in
experiment 1 with soil from San Pedro Tlatemalco,
only the applications of metam sodium alternated
with metalaxyl had a significant effect (P=0.037)
over the dry weight of the aerial part (DWAP). In
this experiment, when the metalaxyl was applied
alone, the DWAP was slightly higher (1.24 g/plant)
than in the non-treated plants (1.05 g/plant); when
metam sodium was applied alone or alternated
with metalaxyl the DWAP was considerably lower
(0.36 and 0.23 g/plant) than in the two previous
treatments. In experiment 2, only the metam
sodium interactions X fosetyl aluminum (P= 0.01)
and metalaxyl X fosetyl aluminum X propamocarb
(P=0.05) were significant. With the application of
fosetyl-aluminum, a higher DWAP than that of the
inoculated control and without chemical treatment
(1.56 vs 0.98 g/plant) was obtained; when metam
sodium alone or combined with fosetyl aluminum
was applied, the DWAP was reduced to 0.26 and
0.32 g/plant, respectively. Conversely, when
metalaxyl alternated with fosetyl-aluminum and
propamocarb was applied, almost three times the
value of DWAP (1.28 g/plant) compared to that of
the inoculated control (0.45 g/plant) was obtained.
The administration of any of the three products in
an individual manner or in simple alternation, even
though it incremented the DWAP in comparison to
the control, produced inferior values to the treatment
with the three alternated fungicides, but which were
considerably higher than the inoculated control
(0.64 to 1 g/plant).In Tres Cruces soil, the analysis
of variance of the DWAP in experiment 1 reported
significant interaction among the four chemical
products (P= 0.012), while in experiment 2 only
the metam sodium X metalaxyl interaction was
significant (P=0.004). In experiment 1, the DWAP
of the cultivated plants in non-sterilized and non-
inoculated plants (1.12 g/plant) was significantly
lower than that of the non-inoculated plants that
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de los tres productos en forma individual o en al-
ternacion simple, aunque increment6 el PSPA con
respecto al testigo produjo valores inferiores al
tratamiento con los tres fungicidas alternados pero
considerablemente mas altos que el testigo inocu-
lado (0.64 a 1 g/planta).

En el suelo de Tres Cruces el analisis de varian-
za del PSPA en el experimento 1 reportd interac-
cion significativa entre los cuatro productos qui-
micos (P=0.012), mientras que en el experimento
2 solo la interaccion metam sodio X metalaxil fue
significativa (P = 0.004). En el experimento 1, el
PSPA de las plantas cultivadas en suelo no esteri-
lizado y no inoculado (1.12 g/planta) fue signifi-
cativamente menor que el de las no inoculadas y
cultivadas en suelo esterilizado (1.93 g/planta) y su
promedio y rangos de variacién fueron similares
a los observados con los tratamientos recurrentes
de metalaxil, fosetil aluminio o propamocarb so-
los, o metalaxil alternado con fosetil aluminio o
con propamocarb, o propamocarb alternado con
fosetil aluminio (1.25, 1.63, 1.01, 0.9, 0.92 y 1.04
g/planta, respectivamente) ya que sus rangos de
variacion se traslaparon (datos no mostrados). Las
plantas cultivadas en suelo no esterilizado pero si
inoculado con el pseudohongo tuvieron un PSPA
considerablemente mas bajo (0.26 g/planta) que en
los testigos no inoculados y que los no esteriliza-
dos, inoculados y tratados con los quimicos antes
mencionados. Cuando se fumigdé con metam so-
dio tinicamente o cuando se alternd este produc-
to con los demas quimicos el PSPA fue alin mas
bajo (0.039 a 0.25 g/planta) que el observado en
el testigo inoculado y sin tratamiento quimico. En
el tratamiento alternado con metalaxil, fosetil alu-
minio y propamocarb, se produjo mas del doble de
PSPA (0.73 g/planta) que en el testigo inoculado y
que en los tratamientos donde estuvo involucrado
el metam sodio. Similarmente, en el experimento
2, cuando se aplicé metam sodio solo ocurrié tam-
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were cultivated in sterilized soil (1.93 g/plant) and
their average and range of variation were similar
to those observed with the recurring treatments of
metalaxyl, fosetyl aluminum or propamocarb alone,
or metalaxyl alternated with fosetyl aluminum or
with propamocarb, or propamocarb alternated with
fosetyl aluminum (1.25, 1.63, 1.01, 0.9, 0.92 and
1.04 g/plant, respectively) because their variation
ranges overlapped (data not shown). The cultivated
plants in non-sterilized but inoculated soil with the
oomycete had a considerably lower DWAP (0.26
g/plant) than that in the non-inoculated and non-
sterilized, inoculated control that were treated with
the aforementioned chemicals. When fumigating
with metam sodium alone or when alternating this
product with the remaining chemicals, the DWAP
was even lower (0.039 to 0.25 g/plant) than the
one observed in the control without any chemical
treatment. In the alternated treatment with
metalaxyl, fosetyl- aluminum and propamocarb,
twice the DWAP was produced (0.73 g/plant) than
in the inoculated control and in the treatments
where metam sodium was involved. Similarly, in
experiment 2, when metam sodium was applied
there was only one significant decrease in the DWAP
(0.24 g/plant) compared to the inoculated control
(0.72 g/plant); when applying metalaxyl alone, the
average of this variable numerically exceeded that
of the inoculated control (1.05 g/plant) and when
both products were applied to the same plants the
DWAP was 0.17 g/plant but was statistically equal
to that observed for metam sodium alone.

In La Paila soil, VMH, no significant treatment
effects were detected on the DWAP in the plants
of experiment 1, but in experiment 2 a main
significant effect of the recurring application of
metalaxyl alone (P= 0.0025) was detected, or of
the interaction metalaxyl X fosetyl aluminum
(P=0.0011). In this case, the plants treated with
metalaxyl alone had a lower DWAP (0.5 g/plant)
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bién una reduccién significativa en el PSPA (0.24
g/planta) con respecto al testigo inoculado (0.72 g/
planta); al aplicar el metalaxil solo, el promedio de
esta variable super6 numéricamente al testigo ino-
culado (1.05 g/planta) y cuando ambos productos
se aplicaron a las mismas plantas el PSPA fue de
0.17 g/planta pero resulto estadisticamente igual al
observado para el metam sodio solo.

En suelo de La Paila, VMH, no se detectaron
efectos significativos de tratamientos sobre el
PSPA en las plantas del experimento 1, pero en el
experimento 2 se detectd efecto principal signifi-
cativo de la aplicacion recurrente de metalaxil solo
(P=0.0025), o de la interaccion metalaxil X fosetil
aluminio (P=0.0011). En esta caso las plantas tra-
tadas con metalaxil solo tuvieron menor PSPA (0.5
g/planta) que el testigo inoculado (1.45 g/planta)
o que los tratamientos con fosetil aluminio solo (1
g/planta) o combinado con metalaxil (1.05 g/plan-
ta), pero los rangos de variacion de los cuatro pro-
medios tuvieron traslapes considerables (datos no
mostrados).

Efectividad de productos biolégicos disponibles
en el mercado mexicano para el control de P,
capsici. Los resultados del analisis de varianza de
los dos experimentos indican que sélo los produc-
tos bioldgicos evaluados tuvieron diferencias signi-
ficativas en el ABCPS (P<0.0001). La procedencia
del suelo no tuvo significancia por si sola o en inte-
raccion con los biologicos. En ambos experimen-
tos las plantas inoculadas y sin aplicaciones de pro-
ductos biologicos tuvieron valores de ABCPS mas
altos que el resto de los tratamientos y las plantas
cultivadas en suelo no inoculado tuvieron un valor
de cero (Figura 4 A y B). Con excepcion del trata-
miento Natu Control con Probac, en el experimento
2, la prueba de Tukey (0=0.05) indica diferencias
significativas entre los tratamientos bioldgicos y el
testigo inoculado y sin medidas de control. Todas
las plantas tratadas con algun producto bioldgico
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than the inoculated control (1.45 g/plant) or than
that of the fosetyl aluminum alone treatments (1g/
plant) or combined with metalaxyl (1.05/plant),
but the variation ranges of the four averages had
considerable overlaps (data not shown).

Effectiveness of biological products available in
the Mexican market for the control of P. capsici.
The results of the analysis of variance of the two
experiments indicate that only the evaluated
biological products had significant differences in
the AUSPC (P<0.0001). The origin of the soil had
no significance by itself or when interacting with
the biological products. In both experiments the
inoculated plants without any biological product
application had higher AUSPC values than the
rest of the treatments and the cultivated plants in
non-inoculated soil had a value of zero (Figure 4
A and B). With the exception of Natu Control with
Probac treatment, in experiment 2, the Tukey test
(0=0.05) indicates significant differences between
the biological treatments and the inoculated control
without any control measures. All plants treated
with some biological product showed an average
low AUSPC value, without statistical differences
among them as well as in regard to the non-
inoculated control. The lowest AUSPC value was
observed in the combination of Fus out with Probac
(22.5 units) in experiment 1 and Baktillis (12.9
units) in experiment 2. The rest of the treatments
showed variations in the disease level but they did
not exceed 80 units in either of the experiments,
while the inoculated control reached around 200.
The results of the DWAP analysis of variance
in experiments 1 and 2 indicated only significant
differences in the effect of biological products (P=
0.0005 and P<0.0001, respectively). In experiment
1, the plants cultivated in non-inoculated soil had
the highest DWAP, while the plants inoculated with
P. capsici, without control measure, had the lowest
value (Figure 5 A). Among the biological products,
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Area bajo la curva del progreso de la severidad de la marchitez de plantas de chile de arbol (Capsicum annuum L.) culti-
vadas en suelos con y sin inoculacion con Phytophthora capsici y tratados con FO=Fus out® (Trichoderma harzianum),
NC=Natucontrol® (7richoderma harzianum), BK=Baktillis® (Bacillus subtilis) o PB=Probac® (Bacillus subtilis) solos
o combinados. Experimento 1 (A) y 2 (B). T NI-ST: Testigo no inoculadosuelo esterilizado; T NI-SNT: Testigo no inoc-
ulado-suelo no esterilizado; TI: Testigo inoculado, suelo esterilizado. La cepa de P. capsici fue aislada de chile de arbol
de la VMH. La inoculacion se realizo con 10° zoosporas por planta. Promedios de 12 repeticiones. Medias con la misma
letra son estadisticamente iguales (Tukey a=0.05).

Area under the curve of severity progress of the wilt of chile de arbol (Capsicum annuum L.) of plants cultivated in soils
with and without inoculation with Phytophthora capsici and treated with FO= Fus out® (7richoderma harzianum), NC=
Natucontrol® (Trichoderma harzianum), BK=Baktillis® (Bacillus subtilis) or PB=Probac® (Bacillus subtilis) alone or
combined. Experiment 1 (A) and 2 (B). NICS-SS: Non-inoculated control sterilized soil; T NI-SNT: Non-inoculated con-
trol solution- non-sterilized soil; TI: Inoculated control solution, sterilized soil. The strain of P. capsici was isolated from
chile de arbol plants from VMH. The inoculation was done with 10° zoospores per plant. Means with the same letter are

statistically equal (Tukey a=0.05).

mostraron en promedio un valor bajo en el ABCPS,
sin diferencias estadisticas tanto entre ellas como
con respecto a los testigos no inoculados. El valor
mas bajo de ABCPS se observd con la combina-
cion de Fus out con Probac (22.5 unidades) en el
experimento 1 y Baktillis (12.9 unidades) en el ex-
perimento 2. El resto de los tratamientos mostraron
variaciones en el nivel de la enfermedad pero no
excedieron las 80 unidades en ambos experimen-
tos, mientras que el testigo inoculado alcanz¢ alre-
dedor de 200.

Los resultados del andlisis de varianza del PSPA
en los experimentos 1 y 2 indicaron tUnicamente
diferencias significativas en el efecto de los pro-
ductos biologicos (P =0.0005 y P<0.0001, respec-
tivamente). En el experimento 1, las plantas culti-
vadas en suelo sin inoculacion tuvieron el mayor
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the treatments with Fus out plus Baktillis and Natu
Control plus Baktillis had statistically equal weights
as the ones observed in the non-inoculated control
in sterilized soil, but their differences were not
significant with regard to the rest of the treatments.
The non-inoculated control in non-sterilized soil had
the same behavior. The rest of the treatments with
any biological product had dry weights that were
statistically equal between them and with regard to
the inoculated control solution.

In experiment 2, the non-inoculated plants,
cultivated in sterilized or non-sterilized soil, had
the highest DWAP, while the ones inoculated with
P. capsici, without any control measures, had the
lowest value (Figure 5 B). All plants treated with
any biological product, with the exception of the
combination of Natucontrol plus Probac, even

47



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

PSPA, mientras que las plantas inoculadas con P,
capsici, sin medidas de control, tuvieron el menor
valor (Figura 5 A). Entre los productos bioldgicos,
los tratamientos con Fus out mas Baktillis y Natu
Control mas Baktillis tuvieron pesos estadistica-
mente iguales que los observados en el testigo no
inoculado en suelo esterilizado, pero sus diferen-
cias no resultaron significativas con respecto al res-
to de tratamientos. El testigo no inoculado en suelo
no esterilizado tuvo el mismo comportamiento. El
resto de tratamientos con algin producto bioldgico
tuvo pesos secos estadisticamente iguales entre si'y
con respecto al testigo inoculado.

En el experimento 2 las plantas no inoculadas,
cultivadas en suelo esterilizado o no esterilizado,
tuvieron el mayor PSPA, mientras que las inocula-
das con P, capsici, sin medidas de control, tuvieron
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though they had a lower DWAP, were statistically
equal to the non-inoculated control (Tukey a =
0.05). Conversely, the Fus out, Baktillis and the
combination of both treatments had significantly
higher averages than those of the inoculated
control without control measures. Even though the
treatments without biological products showed the
aforementioned variations, the differences between
their averages were not significant.

DISCUSSION

This document is the first report about the
etiology of the chile de arbol wilt in VMH and
the effect of different control measures in the
soils of the region. The results obtained in this
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Figura 5. Efecto de productos biologicos sobre el peso seco de la parte aérea de plantas de chile de arbol (Capsicum annuum L.) cul-

Figure 5.

tivadas en suelos con y sin inoculacién con Phytophthora capsici'y tratadas con FO=Fus out® (Trichoderma harzianum),
NC=Natucontrol® (Trichoderma harzianum), BK=Baktillis® (Bacillus subtilis) o PB=Probac® (Bacillus subtilis) solos
o combinados en el experimento 1 (A) y 2 (B). T NI-ST: Testigo no inoculado-suelo esterilizado; T NI-SNT: Testigo no
inoculado-suelo no esterilizado; TI: Testigo inoculado. La cepa de P. capsici fue aislada de chile de arbol de la VMH.
La inoculacion se realizd con 10° zoosporas por planta. Promedios de 12 repeticiones. Medias con la misma letra son
estadisticamente iguales (Tukey p= 0.05).

Effect of the biological products on the dry weight of the aerial part of the chile de arbol plant (Capsicum annuum L.)
cultivated in soils with and without inoculation with Phytophthora capsici and treated with FO= Fus out® (7richoderma
harzianum), NC= Natucontrol® (Trichoderma harzianum), BK=Baktillis® (Bacillus subtilis) or PB=Probac® (Bacillus
subtilis) alone or combined in experiment 1 (A) and 2 (B). T NI-ST: Non-inoculated control- sterilized soil; T NI-SNT:
Non-inoculated control- non-sterilized soil; TI: Inoculated control. The strain of P. capsici was isolated from chile de ar-
bol plants from VMH. The inoculation was done with 10 zoospores per plant. Means with the same letter are statistically
equal (Tukey o= 0.05).
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el menor valor (Figura 5 B). Todas las plantas tra-
tadas con alglin producto bioldgico, con excepcion
de la combinacion Natucontrol mas Probac, aunque
tuvieron un PSPA menor, fueron estadisticamen-
te iguales que los testigos no inoculados (Tukey
a=0.05). Por otra parte los tratamientos Fus out,
Baktillis y la combinacion de ambos, tuvieron pro-
medios significativamente mas altos que el testigo
inoculado y sin medidas de control. Aunque los
tratamientos con productos bioldgicos mostraron
las variaciones antes mencionadas, las diferencias
entre sus promedios no resultaron significativas.

DISCUSION

El presente es el primer reporte sobre la etiolo-
gia de la marchitez del chile de arbol en la VMH y
el efecto de diferentes medidas de control en sue-
los de la region. Los resultados obtenidos en este
trabajo muestran que P. capsici es el agente causal
de la marchitez del chile en la VMH. Las pruebas
de patogenicidad y la identificacion morfologica y
molecular confirmaron la identidad de este oomice-
to. La marchitez causada por P. capsici puede ser
manejada mediante la integracion de varios méto-
dos de control (Granke et al., 2012). Como parte
de ésta, las colectas CP 1264, CP 1261 y CP 1305,
que mostraron la mayor resistencia a la enferme-
dad, pueden ser considerados buenos candidatos
para ser incluidos en programas de mejoramiento
genético o en la integracion de un sistema de pro-
duccion con medidas de control complementarias,
como las evaluadas en la presente investigacion.
Los resultados de este trabajo muestran que el efec-
to de cada producto quimico, aplicado solo o alter-
nado vari6 entre suelos de la VMH, pero la enfer-
medad fue restringida a niveles minimos e inclusive
se logro control total de la marchitez con las apli-
caciones individuales y recurrentes de metalaxil,
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work show that P. capsici is the causative agent
of chile wilt in VMH. The pathogenicity tests and
the morphological and molecular identification
confirmed the identity of this oomycete. The wilt
caused by P. capsici may be handled through the
integration of several control methods (Granke
et al., 2012). As a part of this, the CP 1264, CP
1261 and CP 1305 collections that showed the most
resistance to the disease, can be considered good
candidates to be included in genetic improvement
programs or in the integration of a production
system with complementary control measures,
such as the ones evaluated in this research.

The results of this work show the effect of
each chemical product, applied alone or alternated
to VMH soils, but the disease was restricted to
minimum levels and even total wilt control was
also achieved with the individual and recurring
applications of metalaxyl, fosetyl aluminum or
propamocarb and the alternation of metalaxyl
with fosetyl aluminum and metalaxyl with
propamocarb. It has been reported that metalaxyl
decreases the disease 83.3% (Fernandez-Herrera
et al., 2007), but in this research a reduction of
100% was obtained. Fosetyl aluminum controlled
the disease 66.7% in one of our experiments, but
in the rest of them it achieved a total control;
meanwhile, propamocarb reduced the disease
100% in all cases. An 83.3% control of the disease
with fosetyl aluminum has been reported in tomato
plants (Fernandez-Herrera et al., 2007) and of 60
to 100% with propamocarb in other cultivars (Hu et
al., 2007). Factors such as the quantity of soil used
in our experiments, variations in the genotypes
of the pathogen and plant involved, and levels of
inoculation, could explain the differences with
respect to the aforementioned works. Conversely,
the accumulation of dry matter in the aerial part,
a preliminary indicator of the production potential
of fruits by the plants (Gonzalez-Real, 2008;
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fosetil aluminio o propamocarb y la alternancia de
metalaxil con fosetil aluminio y metalaxil con pro-
pamocarb. Se ha reportado que el metalaxil dismi-
nuye la enfermedad en 83.3 % (Fernandez-Herrera et
al.,2007), pero en la presente investigacion se obtuvo
una reduccion del 100 %. El fosetil aluminio con-
trold la enfermedad en 66.7 % en uno de nuestros
experimentos, pero en el resto tuvo un control total,
mientras que el propamocarb redujo la enfermedad
en 100% en todos los casos. En jitomate se ha re-
portado un control de la enfermedad de 83.3 % con
fosetil aluminio (Fernandez-Herrera et al., 2007) y
de 60 a 100 % con propamocarb en otros cultivos
(Hu et al., 2007). Factores como la cantidad de sue-
lo utilizada en nuestros experimentos, variaciones
en los genotipos de patdogeno y planta involucrados,
y niveles de in6culo, podrian explicar las diferen-
cias con respecto a los trabajos antes mencionados.
Por otra parte, la acumulacion de materia seca en la
parte aérea, un indicador preliminar del potencial
de produccion de frutos por las plantas (Gonzalez-
Real, 2008; Garcia-Rodriguez, 2010), tendio a ser
mayor en las plantas inoculadas y tratadas con es-
tos productos que en los testigos. Tales resultados
podrian ser considerados una primera evidencia de
que aun existen bajos o nulos niveles de resistencia
a los productos quimicos disponibles en el mercado
mexicano para el control de P. capsici en chile de
arbol en la VMH, ya que la aplicacién recurrente
funcion6 mejor que la aplicacion alternada, dentro
del mismo ciclo; también son un indicador da la
posibilidad de incrementar o preservar el potencial
de produccion del cultivo en la region si son utili-
zados adecuadamente.

A diferencia de los productos antes menciona-
dos, bajo nuestras condiciones experimentales el
metam sodio, aunque evitod la ocurrencia de enfer-
medad en la mayoria de los casos, caus6 un efecto
negativo en la acumulacion de materia seca en la
parte aérea. Este efecto pudo ser causado por el
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Garcia-Rodriguez, 2010), tended to be higher in
the inoculated plants that were treated with these
products than in the control witness. Such results
could be considered first evidence that there are
still low or null levels of resistance to the chemical
products available in the Mexican market for the
control of P. capsici in chile de arbol in VHM,
because the recurring application worked better
than the alternated application, within the same
cycle. They are also an indicator to the possibility
to increase or preserve the production potential of
the cultivation in the region if used correctly.
Unlike the aforementioned products, under
our experimental conditions, metam sodium, even
though it prevented the disease in the majority of the
cases, caused a negative effect in the accumulation
of dry matter in the aerial part. This effect could
have been caused by the impact of the agrochemical
in the soil biota (Cao, 2004) and by phytotoxicity,
because some plants transplanted in treated soil
showed slight chlorosis, terminal necrosis in the
leaves and in some cases necrosis in the stem that
wasn’t associated with the infection caused by P.
capsici. Improvements in the management of the
product, such as preliminary watering or a longer
period of aeration could improve its effectiveness.
The four commercial biological products
evaluated did not present total control of the
wilt, however, there were important effects in the
decrease of the disease with the treatments of Fus
out, Natucontrol, Baktillis and Probac alone or
combined. The treatments with Baktillis or Fus
out with Probac stand out as the ones with low
AUSPC values and increased the accumulation
of dry matter compared to the inoculated control.
The difficulty of introduced microorganisms to
be established in the rhizosphere of the crops, is
generally associated with high competitiveness and
prior adaptation of the native microflora (Van Veen
et al., 1997; Agrios, 2005), which could have been
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impacto del agroquimico en la biota del suelo (Cao,
2004) y por fitotoxicidad, ya que algunas plantas
trasplantadas en suelo tratado mostraron clorosis
ligera, necrosis terminal en las hojas y en algunos
casos necrosis a nivel del tallo no asociada a la in-
feccion por P capsici. Mejoras en el manejo del
producto, tales como un riego preliminar o mayor
tiempo de aireacion podrian mejorar su eficacia.

Los cuatro productos biolégicos comerciales
evaluados no tuvieron control total de la marchitez
pero si hubo efectos importantes en la reducciéon de
la enfermedad con los tratamientos de Fus out, Na-
tucontrol, Baktillis y Probac solos o en combina-
cion. Resaltan los tratamientos con Baktillis o Fus
out con Probac que tuvieron bajos valores de AB-
CPS e incrementaron la acumulacion de materia
seca con respecto al testigo inoculado. La dificultad
de microorganismos introducidos para establecerse
en la rizosfera de los cultivos, esta generalmente
asociada a la alta competitividad y adaptacion pre-
via de la microflora nativa (Van Veen et al., 1997,
Agrios, 2005), lo cual pudo ser un factor determi-
nante de la efectividad limitada de los productos
comerciales evaluados, en adicion a la posible in-
suficiente efectividad de las cepas de Trichoderma
sp. y Bacillus sp en el control del patdogeno (Schi-
ppers et al., 1987; Bais et al., 2004; Fernandez-He-
rrera et al., 2007) que contienen estos productos.
Sin embargo, cepas de Bacillus subtilis y Tricho-
derma harzianum pueden favorecer el crecimiento
de las plantas cuya rizosfera colonizan (Benhamou
et al., 1998; Kloepper et al., 2004; Ezziyyani et al.,
2005), por lo que en adicion a su capacidad para
reducir los niveles de enfermedad, pueden poten-
cialmente contribuir a mejorar el rendimiento del
cultivo.

En el presente trabajo fueron muy evidentes los
contrastes en la severidad y produccion de bio-
masa en plantas cultivadas en turba-agrolita,
con respecto a las cultivadas en suelo, lo cual
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a determining factor of the limited effectiveness of
the strains of Trichoderma sp. and Bacillus sp in
the control of the pathogen (Schippers et al., 1987,
Bais et al., 2004; Fernandez-Herrera et al., 2007)
that contain these products. However, the strains of
Bacillus subtilis and Trichoderma harzianum could
improve the growth of the plants whose rhizosphere
they colonize (Benhamou et al., 1998; Kloepper
et al., 2004; Ezziyyani et al., 2005). Therefore, in
addition to their ability to reduce the levels of the
disease, they could potentially contribute to the
yield improvement of the crop.

The contrasts of the severity and production of
biomass in plants cultivated in peat-agrolite were
very evident in this work, especially in regards to
the ones cultivated in the soil, which was clearly
associated with the differences in the nutritional
balance achieved in each substrate; however,
it is possible that the native biota of the soils
used in our study had a relevant part, given the
absence of disease in non-inoculated soils and the
evident decrease of AUSPC when the plants were
cultivated in soil. Early reports have highlighted
the importance of this nutritional balance (Duffy
et al., 1997) and the importance of the organisms
in the soil in the suppression of both oomycetes
and other pathogens (Wardle, 2002; Yumusa and
Newton, 2003). They are, therefore, factors worth
considering in the process of integration of an
integrated management system of the disease for
the conditions of Vega de Metztitlan, Hidalgo.

The results of this research indicated that
cultivars CP 1261, CP 1264 and CP 1305 were
the most resistant to the pathogen and that the
treatments with metalaxyl, fosetyl aluminum or
propamocarb, metalaxyl alternated with fosetyl
aluminum or with propamocarb completely
controlled the wilt, whereas the treatments with
Baktillis (Bacillus subtilis) alone or combined with
Fus Out (Trichoderma harzianum) or Probac (B.
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estuvo evidentemente asociado con diferencias en
el balance nutricional obtenible en cada sustrato,
pero posiblemente la biota nativa de los suelos uti-
lizados en nuestro estudio jugd un papel relevante,
dada la ausencia de la enfermedad en suelos no ino-
culados y la reduccion notable del ABCPS cuando
las plantas fueron cultivadas en suelo. Reportes
previos han resaltado la importancia de este balan-
ce nutricional (Duffy et al., 1997) y la importancia
de los organismos del suelo en la supresion tanto de
oomicetos como de otros patdgenos (Wardle, 2002;
Yunusa y Newton, 2003), por lo que son factores a
considerar en el proceso de definicion de un siste-
ma de manejo integrado de la enfermedad para las
condiciones de la Vega de Metztitlan, Hidalgo.

Los resultados de la presente investigacion in-
dicaron que los cultivares CP 1261, CP 1264 y CP
1305 fueron los mas resistentes al patdogeno y que
los tratamientos con metalaxil, fosetil aluminio
o propamocarb, metalaxil alternado con fosetil
aluminio o con propamocarb controlaron totalmen-
te la marchitez, mientras que los tratamientos con
Baktillis (Bacillus subtilis) solo o en combinacion
con Fus Out (Trichoderma harzianum) o Probac
(B. subtilis) tinicamente redujeron la severidad de
la enfermedad.
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Resumen. El hongo Lasiodiplodia theobromae
es el agente causal de numerosas enfermedades de
plantas en una gran variedad de hospederos. Los
cultivos hortofruticolas son particularmente sen-
sibles a la infeccion por este hongo. Aunque, en
Meéxico L. theobromae estd asociado con la muer-
te descendente y pudricion de frutos como mango,
uva, papaya, rambutan, zapote y citricos atin es es-
caso el nimero de reportes relacionados con enfer-
medades causadas en diferentes especies vegetales.
La taxonomia de L. theobromae ha mostrado im-
portantes progresos, con la caracterizacion de las
regiones espaciadoras intergénicas y factor de elon-
gacion 1 alfa se ha podido esclarecer su ubicacion
filogenética y su diferenciacion con especies cripti-
cas, lo que ha incrementado los reportes en nuevos
huéspedes vegetales. El objetivo de esta revision
es el dar a conocer el estatus de L. theobromae en
Meéxico.
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Abstract.

causal agent of numerous plant diseases in a wide

Lasiodiplodia theobromae is the

variety of hosts. Fruit and vegetable crops are
particularly susceptible to infection by this fungus.
Although in Mexico, L. theobromae is associated
with dieback and fruit rot in fruits such as mango,
grapes, papaya, rambutan, sapote mamey and
citrus fruit, the number of reports of this fungus
related to diseases in different plant species is still
few. The taxonomy of L. theobromae has shown
important progress, with the characterization of the
intergenic spacer regions and the elongation factor
1 alpha, phylogenetic location and cryptic species
differentiation have been clarified and an increase
of reports in new plant hosts has been made. Thus,
the objective of this review is to present the status
of L. theobromae in Mexico.

Key words: Botryosphaeriaceae, dieback, fruit
rot, stem-end rot

Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon and
Maubl. isthe species type ofthe genus Lasiodiplodia,
which is a fungus that was described for the first
time around 1890 by Saccardo, affecting cocoa
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Palabras clave: Botryosphaeriaceae, muerte des-
cendente, pudricion de frutos, pudricién del pe-
danculo.

Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon and
Maubl. es la especie tipo del género Lasiodiplodia
es un hongo que fue descrito por primera vez alre-
dedor de 1890 por Saccardo, afectando frutos de
cacao (Theobromae cacao) en Ecuador (Crous y
Palm, 1999). Este hongo es cosmopolita y tiene un
amplio rango de hospederos, incluidos monocotile-
doéneas, dicotiledoneas y gimnospermas, especial-
mente de los tropicos y subtropicos. Es un hongo
pleomorfico y ubicuo, por lo cual ha tenido mas de
un sinonimo (Abdollahzadeh ef al., 2010; Wang et
al., 2011).

Las enfermedades ocasionadas por este patoge-
no incluyen muerte descendente, cancer, gomosis,
tizon de la hoja, pudricion de raiz en plantas ma-
derables y cultivos (Pitt y Hocking, 2009; Shahbaz
et al., 2009). L. theobromae es saproéfito pero se le
considera un patogeno latente, encontrandose como
endofito en tejidos sanos de la planta, convirtiéndo-
se en patogeno cuando el hospedero esta debilita-
do o estresado (Rubini ez al., 2005; Mohali et al.,
2005); también se ha reportado como un patogeno
oportunista de humanos causando infecciones sub-
cutaneas, oculares y de 6rganos internos (Rebell y
Forster, 1976; Maslen et al., 1996; Summerbell et
al., 2004; Woo et al., 2008). A nivel mundial exis-
ten registros de L. theobromae afectando cultivos
frutales de mango (Jonhson, 1992), aguacate (Pegg
et al., 2003), papaya (Queiroz et al., 1997), platano
(Alves et al., 2008), rambutan (Sivakumar et al.,
1997), litchi (Liu ef al., 2005), uva (van Niekerk et
al., 2004), guanabana (Lutchmeah, 1988), anacar-
do (Cardoso et al., 2002), citricos, duraznos (Damn
et al., 2007) y longan (Serrato-Diaz et al., 2014)
entre otros, causando pérdidas econdmicas en las
distintas etapas de la produccion.
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pods (Theobromae cacao) in Ecuador (Crous and
Palm, 1999). This fungus is highly diverse and has
a large range of hosts, including monocotyledons,
dicotyledons and gymmosperms, especially from
the tropics and subtropics. It is a pleomorphic and
ubiquitous fungus, as such it has had more than one
synonym (Abdollahzadeh et al., 2010; Wang et al.,
2011).

The diseases caused by this pathogen include
dieback, cancer, gummosis, leaf blight, and root rot
on woody plants and crops (Pitt and Hocking, 2009;
Shahbaz et al., 2009). L. theobromae is saprophytic
but is considered a latent pathogen, found as an
endophyte in healthy plant tissue and becoming a
pathogen when the host is debilitated or stressed
(Rubini et al., 2005; Mohali et al., 2005). It has
also been reported as an opportunist pathogen in
humans causing subcutaneous, ocular infections
as well as infections of the internal organs (Rebell
and Forster, 1976; Maslen et al., 1996; Summerbell
et al., 2004; Woo et al., 2008). At a global level
there are records of L. theobromae affecting fruit
crops such as mango (Johnson, 1992), avocado
(Pegg et al., 2003), papaya (Queiroz et al., 1997),
banana (Alves et al., 2008), rambutan (Sivakumar
et al., 1997), lychee (Liu et al., 2005), grapes (van
Niekerk et al., 2004), soursop (Lutchmeah, 1988),
cashew (Cardoso et al., 2002), citrus fruit, peaches
(Damn et al., 2007) and longan (Serrato-Dias et al.,
2014) among others, causing economical loses in
various stages of production.

In recent years, its phylogenetic relation with
cryptic species has been established through the
analysis of DNA in fragments of the intergenic
spacer regions (ITS) and the elongation factor
1 alpha (EF-1a), which has allowed for clearer
results of its location with regard to similar or
closely related species (Pavlic et al., 2004); Alves
et al., 2008; Abdollahzadeh et al., 2010).
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En afios recientes se ha establecido su relacion
filogenética con especies cripticas a través del ana-
lisis de ADN en fragmentos de las regiones espa-
ciadoras intergénicas (ITS) y el factor de elonga-
cion 1 alfa (EF-1a), lo que ha permitido resultados
mas claros de su ubicacion en relacion a especies
similares o cercanamente relacionadas (Pavlic et
al., 2004; Alves et al., 2008; Abdollahzadeh et al.,
2010).

La etiologia de la enfermedad es crucial para es-
tudios epidemioldgicos y para una mejor compren-
sion de la distribucion e importancia de este hongo,
asi como para establecer estrategias y tratamientos
de control efectivo. El objetivo de este escrito es
describir el estatus de L. theobromae afectando dis-
tintos cultivos frutales y maderables en México asi
como la compilacién de los resultados publicados
de los cultivos afectados enfocandose en aspectos
de biologia, patogenicidad, epidemiologia y estra-
tegias de control de este hongo en nuestro pais.

TAXONOMIA

El hongo Lasiodiplodia theobromae se clasi-
fica dentro de los Ascomicetos en el orden Botr-
yosphaeriales y en la familia Botryosphaeriaceae
(Schoch et al., 2006; Slippers et al., 2013); pre-
senta un estado sexual (teleomorfo), poco comun
Botryosphaeria rhodina. Sin embargo no existen
descripciones recientes de su estado sexual, por lo
cual se ha reportado que éste se encuentra perdido
(Phillips et al., 2008). El estado sexual de este hon-
go necesita clarificarse, los resultados que se tienen
hasta ahora han sido inconclusos dado que no se
han encontrado subsecuentes reportes que confir-
men esta conexion (Alves et al., 2008).

L. theobromae tuvo como sindénimo a Diplodia
theobromae (Alvarez, 1976; Denman et al. 2000).
En afios recientes estudios filogenéticos, basados
en las regiones ITS, realizados por Zhou y Stanosz
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The etiology of the disease is crucial
for epidemiological studies and for a better
understanding of the distribution and importance
of this fungus, as well as to establish strategies and
treatments for its effective control. The objective of
this article is to describe the status of L. theobromae
affecting various fruit and woody crops in Mexico
as well as to compile the published results of the
affected crops focusing on the aspects of biology,
pathogenicity, epidemiology and strategies of

control for this fungus.

TAXONOMY
The  fungus
is classified within the Ascomycota in the
Botryosphaeriales and the family
Botryosphaeriaceae (Schoch et al., 2006; Slippers
et al., 2013). It shows an uncommon sexual state

Lasiodiplodia  theobromae

order

(teleomorph) Botryosphaeria rhodina; however,
there are no recent descriptions of its sexual
state, which is why it has been reported that this
information has been lost (Phillips ez al., 2008). The
sexual state of this fungus needs to be clarified, the
results up until now have been inconclusive given
that there have not been any subsequent reports that
confirm this connection (Alves et al., 2008).

Diplodia theobromae was known as a synonym
of L. theobromae (Alvarez, 1976; Denman et al.,
2000). In recent years, phylogenic studies based on
the ITS regions, carried out by Zhou and Stanosz
(2001), Slippers et al. (2004) and Phillips et al.
(2008), show that the clades of these two genera
are in fact separate. Furthermore, morphologically
the two genera are clearly distinct. For example,
the marks of the conidia are only present in
Lasiodiplodia in the same manner the sexual stage,
has only been reported in L. theobromae. Therefore,
there is no reason to consider these two genera as
synonyms (Phillips et al., 2013).
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(2001), Slippers et al. (2004) y Phillips et al. (2008)
muestran que los clados de estos dos géneros estan
separados entre si. Ademas, morfologicamente los
dos géneros son claramente distintos. Por ejemplo,
las estrias de los conidios estan presentes solo en
Lasiodiplodia de igual manera la forma sexual, se
ha reportado solamente en L. theobromae. Por lo
anterior, no hay razon para considerar a estos dos
géneros como sinonimos (Phillips et al., 2013).

Por mucho tiempo se considerd a Botryodiplo-
dia theobromae Pat. (1892) como el basinomio
de L. theobromae, el cual fue descrito en la planta
Theobroma cacao en Ecuador; sin embargo, Crous
y Palm (1999) examinaron el tipo original conser-
vado en Pennsylvania y encontraron un ascomiceto
valsoide por lo que el nombre de Botryodiplodia
(Sacc.) Sacc. se considera nomen dubium (nombre
incierto). Por otro lado, no se ha encontrado el ho-
lotipo de L. theobromae en herbario alguno (Pavlic
et al., 2004) con lo que se presume que se perdid
con el tiempo. Hecho por el cual, Phillips et al.
(2013) designaron un neotipo aislado de un fruto
indefinido del arrecife de coral de la costa este en
Papua Nueva Guinea, lejos de la localidad del holo-
tipo y del substrato original (planta de cacao), con-
siderando este neotipo como una cepa de referencia
para L. theobromae.

En relacion a su teleomorfo, a través del tiempo
la taxonomia superior del género Botryosphaeria
(estado sexual de Lasiodiplodia theobromae) ha
tenido diferentes modificaciones. Slippers et al.
(2013) indica que en un inicio el género fue asigna-
do a la familia Melogrammataceae, dentro del or-
den Sphaeriales; posteriormente, fue situado en la
familia Pseudosphaeriaceae que agrupaba taxones
con un solo loculo y ascostramata multiascal, den-
tro del orden Dothideales, posteriormente se creod
la subfamilia Botryosphaerieae y fue colocado en
ésta, pero no se le ubico6 dentro de un orden. Un afo
después, se le designd en el orden Myriangiales,
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For a long time Botryodiplodia theobromae
Pat. (1892) was considered as the basionym of L.
theobromae, which was described in the Theobroma
cacao plant in Ecuador; however, Crous and Palm
(1999) examined the original type conserved in
Pennsylvania and found an Ascomycota valsoide
by which the name Botryodiplodia (Sacc.) Sacc. is
considered nomen dubium (uncertain name). On the
other hand, the holotype of L. theobromae has not
been found in any herbarium (Pavlic et al., 2004),
as such it is presumed to have been lost with time.
Phillips et al. (2013) designated a neotype isolated
from an undefined fruit from the coral reef of the
east coast in Papua New Guinea, far from the local
of the holotype and the original substrate (cocoa
tree), considering this neotype a strain of reference
for L. theobromae.

Regarding its teleomorph, with the passing
of time the superior taxonomy of the genus
Botryosphaeria (sexual state of Lasiodiplodia
theobromae)has had various modifications. Slippers
et al. (2013) indicate that at the beginning the genus
was assigned to the family Melogrammataceae,
within the order Sphaeriales; subsequently, it was
situated in the family Pseudosphaeriaceae that
grouped taxa with a single loculus and multiscale
ascostramata, within the order Dothideales;
following that, the subfamily Botryosphaerieae
was created and it was placed here; however,
it was not placed within an order. A year later,
it was assigned to the order Myriangiales, and
subsequently the subclass Dothideineae was
created within the new order Pseudosphaeriales
and the new family Botryosphaeriaceae. One of
the main reasons for this reorganization in the
classification of Botryosphaeria was because of
the confusion with regard to the ontogeny and
morphology of true perithecia, ascostromata and
interstitial tissue (Denman et al., 2000; Slippers
etal., 2013).
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posteriormente se cred la subclase Dothideineae
dentro del nuevo orden Pseudosphaeriales y la nue-
va familia Botryosphaeriaceae. Una de las razones
principales de esta reorganizacion en la clasifica-
cion de Botryosphaeria fue la confusidon respecto
a la ontogenia y morfologia de verdaderos perite-
cios, ascostromata y tejido intersticial (Denman et
al., 2000; Slippers et al., 2013).

En los ultimos afios, debido principalmente
a la disponibilidad de herramientas moleculares
basadas en el ADN recombinante, ha surgido una
taxonomia mas solida para este grupo de hongos.
Hasta hace una década la posicion del género en
la clasificacion mas alta de los ascomicetes no ha-
bia sido resuelta (Denman et al., 2000). Estudios
filogenéticos sefialan la posicion de la familia Bo-
tryosphaeriaceae en la clase Dothiodeomycetes,
situandola dentro de Botryosphaeriales, un nuevo
orden ¢ independiente de los 6rdenes Pleosporales
y Dothideales (Crous et al., 2006). Actualmente se
reconocen 6 familias dentro de este orden: Botr-
yosphaeriaceae (con 17 géneros), Phyllostictaceae
(Phyllosticta), Planistromellaceae (Kellermania),
Aplosporellaceae (Aplosporella, Bagnisiella), Me-
lanopsaceae (Melanops) y Saccharataceae (Sac-
charata) (Slippers et al., 2013).

Los analisis basados en la secuenciacién de
ADN han originado cambios significantes en la no-
menclatura, identificacion y circunscripcion de es-
pecies en Botryosphaeriaceae. Estos cambios son
resultados de la implementaciéon de una sola no-
menclatura para todas las formas (sexual y asexual)
de una especie (Hawksworth et al., 2011), inclu-
yendo la descripcion de especies cripticas basa-
das en la secuencias de ADN donde los caracteres
morfologicos no son suficientes para este propdsito
(Pavlic et al., 2009; Sakalidis et al., 2011). Estu-
dios contemporaneos de la familia Botryosphaeria-
ceae apoyan esta mocion, basdndose en que las
caracteristicas morfologicas usadas tipicamente
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In the last couple of years, mainly due to
the availability of molecular tools based on the
recombinant DNA, a more solid taxonomy has
emerged for this group of fungi. Until a decade
ago, the position of the genus in the highest
classification of the ascomycetes had not been
solved (Denman et al., 2000). Phylogenic studies
show the position of the family Botryosphaeriaceae
in the class Dothiodeomycetes, placing it within
Botryosphaeriales, a new order and independent
from the orders Pleosporales and Dothideales
(Crous et al., 2006). Currently 6 families are
recognized within this order: Botryosphaeriaceae
(with 17 genera), Phyllostictaceae (Phyllosticta),
Planistromellaceae  (Kellermania), Aplospore-
llaceae(Aplosporella, Bagnisiella), Melanopsaceae
(Melanops) and Saccharataceae (Saccharata)
(Slippers et al., 2013).

The analyses based on the DNA sequencing
have originated

nomenclature, identification and circumscription

significant changes in the
of species in Botryosphaeriaceae. These changes
are the results of the implementation of a single
nomenclature for all forms (sexual and asexual) of
a species (Hawksworth et al., 2011), including the
description of cryptic species based on the DNA
sequences, where the morphological characters are
not enough for this purpose (Pavlic et al., 2009;
Sakalidis et al., 2011). Contemporary studies
of the Botryosphaeriaceae family support this
motion, based on the morphological characteristics
typically used for the classification of species (form
of the conidia or ascospores and its dimensions,
septation and pigmentation) frequently not being
too reliable. The ecological and geographical data
are also difficult to interpret when some species
have various hosts, and a host has various species
(Slippers et al., 2009). Therefore, the majority—
if not all—of the taxa include the DNA sequence
and its phylogenetic inference in order to redefine
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para la clasificacion de especies (forma del coni-
dio o ascosporas y sus dimensiones, septacion y
pigmentacion) son frecuentemente poco fiables.
También los datos ecologicos y geograficos son
dificiles de interpretar cuando algunas especies
tienen varios huéspedes, y un huésped tiene distin-
tas especies (Slippers et al., 2009). Por esta razéon
la mayoria, si no es que todos, los taxa incluyen
la secuencia de ADN y su inferencia filogenética
para redefinir estas clasificaciones (Slippers et al.,
2013). Por ejemplo, Liu et al. (2012) se basaron en
la amplificacion y secuenciacion de distintas regio-
nes del genoma usando los oligonucledtidos NS1
y NS4, LROR y LRS, ITS4 e ITSS , EF2-728 F/
EF2-968F y Bt2a y Bt2b (Que amplifican la region
de la subunidad pequeiia del gen ribosomal nuclear,
un segmento de la subunidad grande del gen RNA
ribosomal, las regiones espaciadoras intergénicas
del rDNA, un segmento del factor de elongacion
1-alfa y un segmento del gen de B-tubulina, respec-
tivamente) con el objetivo de reordenar a la familia
Botryosphaeriaceae aceptando 29 géneros y 1485
especies, aclarando que faltan especies no descritas
aun y algunos complejos de especies. También se
reordend el género Macrovalsaria en esta familia,
el cual es monotipico, es decir con una sola especie
M. megalospora, la cual se encuentra solamente en
estado sexual y esta genéticamente cercana a La-
siodiplodia spp. Algunos consideran este género
como el estado sexual de Lasiodiplodia spp. pero
aun faltan estudios mas profundos para confirmar
esta proposicion (Liu et al., 2012).

Cambios recientes en la taxonomia de hongos,
segun la nomenclatura de algas, hongos y plantas
(Codigo Melbourne), establecen solo un nombre
para cada especie de hongo, ya que durante mas
de 100 afos el codigo permitid los nombres de la
fase asexual y la sexual de una sola especie (Rico,
2011). El género Lasiodiplodia se considera valido
y se encuentra en la lista pendiente de aprobacion
por el comité de nomenclatura de hongos, lo cual
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these classifications (Slippers et al., 2013). For
example, Liu et al. (2012) based themselves in the
amplification and sequencing of the various regions
of the genome using the oligonucleotides NSI
and NS4, LROR and LRS, ITS4 and ITSS, EF2-
728 F/ EF2-968F and Bt2a and Bt2b (that amplify
the region of the small subunit of the nuclear
ribosomal gene, a segment of the large subunit
of the ribosomal RNA gene, the intergenic spacer
regions of the rDNA, a segment of the elongation
factor 1-alpha and a segment of the -tubulin gene,
respectively) with the objective of rearranging the
Botryosphaeriaceae family, accepting 29 genera
and 1485 species, clarifying that species not
yet described and some complex of species are
still missing. The genus Macrovalsaria was also
rearranged into this family, which is monotypic,
that is to say with a single specie M. megalospora,
which is only found in a sexual state and genetically
close to Lasiodiplodia spp. Some consider this
genus as the sexual state of Lasiodiplodia spp.;
however, more in depth studies would be needed to
confirm this proposal (Liu et al., 2012).

Recent changes in the taxonomy of fungi,
according to the nomenclature of algae, fungi and
plants (Melbourne Code), establish only one name
for each species of fungi, given that during more
than 100 years the code allowed the names of the
asexual and sexual phase of a single species (Rico,
2011). The genus Lasiodiplodia is considered valid
and is found on the list pending approval by the
committee of fungi nomenclature, which could
occur in the next international congress of botany
in China in 2017 (Kirk et al., 2013; Wijayawardene
etal.,2014).

BIOLOGY

Physiology and Morphology. The main

characteristic that distinguishes the genus
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podria ocurrir en el proximo congreso internacio-
nal de botanica en China en el afio 2017 (Kirk e?
al., 2013; Wijayawardene et al., 2014).

BIOLOGIA

Fisiologia y Morfologia. La principal caracteristi-
ca que distingue al género Lasiodiplodia de otros
géneros cercanamente relacionados es la presencia
de picnidios, parafisis y estriaciones longitudina-
les en conidios maduros. Cerca de 20 especies han
sido descritas en base a la morfologia de conidios y
paréfisis. Las descripciones mas recientes de estas
especies, aparte de la morfologia, se basan en la
secuenciacion de las regiones espaciadoras intergé-
nicas del rDNA (ITS) y factor de elongacion 1 alfa
(EF-1) (Damm et al., 2007; Netto et al., 2014).

La morfologia de su ascocarpo es de color café
oscuro a negro, agregado, con pared gruesa de co-
lor café oscuro y hialino en capas internas, de 250-
400 pm de diametro. El asca es bitunicada, estipi-
tada, con 8 esporas, de 90-120 um de longitud. Las
ascosporas son biseriadas, hialinas, aseptadas de
30-35x 11-14 um. El conidiomata es estromatico,
simple o agregado, inmerso en el hospedero y una
vez maduro emerge de éste, de color café oscuro,
unilocular, de pared gruesa o delgada de color ma-
rron, con frecuencia setoso, de hasta 5 mm de an-
cho, ostiolo central, Uinico, papillado. Parafisis hia-
linas, cilindricas, tabicadas, ocasionalmente rami-
ficadas con los extremos redondeado hasta 55 pm
de largo y 3-4 um de ancho (Phillips et al., 2013).

Los conidioforos son hialinos, simples, algunas
veces septados, rara vez ramificados, cilindricos.
Las células conidiogénicas son hialinas, de pared
gruesa, lisas, cilindricas a sub-obpiriformes, holo-
blasticos, con una o dos anillaciones. Los conidios
son subovoides a elipsoidales, con &pices amplia-
mente redondeados, que se estrechan para truncar
la base, mas ancha a mediados del tercio superior,
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Lasiodiplodia from other closely related genera
is the presence of pycnidia, paraphyses and
longitudinal striations in mature conidia. Around
20 species have been described based on the
morphology of conidia and paraphyses. The most
recent descriptions of these species, other than the
morphology, are based on the sequencing of the
intergenic spacer regions of the rDNA (ITS) and
elongation factor 1 alpha (EF-1) (Damm et al.,
2007; Netto et al., 2014).

The morphology of its ascocarp is a dark brown
to black, aggregate, with a thick dark brown wall
and hyaline in internal layers, of 250-400 pm in
diameter. The asci is bitunicate, stipitate, with §
spores, of 90-120 um longitude. The ascospores
are biseriated, hyaline, aseptated of 30-35 x 11-
14 pum. The conidiomata is stromal, simple or
aggregate, immersed in the host and once mature,
it emerges a dark brown color, unilocular, thick or
thin brown wall, with setoso frequency, up to 5 mm
wide, central ostiolo, unique, papillado. Paraphyses
hyaline, partitioned, occasionally
branched with the ends rounded up to 55pum long
and 3-4 um wide (Phillips et al., 2013).
hyaline,

cylindrical,

The conidiophore are simple,
sometimes septated, rarely branched, cylindrical.
The conidiogenous cells are hyaline, of a thick wall,
smooth, cylindrical to sub-obpiriforms, holoblastic,
with one or two rings. The conidia are subovoids to
ellipsoidal, with apex amply rounded, that narrow
to truncate at the base, wider mid-upper third, of
thick walls, with a granular content, at first hyaline
and aseptated, turning a dark brown once mature,
with 1 septum, showing deposits of melanin on the
interior surface of the wall longitudinally disposed
given a striated appearance with measurements
21.5-31-5 x 13-17 pum and one portion of 1.9
Length/Wide (Figure 1) (Pitt and Hocking, 2009;
Phillips et al., 2013).

The colonies in the culture medium are
moderately dense, with aerial mycelium, beginning
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de paredes gruesas, con contenido granular, en un
principio hialino y aseptados, convirtiéndose a café
oscuro una vez maduros, con 1 septo, presentan de-
positos de melanina en la superficie interior de la
pared dispuestos longitudinalmente dando una apa-
riencia estriada con medidas de 21.5-31-5 x 13-17
um y una proporcion de 1.9 Largo/Ancho (Figura
1) (Pitt y Hocking, 2009; Phillips et al., 2013).

Las colonias en medio de cultivo son modera-
damente densas, con micelio aéreo, inicialmente
blancas tornandose gris-olivo a los 7 dias y con el
tiempo adquieren un color negro. Las temperaturas
de crecimiento para L. theobromae son 15 °C mi-
nima, 28 °C como optima y 40 °C como maxima
(Slippers et al., 2004; Alves et al., 2008). La es-
porulacion del hongo es favorecida por fotoperio-
dos de mas de 16 horas de exposicion de luz lo que
permite la formacion de picnidios; por el contrario,
una exposicion menor a 4 horas de luz diaria en un
periodo de 23 dias inhibe la esporulacion del hongo
(Pereray Lago, 1986). La presencia de nitrogeno en

white, turning a gray-olive color at 7 days, and
with time acquire a black color. The temperature
of growth for L. theobromae is 15 °C minimum,
28 °C optimally and 40 °C maximum (Slippers et
al., 2004; Alves et al., 2008). The sporulation of
the fungus is favored by photoperiods of more
than 16 hours of light exposure, which allows
for the formation of pycnidia; on the contrary, an
exposure of less than 4 hours of daily light, in a
period of 23 days, inhibits the sporulation of the
fungus (Perera and Lago, 1986). The presence of
nitrogen in the culture medium favors sporulation;
Saha et al. (2008) evaluated the concentration of
nitrogen in various culture mediums, finding that
the potato dextrose agar (PDA) with added tea root
extract induces rapid growth and higher mycelium,
in addition to a higher concentration of spores than
the rest of the evaluated mediums.

For several years, the physiology of the
isolates in the separation of species of the genus
Lasiodiplodia has been controversial. For example,

Figura 1. Estructuras de Lasiodiplodia theobromae en aislado proveniente de papaya. A) Micelio y picnidios en PDA a 14 dias
de crecimiento. B) Conidios maduros e inmaduros a 14 dias de crecimiento.

Figure 1. Structures of Lasiodiplodia theobromae in an isolate taken from papaya. A) Mycelia and pycnidia in PDA at 14 days of
growth. B) Mature and immature conidia at 14 days of growth.
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el medio de cultivo favorece la esporulacion; Saha
et al. (2008) evaluaron la concentracion de nitroge-
no en distintos medios de cultivo, encontrando que
el agar de papa dextrosa (PDA) adicionado con ex-
tracto de raiz de té induce a un crecimiento rapido
y mayor del micelio, ademas de una concentracion
de esporas superior al resto de los medio evaluados.
Por muchos afios, la fisiologia de los aislamientos
en la separacion de especies del género Lasiodi-
plodia ha sido tema de controversia. Por ejemplo,
Alves et al. (2008) distinguieron a L. parva y L.
pseudotheobromae de L. theobromae basados en
la habilidad de las dos primeras de producir un
pigmento rosa en medio PDA a 35 °C; también
reportaron que L. pseudotheobromae era la Unica
que crecia a 10 °C. En contraste, Abdollahzadeh
et al. (2010) encontraron que L. theobromae a 35
°C producia una fuerte pigmentacion rosa en PDA,
ademas de que las tres especies crecian a 10 °C.
Entonces, las caracteristicas fisiologicas tienen un
valor limitado para determinar la separacion de es-
pecies ya que existe una gran variabilidad en las
caracteristicas fisiologicas entre los aislamientos de
una misma especie.

Estudios filogenéticos. Al considerar la similitud
en diversas secuencias de ADN, distintos géneros
se agruparian con Lasiodiplodia al grado de con-
siderarlos sinonimos de éste. Phillips et al. (2013)
consideran a Macrovalsaria en el grupo de este
género. Esto también fue sefialado por Liu et al.
(2012), aunque no encontraron suficiente evidencia
en las regiones LSU y SSU para realizar este cam-
bio y establecerlo como un sinénimo.

Por otro lado, aunado a la presencia cosmopoli-
ta, el amplio numero de huéspedes y la variabilidad
morfolégica de L. theobromae, existen varias es-
pecies cripticas. Por ejemplo, Pavlic et al. (2004)
describieron a L. gonubiensis Pavlic, Slippers &
Wingf en base a la morfologia y dimensiones de
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Alves et al. (2008) distinguished a L. parva and L.
pseudotheobromae of L. theobromae based on the
ability of the first two to produce a pink pigment in
the PDA medium at 35 °C; they also reported that
L. pseudotheobromae at 35 °C produced an intense
pink pigmentation in the PDA, in addition to the
three species growing at 10 °C. Therefore, the
physiological characteristics have a limited value
to determine the separation of species given that
there exists great variability in the physiological
characteristics between the isolates of a single
species.

Phylogenetic Studies. Considering the similarity
in diverse DNA sequences, diverse genera would
be grouped with Lasiodiplodia to the point of
considering them synonyms. Phillips et al. (2013)
considers Macrovalsaria in the group of this genus.
This was also pointed out by Liu et al. (2012),
although no sufficient evidence was found in the
LSU and SSU regions in order to make this change
and establish it as a synonym.

On the other hand, joined to cosmopolitan
presence, the ample number of hosts and the
morphological variability of L.
various cryptic species exist. For example, Pavlic
et al. (2004) described L. gonubiensis Pavlic,
Slippers & Wingf based on the morphology and
dimensions of its conidia and on the sequencing
of the ITS regions. Subsequently, Burgess et al.

theobromae,

(2006) described L. crassispora, L. venezuelensis
and L. rubropurpurea based on the ITS regions and
EF1-0 and the morphological characteristics. Other
species considered cryptic are L. parva and L.
pseudotheobromae (Alves et al., 2008), which are
separated by the size and form of the conidia. In L.
pseudotheobromae the conidia is larger and more
ellipsoidal than in L. theobromae. Also, L. parva
is easily distinguishable from the other two species
given that its conidia are smaller. L. mahajangana
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sus conidios y en la secuenciacién de las regiones
ITS. Posteriormente, Burgess et al. (2006) descri-
bieron a L. crassispora, L. venezuelensis y L. ru-
bropurpurea en base a las regiones ITSy EFl-ay a
las caracteristicas morfoldgicas. Otras especies que
se consideran cripticas son L. parva y L. pseudo-
theobromae (Alves et al., 2008), las cuales estan
separadas por el tamafio y forma del conidio. En
L. pseudotheobromae el conidio es mas grande y
elipsoidal que en L. theobromae. También, L. parva
es facilmente distinguible de las otras dos especies
ya que sus conidios son mas pequefios. Otra espe-
cie que se considera criptica es L. mahajangana, la
cual es filogenéticamente cercana a L. theobromae
pero morfologicamente distinta pues la primera tie-
ne conidios relativamente mas pequeiios de 17.5-
11.5 pm (Abdollahzadeh et al., 2010).

Los marcadores SSR se han usado recientemen-
te para examinar genes y genotipos, modos repro-
ductivos y especiacién de un numero de hongos,
incluyendo Botryosphaeria spp. y sus anamorfos
(Burgess et al., 2006; Mohali et al., 2005). Una
investigacidon sugiere que existen barreras geogra-
ficas para el intercambio de genes entre L. theobro-
mae, basandose en los marcadores SSR, con aisla-
dos de Venezuela, México y Sud Africa (Mohali et
al. 2005). Shah et al. (2010) analizaron 30 aisla-
dos de L. theobromae del cultivo de pera en India,
encontrando una alta diversidad genética entre los
aislados provenientes de distintas zonas geografi-
cas y poca diversidad genética entre los aislados de
la misma zona geografica.

Otros estudios de diversidad genética propo-
nen que dos especies cripticas de Lasiodiplodia (L.
theobromae y L. pseudotheobromae), no han sido
encontradas y estudiadas en el mismo huésped por
lo que no se ha podido establecer si en algin mo-
mento ocurrid alguna hibridacién entre ambas
(Begoude et al., 2010). Al-Sadi et al. (2013)
encontraron un moderado nivel de diversidad
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is another species that is considered cryptic,
which is phylogenetically close to L. theobromae
but morphologically distinct, given that the first
has conidia relatively smaller—17.5-11.5 pm
(Abdollahzadeh et al., 2010).

The SSR markers have been recently used
to examine genes and genotypes, reproductive
means and speciation of several fungi, including
Botryosphaeria spp. and its anamorphs (Burgess
et al., 2006; Mohali et al., 2005). An investigation
suggests that geographic barriers exist for the
exchange of genes between L. theobromae, based
on the SSR markers, with isolates from Venezuela,
Mexico and South Africa (Mohali et al., 2005).
Shah et al. (2010) analyzed 30 isolates of L.
theobromae of the pear culture in India, finding
a high genetic diversity between the isolates
stemming from various geographical zones and
little genetic diversity between the isolates of the
same geographical zone.

Other studies of genetic diversity propose
that two cryptic species of Lasiodiplodia (L.
theobromae and L. pseudotheobromae), have
not been found and studied in the same host and
therefore it has not been possible to establish if,
at any moment, any hybridization between them
has occurred (Begoude et al., 2010). Al-Sadi ef al.
(2013) found a moderate level of genetic diversity
in populations of three species of Lasiodiplodia
from various hosts and geographical origins, and
a high number of genotypes (not specified) of L.
theobromae, L. hormozganensis and L. iraniensis
in Oman, UAE (United Arab Emirates). They also
found that L. hormozganensis differed mostly from
L. theobromae with regard to genetic diversity,
suggesting that L. hormozganensis was erroneously
identified for a long time as L. theobromae, due to
the only form of identification available being by
the morphological characters of the species and
that the first is a cryptic species of the second.
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genética en poblaciones de tres especies de Lasio-
diplodia provenientes de distintos huéspedes y ori-
genes geograficos, y un alto numero de genotipos
(no especificados) de L. theobromae, L. hormoz-
ganensis y L. iraniensis en Oméan UAE (Emiratos
Arabes Unidos), también encontraron que L. hor-
mozganensis diferia mayormente con L. theobro-
mae en cuanto a diversidad genética, sugiriendo
que L. hormozganensis por mucho tiempo fue erro-
neamente identificada como L. theobromae, debido
a que solo se disponia de identificacion por caracte-
res morfologicos de especies y a que la primera es
especie criptica de la segunda.

Patogenicidad y virulencia. La especie L. the-
obromae es mas virulenta en comparacion con
otros géneros y especies de la familia Botryosphae-
riceae. Por ejemplo, Urbez-Torres et al. (2008) en-
contraron que L. theobromae es mas virulenta que
Diplodia seriata en el cultivo de vid ya que ocasio-
no lesiones de mayor tamafio en los tallos inocula-
dos. En frutos de mango L. theobromae mostro una
virulencia media-alta en comparacion con L. egyp-
tiacaey L. pseudotheobromae (Ismail et al., 2012);
en contraste, Marques et al. (2013) describio6 a L.
theobromae con una virulencia media comparada
con L. hormozganensis siendo ésta la mas virulen-
ta, ocasionando lesiones de 33.6 mm de diametro
en el fruto.

Umezurike (1979) menciona la actividad celuli-
tica del hongo, el cual ataca a la planta de manera
similar a un hongo de pudricion suave, usando el
almidén y otros sacaridos presentes en el sustra-
to inicial de la madera antes de la degradacion de
celulosa y hemicelulosa, aunque no degrada la lig-
nina.

Sintomatologia y epidemiologia. En la pudricion

del fruto y del pedinculo, la enfermedad estd con-
dicionada a alta temperatura y humedad relativa
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Pathogenicity and virulence. The species L.
theobromae is more virulent in comparison to other
genera and species of the family Botryosphaericeae.
For example, Urbez-Torres et al. (2008) found
that L. theobromae is more virulent than Diplodia
seriata in the grapevines crop, given that it
caused greater damage to the inoculated stems.
In mango fruits, L. theobromae showed mid-high
virulence in comparison to L. egyptiacae and L.
pseudotheobromae (Ismail et al.,2012); in contrast,
Marques et al. (2013) described L. theobromae with
medium virulence compared to L. hormozganensis
with this being the most virulent, causing damages
of 33.6 mm in diameter on the fruit.

Umezurike (1979) mentions the cellulite
activity of the fungus, which attacks the plant in a
similar manner to a soft rot fungus, using the starch
and other saccharides present in the initial substrate
of the wood before the degradation of the cellulose
and hemicellulose, although it does not degrade the
lignin.

Symptomatology and epidemiology. In the fruit
rot and stem-end rot, the disease is conditioned to
high temperatures and relative humidity (Ploetz
2003). The damages caused by L. theobromae in
mango fruit are initially diffused, aqueous-sunken
dispersing from the stalk in the shape of fingerprint
projections, which darken and rapidly coalesce
around the base of the stalk forming undulating
edges. The necrosis occurs below the cuticle,
invading the pulp of the fruit and mummifying it.
Pycnidia are first observed on the stalk and later
on the fruit; furthermore, the injuries may gush a
brown ooze (Ploetz, 2003; Ventura et al., 2004).
The main means of entry for L. theobromae
into the hosts is through the wounds produced
by work tools, insects or natural causes (Ploetz,
2003). It has been reported that during periods
of rain there is a greater production of spores,
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(Ploetz 2003). Las lesiones ocasionadas por L.
theobromae en frutos de mango son inicialmente
difusas, acuosas-hundidas dispersandose desde el
pedunculo en forma de proyecciones de huellas
dactilares, las cuales oscurecen y coalescen rapida-
mente alrededor de la base del pedinculo formando
margenes ondulados. La necrosis ocurre debajo de
la cuticula, invadiendo la pulpa del fruto y llegando
a momificarlo. Se llegan a observar picnidios pri-
mero sobre el pedinculo y después sobre el fruto;
ademas, de las lesiones puede fluir un exudado café
(Ploetz, 2003; Ventura et al., 2004).

La principal via de entrada de L. theobromae a
los hospederos es a través de heridas producidas
por herramientas de trabajo, insectos o causas na-
turales (Ploetz, 2003).Se ha reportado que durante
los periodos lluviosos hay mayor produccion de
esporas las cuales pueden ser diseminadas por las
gotas de lluvia y el viento (Véazquez et al., 2009).
El hongo coloniza el sistema vascular y avanza por
delante de los sintomas visibles (Burgess et al.,
2006; Shahbaz et al., 2009).El hongo sobrevive
sobre tejidos muertos en el arbol o suelo (Pegg ef
al., 2003) y especialmente en frutos momificados
(Ploetz, 2003). La incidencia de L. theobromae esta
influenciada por la temperatura (mayor a 30° C),
al estrés hidrico y bajos niveles de nutricion de la
planta (Khanzada et al., 2005). Cuando los frutos
son infectados en el arbol, el patdégeno puede per-
manecer quiescente hasta que los frutos maduran.
En postcosecha, los frutos pueden ser infectados al
colocarlos sobre el suelo después de cosechados o a
través del contacto fisico de un fruto sano con uno
enfermo (Ventura et al., 2004).

REPORTES EN MEXICO

Lasiodiplodia theobromae ha sido reportado en
México causando distintas enfermedades en varios
cultivos principalmente fruticolas (Cuadro 1). El
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which may be disseminated by raindrops and wind
(Vazquez et al., 2009). The fungus colonizes the
vascular system and advances ahead of the visible
symptoms (Burgess et al., 2006; Shahbaz et al.,
2009). The fungus survives on dead tissues on the
tree or the ground (Pegg et al., 2003) and especially
on mummified fruits (Ploetz, 2003). The incidence
of L. theobromae is influenced by the temperature
(above 30 °C), to hydric stress and low nutrition
levels of the plant (Khanzada et al., 2005). When
the fruits are infected on the tree, the pathogen may
remain latent until the fruit has matured. In post-
harvest, the fruits may be infected by being placed
on the ground after being harvested or through
physical contact of a healthy fruit with a diseased
fruit (Ventura ef al., 2004).

REPORTS IN MEXICO

Lasiodiplodia theobromae has been reported
in Mexico causing various diseases in various
crops, mainly fruit producers (Table 1). The
oldest report found for this pathogen is that made
by Alvarez (1976) affecting the cultivation of
cocoa (Theobroma cacao). Other crops that he
also reported it are: avocado (Persea americana),
papaya (Carica papaya) and rubber tree (Hevea
brasiliensis Muell.) under the name Diplodia
theobromae, in sugar cane (Saccharum officinarum
L.) such as Diplodia cacaoicola, custard apple
(Annona cherimola Mill) and peach (Prunus
persica) such as Diplodia natalensis causing fruit
rot and gummosis, respectively.

The majority of the descriptions for this
pathogen have been based on morphological
characteristics and it was until this past decade
that the identification was supplemented with
molecular biology techniques. Between the reports
based solely on morphology, there are those made
on the cultivation mango (Mangifera indica) in
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reporte mas antiguo encontrado de este patdogeno
es el realizado por Alvarez (1976) afectando el cul-
tivo de cacao (Theobroma cacao). Otros cultivos
que también reporta son: aguacate (Persea ameri-
cana), papaya (Carica papaya) y arbol del caucho
(Hevea brasiliensis Muell.) bajo el nombre de Di-
plodia theobromae, en cana de azucar (Saccharum
officinarum L.) como Diplodia cacaoicola, en chi-
rimoya (Annona cherimola Mill) y durazno (Pru-
nus persica) como Diplodia natalensis causando la
pudricion del fruto y gomosis, respectivamente.
La mayoria de las descripciones de este patoge-

the state of Veracruz, where the environmental
conditions aggravate the situation given that the
rain does not permit for the trees to recuperate their
foliage (Mosqueda et al., 1996). Also, Romero
(1993) made a description of plant phatogenic
on agricultural crops in Mexico and reported B.
theobromae affecting the fruits of mango, custard
apple, cotton, yucca, sweet potato and barbasco.
Other reports with the name of Botryodiplodia
theobromae are those of Becerra (1995) affecting
the cultivation of mango in Michoacan, Nayarit
and Veracruz, where the humidity favors the

Cuadro 1. Reportes en México de L. theobromae afectando distintos cultivos fruticolas y maderables.
Table 1. Reports in México of L. theobromae affecting various fruit and woody crops.

Hospedero Enfermedad Num. de acceso NCBI Referencia
Anacardium occidentalis Necrosis de frutos NR Canales, 2007
Muerte descendente de ramas ,
Anona spp. Pudricion del fruto NR Hernandez et al., 2013
NR
KC335157
Carica papaya Pudr@c@()n de frutos KC335158 Mosqueda et al.,, 1996
Pudricion del pediinculo KC806060 Rojo, 2013
KC806061
KC806062
Carya illinoensis Pudricion del fruto NR Alvidrez-Villareal et al., 2012
Citrus aurantium L. Muerte de plantas NR Varela et al., 2013
Citrus aurantifolia Muerte de ramas NR Varela et al., 2013
Citrus sinensis Pudricién de la base del pedinculo NR Varela et al., 2013
Hibiscus sabdariffa L. Manchado de caliz NR Martinez, 2010
NR
, NR
Cancer de troncos y ramas NR Canales, 1998
Muerte descendente NR Becerra, 1995
Mangifera indica j Mosqueda ef al., 1996
Q619648
o , 1Q619649 Tucucl} et al., 2005
Pudricién del pedinculo 1Q619650 Sandoval-Sanchez et al., 2013
JQ619651
Nephelium lappaceum L. Pudricion de frutos FJ478102.1 Hernandez, 2010
Persea americana Pudricion del pedinculo NR Ochoa-Ascencio et al., 2007
Pinus pseudostrobus Cancer de tallo NR Mohali et al., 2005
Pinus sp. Céncer de tallo AY236952 Slippers et al., 2004
. Muerte descendente Bautista—B‘aﬁos etal., 2002
Pouteria sapota JQ245975 Gomez-Jaimes et al., 2009

Pudricion de frutos

Pudricion de la mazorca
Muerte descendente

Theobroma cacao
Vitis vinifera

Vazquez-Lopez et al., 2009

NR Alvarez, 1976
EU012363 Urbez-Torres et al., 2008

NR= No reportado / NR= Not reported.
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no han sido en base a caracteristicas morfologicas
y es a partir de la década pasada que se ha comple-
mentado la identificacion con técnicas de biologia
molecular. Entre los reportes basados solamente en
morfologia se encuentran los realizados en el cul-
tivo de mango (Mangifera indica) en el estado de
Veracruz, donde las condiciones ambientales agra-
van la situacion pues las lluvias no permiten que el
arbol recupere su follaje (Mosqueda et al., 1996).
También, Romero (1993) realizd una descripcion
de hongos fitopatégenos en cultivos agricolas de
Meéxico y reportd a B. theobromae afectando los
frutos de los cultivos de mango, chirimoya, algo-
don, yuca, camote y barbasco. Otros reportes con
el nombre de Botryodiplodia theobromae son los
de Becerra (1995) afectando el cultivo de mango en
Michoacan, Nayarit y Veracruz, donde la humedad
favorece la aparicion del fitopatogeno. Tucuch et
al. (2005) reportan a B. theobromae como el agen-
te causal de la muerte descendente en mango en
Campeche, en donde la enfermedad se presenta
en mayor intensidad cuando la humedad relativa
es mayor al 80% y temperatura entre 26 a 32 °C,
manifestandose un secamiento en forma progresi-
va y descendente con puntos negros en la corteza,
en las hojas inicia con lesiones de color gris par-
do ocasionando una fuerte defoliacion causando la
muerte del arbol. Ademas de los reportes anterio-
res, también existen otros donde solo se designo
como agente causal a Lasiodiplodia sp. en mara-
non (Anacardium occidentalis) causando necrosis
en frutos en Campeche, Quintana Roo y Yucatan
(Canales, 2007). También Canales (1998) descri-
be el cancer de tronco y ramas en mango bajo el
nombre de Botryodiplodia sp., ademas de inducir la
floracion al ocasionar un estrés hidrico en las ramas
y provocar un efecto de anillado.

En otros cultivos, basados tnicamente en ca-
racteristicas morfologicas, se incluyen los realizados
por Bautista-Bafios et a/. (2002) en donde reportan a

VOLUMEN 33, NUMERO 1, 2015

appearance of the phytopathogen. Tucuch et
al. (2005) reported B. theobromae as the causal
agent for dieback in mango in Campeche, where
the disease presents itself with greater intensity
when the relative humidity is above 80 % and a
temperature between 26 to 32 °C, presenting a
progressive and downward drying with black
dots on the bark; grayish brown injuries start on
the leaves causing intense defoliation leading to
the death of the tree. In addition to the previous
reports, there also exist others where Lasiodiplodia
sp. was only assigned as a causal agent in cashew
(Anacardium occidentalis) causing necrosis in
fruits in Campeche, Quintana Roo and Yucatan
(Canales, 2007). Canales (1998) also describes the
cancer of the trunk and branches in mango under
the name Botryodiplodia sp., as well as inducing
flowering by causing hydrological stress on the
branches and causing a girdling effect.

On other crops, based solely on morphological
characteristics, are included those made by Bautista-
Baiios et al. (2002) where B. theobromae is reported
as the causal agent for the rot in mature mammese;
Martinez (2010) reports L. theobromae affecting
roselle (Hibiscus sabdariffa); Herndndez (2010)
reports it as the causal agent for the black spot in
rambutan (Nephelium lappaceum) in postharvest;
Hernandez et al. (2013) report it associated
to dieback in soursop (Annona spp) branches,
although proof of pathogenicity proving that it is
the although it is not yet needed pathigenicty tests
to prove it is the causal agent of the disease. Varela
et al. (2013) describe it as the causal agent in the
death of bitter orange plants grafted with various
citrus species in nurseries, of the death of branches
in Mexican lemon trees and of the stem-end rot in
orange fruit.

Between the reports that, in addition to the
morphological characteristics,
molecular characterization are those of Urbez-

consider some
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B. theobromae como el agente causal de la pudri-
cion de frutos maduros de mamey; Martinez (2010)
reporta a L. theobromae afectando flores de jamai-
ca (Hibiscus sabdariffa); Hernandez (2010) lo re-
porta como agente causal de la mancha negra de
rambutan (Nephelium lappaceum) en poscosecha;
Hernandez et al. (2013) lo reportan asociado a la
muerte descendente de ramas en guanabana (An-
nona spp), aunque aun son necesarias pruebas de
patogenicidad que comprueben que es el agente
causal de la enfermedad y Varela ef al. (2013) lo
describen como el agente causal de la muerte de
plantas de naranjo agrio injertadas con diferentes
especies de citricos en viveros, de la muerte de ra-
mas en arboles de limén mexicano y de la pudri-
cion del pedunculo en frutos de naranja.

Entre los reportes que consideran ademas de las
caracteristicas morfologicas, alguna caracteriza-
cion molecular se encuentran los de Urbez-Torres
et al. (2008), quienes identificaron a L. theobromae
ocasionando cancer de la vid en el norte de México
y el sur de Estados Unidos de Norteamérica, para
su identificacion y caracterizacion se basaron en las
regiones ITS1-5.8S e ITS 2, una regién parcial del
gen de beta tubulina (B- tubulina), y parte del gen
del factor de elongacion 1 alfa (EF1-a); Vazquez
et al. (2009) reportaron a L. theobromae afectando
varetas de zapote e identificaron al patégeno me-
diante caracteristicas morfologicas y la secuencia-
cion de las regiones ITS. En el arbol de la nuez
(Carya illinoensis), se encontro a L. theobromae en
asociacion a un coledptero como el agente causal
de la pudricion del fruto; el hongo fue identifica-
do en base a las caracteristicas morfologicas y a la
secuenciacion de las regiones ITS (Alvidrez-Villa-
rreal et al., 2012). En el cultivo de mango (Mangi-
fera indica) se reportd ademas de L. theobromae a
L. pseudotheobromae (especie criptica de la prime-
ra) ocasionando pudricion del pedinculo y muerte
descendente, respectivamente. La identificacion de
las especies se baso en caracteristicas morfologicas
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Torres et al. (2008), who identified L. theobromae
as causing cancer of the vine in the north of Mexico
and the southern United States; for its identification
and characterization they based on the ITS1-5.8s
and ITS 2 regions, a partial region of the beta-
tubulin gene (B-tubulin), and part of the elongation
factor 1-alpha gene (EF1-a). Vazquez et al. (2009)
reported L. theobromae affecting sapote twigs and
identified the pathogen through morphological
characteristics and the sequencing of the ITS
regions. In the pecan tree (Carya illinoensis),
L. theobromae was found in association with a
coleopteran as the causal agent for the fruit rot; the
fungus was identified based on the morphological
characteristics and the sequencing of the ITS
regions (Alvidrez-Villarreal et al., 2012). In the
mango crop (Mangifera indica) in addition to L.
theobromae, L. pseudotheobromae (cryptic species
of the former) was also reported, causing stem rot
and dieback, respectively. The identification of the
species was based on morphological characteristics
and in the amplification and sequencing of the ITS
regions (Sandoval-Sanchez ef al., 2013). In papaya
(Carica papaya), Rojo (2013) identified, through
morphological characteristics and the sequencing
of ITS regions, L. theobromae as responsible for
the postharvest stem rot.

Control. There have been various studies carried
out in order to control L. theobromae once it
has been detected in a crop. Li et al. (1995)
evaluated fungicides against L. theobromae and
Botryosphaeria dothidea which cause gummosis
in peaches and apricot, finding that the fungicide
metil-tiofanato inhibited the growth of mycelia,
the germination of conidia and controlled the
development of the disease in apricot trees; they
also reported that the fungicides sprayed, metil-
tiofanato 70WP and carbendazim 50WP can be
used as an auxiliary treatment in order to prevent
the infection of the pathogen.
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y en la amplificacién y secuenciacion de las regio-
nes ITS (Sandoval-Sanchez et al., 2013). En papaya
(Carica papaya), Rojo (2013) identificd, mediante
caracteristicas morfologicas y la secuencia de re-
giones ITS, a L. theobromae como responsable de
pudricién del pedinculo en poscosecha.

Control. Numerosos son los estudios realizados
para controlar a L. theobromae una vez detectado
en el cultivo. Li et al. (1995) evaluaron fungicidas
contra L. theobromae y Botryosphaeria dothidea
causantes de gomosis en duraznos y albaricoque,
encontrando que el fungicidas metil-tiofanato inhi-
bi6 el crecimiento micelial, la germinacion de co-
nidios y control6 el desarrollo de la enfermedad en
arboles de albaricoque; también reportaron que los
fungicidas asperjados, metil-tiofanato 70WP y car-
bendazima SOWP se pueden usar como tratamiento
auxiliar para prevenir la infeccion del patogeno.

Por otro lado, Tamayo (2007) recomienda la uti-
lizacion de hipoclorito de calcio y carboxin/captan,
a fin de prevenir posibles pudriciones o la mani-
festacion del hongo en el semillero, y antes del al-
macenamiento se deben sumergir los frutos en una
solucioén fungicida a base de procloraz. También re-
comienda aspersiones precosecha con fungicidas a
base cobre, benomil, metil tiofanato, carbendazim
o tiabendazol en forma rotativa a fin de evitar la
aparicion de poblaciones del patdgeno resistentes
a los fungicidas.

En un estudio de evaluacion de la sensibilidad
de L. theobromae hacia dos grupos de fungicidas
se concluyo que un 91.6 % de 120 aislados prove-
nientes de huertos de papaya fueron sensibles a los
ingredientes activos del grupo de carbamatos del
tipo metil benzimidazol (benomyl y tiabendazol).
En cuanto al grupo de fungicidas del tipo inhibi-
cioén por demetilacion (Imazalil, procloraz, tebu-
conazol) se encontrd gran variabilidad en cuanto
al grado de sensibilidad de los aislados analizados
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On the other hand, Tamayo (2007) recommends
the usage of calcium hypochlorite and carboxin/
captan in order to prevent possible rot or the
manifestation of the fungus in the nursery, and
before storage the fruit must be submerged in a
prochloraz-based solution. Tamayo (2007) also
recommends a pre-harvest spray of copper-based
fungicides, benomyl, metil-tiofanato, carbendazim
or tiabendazole on a rotational basis in order to
avoid the appearance of pathogen populations
resistant to the fungicides.

In a sensibility evaluation study of L. theobromae
towards two groups of fungicide, it was concluded
that 91.6 % of 120 isolates stemming from papaya
orchards were sensible to the active ingredients
of the carbonates of the methyl benzimidazole
type (benomyl and tiabendazole). Regarding
the group of fungicides of the inhibition type by
demethylation (Imazalil, prochloraz, tebuconazole)
great variability was found with regard to the grade
of sensibility of the isolates analyzed, concluding
that L. theobromae is less sensible to this group of
fungicides (da Silva et al., 2012).

In post-harvest, Barbosa-Martinez et al. (2002)
evaluated the effect of ozone, iodine and chlorine in
the germination of spores of L. theobromae isolating
the mango fruit and found that in the application
of iodine (500 mg.L") the germination of spores
of L. theobromae was of 10 %; meanwhile, in the
application of ozone (2.2 mg.L"') and chlorine
(360 mg.L") the germination of spores was of 30
and 40 %, respectively.

Tovar et al. (2013) reported that the combination
of washing and the subsequent application of
tiabendazole reduced the incidence of the diseases
caused by L. theobromae up to 81 % in sapote
graft. The fungicides cyprodinil+fludioxinil,
pyraclostrobin+boscalid, prochloraz, tebuconazole,
and iprodione were efficient in inhibiting the
mycelian growth of L. theobromae in vitro.
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concluyendo que L. theobromae es menos sensible
a este grupo de fungicidas (da Silva et al., 2012).

En poscosecha, Barbosa-Martinez et al. (2002)
evaluaron el efecto del ozono, yodo y cloro en la
germinacion de esporas de L. theobromae aislado
de frutos de mango y encontraron que en la aplica-
ciéon de yodo (500 mg. L) la germinacion de es-
poras de L. theobromae fue de 10%; mientras que
con ozono (2.2 mg. L") y cloro (360 mg. L) la
germinacion de esporas fue de 30 y 40%, respec-
tivamente.

Tovar et al. (2013) reportaron que la combina-
cion de lavado y posterior aplicacion de tiabenda-
zol redujo la incidencia de la enfermedad ocasio-
nada por L. theobromae hasta un 81 % en injertos
de zapote. Los fungicidas ciprodinil+fludioxinil,
piraclostrobin+boscalid, procloraz, tebuconazol,
iprodione fueron eficaces para inhibir el crecimien-
to miceliar de L. theobromae in vitro.

En citricos, Varela et al. (2013) reportan la apli-
cacion de benomyl y compuestos a base de oxiclo-
ruro de cobre contra L. theobromae en las distintas
etapas del cultivo. Canales (1998) sugiere, para el
control del cancer de tronco y ramas de mango, rea-
lizar una cirugia en los canceres hasta eliminar el
tejido dafiado y aplicar Benlate®, Tecto 60® o De-
rosal 50® en las heridas. Tambien en mango, en la
muerte descendente se recomienda podar las heri-
das y realizar aspersiones de fungicidas a base de
cobre cada 15-20 dias, también se puede aplicar los
productos Captan, Maneb, Zineb y Benomyl, desde
el inicio de la floracion hasta un mes antes de la
cosecha (Tucuch et al., 2005). En marandn se re-
comiendan podas sanitarias y tratamiento preven-
tivo con fungicidas a base de oxicloruro de cobre
o azufre como ingrediente activo antes de iniciar la
floracion; durante la floracion y formacion del fruto
se puede utilizar un fungicida sistémico a base de
Fosetyl-al, Metalaxil-m o Triforine para reducir la
incidencia de la necrosis en frutos (Canales, 2007).
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In citrus, Varela et al. (2013) reported the
application of benomyl and copper oxychloride-
based compounds against L. theobromae in the
various cultivation stages. Canales (1998) suggests
in order to control the cancer of the trunk and
branches of mango, to carry out a surgery in the
cancer until eliminating the damaged tissue and
then apply Benlate®, Tecto 60® or Derosal 50
in the wounds. Also with regard to dieback in
mango, it is recommended to prune the wounds
and spray with copper-based fungicides every 15-
20 days. The products Captan, Maneb, Zineb and
Benomyl may also be applied from the beginning
of the flowering period up to a month before the
harvest (Tucuch et al., 2005). Sanitary pruning
and preventive treatment with copper oxychloride
or sulfur as an active ingredient is recommended
on cashew before beginning the flowering period;
during the flowering period and the formation
of the fruit, a systemic fungicide with a Fosetyl-
al, Metalaxil-m or Triforine base may be used
to reduce the incidence of necrosis on the fruit
(Canales, 2007).

CONCLUSIONS

Lasiodiplodia theobromae is a pathogen with
limited pathogenicity studies and a range of
hosts in Mexico. The majority of the reports of L.
theobromae have been based on morphological
characteristics. The complex of cryptic species
associated with L. theobromae require studies that
associate morphological and molecular or genetic
characteristics. The priorities of the investigation
programs must focus on quantifying the impact
that this fungus has on various crops, as well as
determining the means of infection and the evaluation
of susceptibility to chemical products in order to
establish guidelines for an effective control strategy.
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CONCLUSIONES

Lasiodiplodia theobromae es un patégeno con
escasos estudios de patogenicidad y rango de hos-
pederos en México. La mayoria de los reportes de
L. theobromae se han basado en caracteristicas
morfologicas. El complejo de especies cripticas
asociadas a L. theobromae requiere de estudios que
asocien caracteristicas morfologicas y moleculares
o genéticas. Las prioridades de los programas de
investigacién deberian enfocarse en cuantificar el
impacto que ocasiona este hongo en diversos culti-
vos, asi como determinar el modo de infeccion y la
evaluacion de susceptibilidad a productos quimicos
para establecer lineamientos de una estrategia efec-
tiva de control.
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Resumen. El nopal verdura (Opuntia ficus-in-
dica) se introdujo recientemente a Cuautepec de
Hinojosa, Hidalgo. En esta region se detecté un
virus ocasionando halos cloréticos y manchas irre-
gulares en los cladodios. En infecciones severas los
cladodios pierden turgencia en postcosecha, lo cual
causa mermas comerciales significativas. El virus
se transmitid mecanicamente en seis de 11 plantas
indicadoras. En Chenopodium quinoa caus6 infec-
cion sistémica consistente en venas clorodticas y
manchas amarillas intervenales. El virus se trans-
mitié en 43 % de los cladodios inoculados indu-
ciendo halos cloréticos y manchas cloroticas irre-
gulares a los 7 y 25 dias después de la inoculacion,
respectivamente. El analisis electroforético mostro
que el genoma del virus es de ARN de cadena sen-
cilla, mientras que al microscopio electronico de
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Abstract. The cactus pear (Opuntia ficus-indica)
was recently introduced in Cuautepec de Hinojosa,
Hidalgo. In this region, a virus was detected causing
chlorotic halos and irregular spots on the cladodes.
In severe infections, postharvest cladodes lose
turgidity, which causes significant commercial
losses. The virus was mechanically transmitted to
six out of eleven indicator plants. In Chenopodium
quinoa, it caused systemic infection showed as
chlorotic veins and intervenal yellow spots. The
virus was transmitted in 43 % of the inoculated
cladodes, inducing chlorotic halos and irregular
chlorotic spots at 7 and 25 days after inoculation,
respectively. The electrophoretic analysis showed
that the virus is an RNA single stranded genome,
and flexible rod particles were observed using a
transmission electron microscope. The RT-PCR
diagnostic test indicated that the virus is a species
of Potexvirus. In the cactus pear production units
that were evaluated, the virus caused a 47-60 % and
51-79 % of incidence and severity, respectively,
with an aggregated spatial pattern with strong row
directionality, suggesting virus dispersion through
pruning and harvesting.
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transmision se observaron particulas virales en for-
ma de varilla flexible. El diagndstico por RT-PCR
indicé que el virus corresponde a una especie del
género Potexvirus. En las unidades de produccion
evaluadas, el virus causo una incidencia del 47-60
% vy severidad del 51-79 %, con distribucion espa-
cial en agregados y con fuerte direccionalidad en
sentido de los surcos, debido posiblemente al ma-
nejo de poda y cosecha.

Palabras clave: nopal verdura, cactdceas, virus
ARN, varilla flexible.

Meéxico cuenta con diferentes especies de cacta-
ceas que tienen importancia alimenticia, ecologica
y cultural. De las cactaceas comestibles destacan
los nopales (Opuntia spp.) los cuales se producen
como cladodios jovenes para consumo humano,
siendo O. ficus-indica (L.) Miller la especie mas
importante. Actualmente, México es el primer pro-
ductor y consumidor de nopal verdura en el mun-
do. En el 2009, el pais contaba con 13,123.91 ha
(SIAP-SAGARPA, 2013), siendo la zona centro
la principal region productora y consumidora. En
Cuautepec de Hinojosa, Hidalgo, en donde se culti-
va la variedad Atlixco-Puebla, se detectaron plantas
con manchas anulares de color amarillo a blanque-
cino localizadas alrededor de las areolas. Cladodios
con sintomas mas severos presentaron coloracion
amarillenta generalizada, adelgazamiento y even-
tual marchitez. Los cladodios que se cortan para
la venta se oscurecen progresivamente y en 24 h
pueden mostrar una coloracion cobriza que deme-
rita su comercializacion. En México, Venezuela y
Estados Unidos de Norteamérica se reportan en
algunas cactaceas al Cactus virus X (Lastra et al.,
1976), Saguaro cactus virus (Nelson y Tremaine,
1975), Sammons Opuntia virus (Milbrath y Nel-
son, 1972), Cactus virus 2 (Brandes and Wetter,
1959), Zygocactus virus (Fauquet et al., 2005) y al
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Key words: cactus pear, cacti, RNA virus, flexible
rod.

Mexico has several different species of cacti
that are of alimentary, ecological and cultural
importance. Of those that are edible, the cactus
pearscactus (Opuntia spp.) are the most important.
These species are produced as young cladodes for
human consumption, beeing O. ficus-indica (L.)
Miller the most important one. Currently, Mexico is
the first producer and consumer of cactus pear in the
world. In 2009, the country had 13,123.91 hectares
(SIAP-SAGARPA, 2013), beeing the central zone
the main region for production and consumption.
In Cuautepec de Hinojosa, Hidalgo, where the
Atlixco-Puebla variety is cultivated, plants were
detected with yellow to whitish ringspots around
the areoles. Cladodes with more severe symptoms
showed a generalized yellow color, thinning and
eventual wilt. The cladodes that are harvested for
sale become progressively dark and within 24 hours
could showed a copper-like color that reduced
its commercialization. In Mexico, Venezuela
and the United States of North America: Cactus
virus X (Lastra et al., 1976), Saguaro cactus virus
(Nelson and Tremaine, 1975), Sammons’ Opuntia
virus (Milbrath and Nelson, 1972), Cactus virus
2 (Brandes and Wetter, 1959), Zygocactus virus
(Fauquet et al., 2005), and Tobacco mosaic virus
are reported in some cacti (Giri and Chessin, 1975).
In Cuautepec de Hinojosa, the symptoms on the
cladodes of the cactus pear cause economic losses
to the producer, which justifies the importance of
generating knowledge regarding the etiology of
this disease. According to this information, the
objectives of this research were to determine the
causal agent of the chlorotic spots on the cactus
pear in Cuautepec de Hinojosa, Hidalgo, and to
estimate the incidence and severity in commercial
plants in this region.
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Tobacco mosaic virus (Giri y Chessin, 1975). En
Cuautepec de Hinojosa, los sintomas que se mani-
fiestan en los cladodios de nopal verdura ocasionan
pérdidas economicas al productor, lo que justifica
la importancia de generar conocimiento acerca de
la etiologia de esta enfermedad. Con base en lo
anterior, los objetivos del presente trabajo fueron
determinar el agente causal de las manchas cloro-
ticas del nopal verdura en Cuautepec de Hinojo-
sa, Hidalgo, y estimar la incidencia y severidad en
plantaciones comerciales de esta localidad.

Se examinaron tres unidades de produccion de
nopal verdura de 102 x 46 m cada una, ubicadas en
Puerta de Yolo en Cuautepec de Hinojosa, Hidalgo.
Las plantas estaban sembradas en surcos a 35 cm
entre plantas y a 60 cm entre hileras, y se fertiliza-
ron con estiércol vacuno. El productor incluy6 po-
das intensas en el manejo de plantacion y cosecha.
En otofio 2009, se recolectaron 50 cladodios jove-
nes de 50 plantas de nopal localizadas en estas uni-
dades; 25 tenian halos cloréticos alrededor de las
areolas (Figura 1A) y el resto fueron asintomaticos.
Las muestras se trasladaron al invernadero y labo-
ratorio de Virus Fitopatogenos del Colegio de Post-
graduados. Para descartar la presencia de hongos
y bacterias fitopatogenas, los cladodios sintomati-
cos se observaron directamente en un microscopio
estereoscopico y se disectaron en fragmentos de 1
cm? que se sembraron en PDA y B de King. Para
cada medio se sembraron 40 fragmentos de clado-
dio distribuidos en cuatro cajas Petri. Este analisis
se repitio dos veces, y al obtener resultados negati-
VoS para estos microorganismos se hizo la extrac-
cién de ARN bicatenario (ARNbc) para determinar
la presencia de un posible virus. La extraccion se
hizo independientemente a partir del tejido epidér-
mico de cuatro cladodios sintomaticos y de cuatro
asintomaticos (testigo), siguiendo el protocolo de
Dodds et al., (1987).

La purificacion parcial del posible virus se hizo
de acuerdo con el protocolo propuesto por Lastra
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Three units for the production of cactus pear
were examined, each 102 x 46 m, located in Puerta
de Yolo in Cuautepec de Hinojosa, Hidalgo. The
plants were sown in furrows with 35 cm between
plants and 60 cm between rows, and were fertilized
with cattle manure. The producer included intensive
pruning as part of the management of the plantation
and harvest. In fall 0f2009, 50 young cladodes were
collected from 50 cactus plants located in these
units; 25 had chlorotic spots around the areoles
(Figure 1A) and the rest were asymptomatic.
The samples were transported to the greenhouse
and to the laboratory of Plant pathogenic virus at
the Postgraduate College. In order to discard the
presence of fungi and phytopathogenic bacteria,
the symptomatic cladodes were directly observed
through a stereo microscope and were dissected
in 1 cm? fragments that were spread on PDA and
King B media. For each medium, 40 fragments
of cladodes were placed and, distributed on four
Petri dishes. This analysis was repeated twice,
and due to they were obtained negative results for
these microorganisms, the double-stranded RNA
(dsRNA) was extracted in order to determine the
presence of a possible virus. The extraction was
done independently from the epidermal tissue of
four symptomatic and four asymptomatic (control),
following the protocol of Dodds et al., (1987).

The partial purification of the possible virus was
performed in according to the protocol proposed
by Lastra et al., (1976). Furthermore, the partial
purification of the virus and the maceration of
the epidermis that covered the chlorotic spots of
the sick cladodes were independently placed on
formvar coated copper 400 mesh grids. They were
contrasted with 2 % uranyl acetate and observed
under a JEOL transmission electron microscope,
models JEM-1200 EXII and JEM-100 CX II of the
Central de Instrumentacion de Microscopia de la
Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del IPN
and the Facultad de Estudios Superiores Unidad
Iztacala de la UNAM, respectively.
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Figura 1. Cladodios de nopal verdura en campo con manchas anulares clordticas alrededor de las aereolas o entre ellas (A).
Sintomas en plantas indicadoras inoculadas con la savia de cladodios de nopal verdura con manchas anulares cloréticas
(B). Lesiones locales necroticas en Nicotiana tabacum var. Xanthi (B1). Lesiones locales cloroéticas en Chenopodium
quinoa (B2). Lesiones locales cloroticas en N. benthamiana (B3).

Figure 1. Cladodes of cactus pear in the field with chlorotic ringspots around the areoles or between them (A). Symptoms on
indicator plants inoculated with sap of cladodes of cactus pear with chlorotic ringspots (B). Necrotic local injuries on
Nicotiana tabacum var. Xanthi (B1). Chlorotic local injuries on Chenopodium quinoa (B2). Chlorotic local injuries on N.
benthamiana (B3).
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et al., (1976). Ademas, el purificado parcial y el
macerado de la epidermis que cubria los halos clo-
roticos de cladodios enfermos se colocaron inde-
pendientemente en rejillas de cobre de malla 400
con formvar, se contrastaron con acetato de uranilo al
2 % y se observaron en un microscopio electronico
de transmision JEOL modelos JEM-1200 EXII y
JEM-100 CX 1II de la Central de Instrumentacion
de Microscopia de la Escuela Nacional de Ciencias
Biologicas del IPN y de la Facultad de Estudios
Superiores Unidad Iztacala de la UNAM, respec-
tivamente.

La transmision del posible virus se hizo median-
te inoculacion mecanica en tres grupos de 11 plan-
tas indicadoras cada uno (Nicotiana tabacum cv.
Xanthi, N. rustica, N. glutinosa, N. occidentalis, N.
benthamiana, N. clevelandii, Capsicum annuum,
Chenopodium quinoa, Ch. amaranticolor, Datura
stramonium 'y Solanum lycopersicum). Como fuen-
te de in6culo se utilizo la epidermis de cladodios
sintomaticos recolectados en Cuautepec de Hinojo-
sa. Las plantas se mantuvieron en invernadero a 25-
30 °C con humedad relativa del 70+5 % y 12 horas-
luz, y se revisaron durante 15 dias para registrar la
aparicion de sintomas. La transmisidn mecanica a
plantas de nopal se hizo también mecanicamente en
siete cladodios asintomaticos de plantas diferentes.
Como fuente de indculo se utilizé la epidermis de
cladodios sintomaticos, la cual se macer6 en amor-
tiguador de fosfatos + DIECA 0.01M pH 7.2. Se
espolvored carborundum de 600 mallas sobre una
superficie aproximada de 5 cm? en la porcion supe-
rior del cladodio, y con un hisopo se tomo el in6-
culo y se froto sobre dicha superficie. Como testigo
negativo se inocularon siete plantas asintomaticas
con un hisopo humedecido en el amortiguador an-
tes indicado. Todas las plantas se mantuvieron en
invernadero durante 45 dias y se observaron cada
72 h para registrar la aparicion de sintomas. Las
plantas utilizadas en esta fase se obtuvieron en
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The transmission of the possible virus was
performed through mechanical inoculation on
three groups of eleven indicator plants (Nicotiana
tabacum cv. Xanthi, N. rustica, N. glutinosa, N.
occidentalis, N. benthamiana, N. clevelandii,
Capsicum annuum, Chenopodium quinoa, Ch.
amaranticolor, Datura stramonium 'y Solanum
lycopersicum). The epidermis of symptomatic
cladodes collected in Cuautepec de Hinojosa was
used as a source of inoculum. The plants were kept
in greenhouse at 25-30 °C with relative humidity
of 70 £ 5 % and 12 daylight-hours; they were
examined during 15 days in order to record the
appearance of symptoms. Mecanical transmission
to cactus plants was also done mechanically on
seven asymptomatic cladodes of different plants.
The epidermis of symptomatic cladodes was used
as a source of inoculum, which was macerated in
phosphate buffer + DIECA 0.01M pH 7.2. 600
mesh carborundum was sprinkled over a surface of
approximately 5 cm? on the upper portion of the
cladode; the inoculum was taken with a cotton swab
and was rubbed over the surface. As a negative
control, seven asymptomatic plants were inoculated
with a cotton swab previously moistened with the
buffer mentioned above. All the plants were kept
in greenhouse for 45 days and were observed
every 72 hours in order to record the appearance
of symptoms. The plants used in this phase were
obtained from Tlalnepantla, Morelos; a region
where no viral symptoms have been observed, in
order to have natural growth conditions.

The extraction of RNA was done with the
epidermis of symptomatic and asymptomatic
cladodes with the commercial product Trizol®
following the manufacturer’s instructions, and
with the silica method. The RT-PCR was done with
primers for 7obacco mosaic virus (TMV), Carnation
mottle virus (CarMV) and for the Potexvirus and
Tobamovirus genera. For TMV, the RT-PCR was
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Tlalnepantla, Morelos, region en donde no se han
observado sintomas virales, a fin de tener condicio-
nes naturales de crecimiento.

La extraccion de ARN se hizo de la epidermis de
cladodios sintomaticos y asintomaticos con el pro-
ducto comercial Trizol®siguiendo las instrucciones
del fabricante, y con el método de silica. La RT-
PCR se hizo con iniciadores para el Tobacco mo-
saic virus (TMV), Carnation mottle virus (CarMV)
y para los géneros Potexvirus y Tobamovirus. Para
el TMV Ia RT-PCR se realiz6 en un solo paso con
los iniciadores especificos TMVCPF y TMVCPR
(Ortega et al., 2007) que amplifican un fragmento
de 240 pb. El fragmento de la cubierta proteica del
CarMV (1.05 kb) se amplifico con los iniciadores
CarMV y CarMV/F (Singh et al., 2005). Para el gé-
nero Potexvirus (Van der Vlugt et al., 2000) se uti-
lizaron los iniciadores POTEX1RC, POTEX2RC
y POTEXS5RC. Las combinaciones POTEXI1RC /
POTEXSRC y POTEX2RC / POTEX5RC amplifi-
can un fragmento de 735 y 584 pb, respectivamen-
te, correspondientes a la replicasa viral. Para algiin
miembro del género Tobamovirus se utilizaron
los iniciadores TMV5vAccl / TMV3ve y TMVcpS
/ TMVcep3, que amplifican un fragmento de 360-
419, y 300 pb, respectivamente. Para cada par de
iniciadores se realizoé la RT-PCR en un solo paso.

Para evaluar la distribucion de la incidencia de
sintomas en las unidades de produccion, se deter-
min6 el nimero de plantas con manchas clordticas
irregulares o circulares, y la presencia de anillos
cloréticos alrededor de las areolas. La primera uni-
dad se dividio en tres secciones de cinco surcos
cada una (localizadas a la entrada, parte media y
final del invernadero, respectivamente) para eva-
luar 50 plantas/surco/seccion (250 plantas en total).
En cada una de las otras dos unidades se evaluaron
20 plantas continuas en cinco surcos (100 plantas
en total). La severidad de la enfermedad se estimé
cuantificando el nimero de cladodios sintomaticos
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done in a single step with the specific primers
TMVCPF and TMVCPR (Ortega et. al, 2007) that
amplify a fragment of 240 pb. The fragment of the
protein cover of the CarMV (1.05 kb) was amplified
with the CarMV and CarMV/F (Singh et al., 2005).
For the Potexvirus genus (Van der Vlugt et al.,
2000) used the POTEXIRC, POTEX2RC. The
PTEXI1RC / POTEX5RC and POTEX2RC / pairs
POTEXSRC amplify a fragment of 735 and 584 pb,
respectively, corresponding to the viral replicase.
For any member of the Tobamovirus genus, the
primers used were TMV5vAccl / TMV3ve and
TMVcp5 / primers TMVcep3, which amplify a
fragment of 360-419, and 300 pb, respectively. For
each pair of primers, the RT-PCR was done in a
single step.

In order to evaluate the distribution of the
incidence of symptoms in the production units, the
number of plants with irregular or circular chlorotic
spots and the presence of chlorotic rings around the
areoles were determined. The first unit was divided
in three sections of five furrows each (located at
the entrance, middle and end of the greenhouse,
respectively) in order to evaluate 50 plants/furrow/
section (250 plants total). In each of the other two
units, 20 continuous plants were evaluated in five
furrows (100 plants total). The severity of the
disease was estimated quantifying the number of
symptomatic cladodes with regard to the number
of total cladodes per plant, considering that the
induced damages are of a systemic type, and under
the supposition that greater number of infected
cladodes implied a greater period of infection.
The data obtained was analyzed the using Surfer®
program ver. 8.0 in order to generate dispersion
maps of severity with geostatistic interpolation.

The cladodes of cactus pear with symptoms
associated to virus showed ringspots around and
between the areoles (Figure 1A), and 48 hours
after having been collected they turned aqueous
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con respecto al numero de cladodios totales por
planta, considerando que los dafios inducidos son
de tipo sistémico, y bajo el supuesto de que ma-
yor numero de cladodios enfermos implicé mayor
periodo de infeccion. Los datos obtenidos se ana-
lizaron con Surfer® ver. 8.0 para generar mapas de
dispersion de severidad por interpolacion geoesta-
distica.

Los cladodios de nopal verdura con sintomas
asociados a virus presentaron manchas anulares
alrededor y entre las areolas (Figura 1A), y a 48
horas después de haberlos recolectado se tornaron
acuosos y de color marron. El analisis fitosanitario
general de los cladodios sintomaticos no mostrd
signos de bacterias ni hongos fitopatdgenos, pero
se aislo ARN bicatenario, lo que indico la presen-
cia de un virus con ARN genémico. En algunos
miembros de la familia Cactaceae estan reportados
el Cactus virus X, Zygocactus virus, Cactus virus 2,
Saguaro cactus virus, Sammon’s Opuntia virus'y el
Tobacco mosaic virus, cuyo genoma es también de
ARN. Sin embargo, todos estos virus se descartan
como posibles inductores de los sintomas observa-
dos debido a que los sintomas que se expresaron
en el rango de plantas hospedantes (Cuadro 1), y
la forma y tamafio de las particulas virales (Figu-
ra 2, Cuadro 2) no concuerdan con lo que hasta
ahora esta reportado en la literatura (De la Torre et
al., 2007; Hausbeck y Gildow, 1991; Lastra ef al.,
1976; Nelson y Tremaine 1975).

En la epidermis de cladodios sintomaticos se
observaron particulas virales en forma de varilla
flexible, y en el purificado parcial varillas fragmen-
tadas de tipo rigido (Figura 2A). Estas particulas tu-
vieron un tamafo promedio de 112 x 24 nm, el cual
difiere de lo reportado por Fauquet et al. (2005) y
De la Torre et al. (2007) (Cuadro 2), por lo que se
descarto que las fracciones rigidas en nopal verdura
correspondieran a alguna especie de Tobamovirus,
género que se encontrd en nopal tunero (De la Torre
et al., 2007). Las varillas flexibles en los cladodios
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and brown. The general phytosanitary analysis of
the symptomatic cladodes did not show signs of
phtypathogenic fungi or bacteria; however, the
double-stranded RN A was isolated, which indicated
the presence of a virus with genomic RNA. In some
members of the Cactaceae family the: Cactus virus
X, Zygocactus virus, Cactus virus 2, Saguaro cactus
virus, Sammon's Opuntia virus and Tobacco mosaic
virus, whose genome is also RNA. However, all
of these viruses have been reported discarded as
possible causes for the observed symptoms due
to the fact that the symptoms showed in the range
of the host plants (Table 1), and the form and size
of the viral particles (Figure 2, Table 2) do not
coincide with what has been reported so far (De
la Torre et al., 2007; Hausbeck and Gildow, 1991;
Lastra et al., 1976; Nelson and Tremaine, 1975).

In the epidermis of symptomatic cladodes, viral
particles were observed in a flexible rod form, and
in the partial purification they look like fragmented
rods of a rigid type (Figure 2A). These particles
had an average size of 112 x 24 nm, which differ
from what was reported by Fauquet et al. (2005)
and De la Torre ef al. (2007) (Table 2), therefore it
was discarded that the rigid fractions in the cactus
pear corresponded to any species of Tobamovirus,
genus that was found in prickly pear cacti (De la
Torre et al., 2007). The flexible rods in the cladodes
of did not correspond to those of the Cactus virus
X, Zygocactus virus (Alphaflexiviridae family) nor
to Cactus virus 2 (Betaflexiviridae family), given
that their size is greater than that of the observed
particles.

The mechanical transmission of the causal agent
occurred in three out of seven inoculated cladodes.
No control cladode showed symptoms. Seven days
after inoculation (dai), the first symptoms appeared
on all the shoots emerged from the inoculated
cladodes. The symptoms were chlorotic rings and
spots found mainly on the mid-part of the shoots
(Figure 2D). At 14 dai, the chlorosis was more
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de nopal no correspondieron a las del Cactus virus
X, Zygocactus virus (familia Alphaflexiviridae) ni
al Cactus virus 2 (Familia Betaflexiviridae), ya que
su tamafio es mayor al de las particulas observadas.

La transmision mecanica del agente causal ocu-
rrid en tres de los siete cladodios inoculados. Nin-
gun cladodio testigo mostré sintomas. A los siete
dias después de la inoculacion (ddi), se presentaron
los primeros sintomas en todos los brotes emitidos
de los cladodios inoculados. Los sintomas fueron
anillos y halos cloréticos localizados principalmen-
te en la parte media de los brotes (Figura 2D). A los
14 ddi, la clorosis fue mas evidente e incrementaron
el nimero y tamafio de halos cloroticos (1-1.5¢cm),
principalmente rodeando las areolas (Figura 2D).
A los 25 ddi, los halos se convirtieron en manchas
clordticas circulares (1.5-2cm) e irregulares debi-
do a su coalescencia (Figura 2D). Estos sintomas
contrastan con los reportados por De la Torre et al.
(2007), quienes observaron manchas clordticas de
0.5-1cm distribuidas uniformemente fuera de la
zona areolar en los cladodios de nopal tunero (O.
amyclaea). De los virus reportados en cactaceas,
unicamente en la asociacion Cactus virus X — No-
palea cochenillifera (Lastra et al., 1976), se pre-
sentan sintomas similares a los observados en el
presente trabajo. En cactaceas silvestres este virus
induce manchas anulares amarillas simples o con-
céntricas de 2-4 cm entorno a las areolas. Con base
en la identificacion por RT-PCR, los cladodios sin-
tomaticos estuvieron infectados con alguna especie
del género Potexvirus (Figura 2D). Este resultado
es congruente con el analisis en microscopia elec-
tronica de transmision, en donde se observaron
particulas virales flexibles, por lo que los sintomas
asociados a cladodios de nopal verdura podrian co-
rresponder a alguna especie del género Potexvirus,
a excepcion del Cactus virus X'y Zygocactus virus,
cuyas particulas son mas grandes que las del virus
aislado de los cladodios de nopal verdura; ademas,
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evident and the number and size of the chlorotic
spots increased, mainly circling the areoles (Figure
2D). At 25 dai, the rings became chlorotic spots,
circular and irregular due to their coalescence
(Figure 2D). These symptoms contrast with those
reported by De la Torre ef al. (2007), who observed
chlorotic spots of 0.5-1cm uniformly distributed
outside the areolar zone on the cladodes of the
prickly pear cacti (O. amyclaea). Of the viruses
reported in cacti, only in the Cactus virus X —
Nopalea cochenillifera interaction (Lastra et al.,
1976), the symptoms showed are similar to to those
observed in this work. In wild cacti, this virus
induces simple or concentric yellowish ringspots
of 2-4 cm surrounding the areoles. According
to identification by RT-PCR, the symptomatic
cladodes were infected with a species of the genus
Potexvirus (Figure 2D). This result is congruent
with the transmission electron microscopy analysis,
where flexible viral particles were observed, so the
symptoms associated to cladodes of cactus pear
could correspond to some specie of the genus

Cuadro 1. Sintomas en plantas indicadoras inoculadas con
el virus aislado de cladodios de nopal verdura
con manchas anulares clordticas. Cuautepec de
Hinojosa, Hidalgo.

Table 1. Symptoms on indicator plants inoculated with the vi-

rus isolated from cladodes of cactus pear with chlo-
rotic ringspots. Cuautepec de Hinojosa, Hidalgo.

Hospedante Sintomas

Asintomaética

Lesiones locales cloroticas
Lesiones locales cloroticas
Lesiones locales cloréticas
Lesion sistémica

Capsicum annuum var. Ancho
Chenopodium amaranticolor
C. quinoa

Datura stramonium
Nicotiana benthamiana

N. clevelandii Asintomatica
N. glutinosa Lesiones locales cloroticas
N. occidentalis Asintomaética
N. rustica Asintomaética
N. tabacum var. Xanthi Lesiones locales cloroticas
Solanum lycopersicum Asintomatica
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Figura 2. Particulas virales presentes en el purificado parcial obtenido de cladodios de nopal verdura con sintomas putativos a virus

Figure 2.

(A). Bandas de RNA bicatenario obtenidas a partir de plantas de nopal verdura (B). Carril 1: marcador molecular de 1Kb;
carril 2: cladodios asintomaticos; carril 3: cladodios con manchas anulares clordticas alrededor de las areolas. Productos
de amplificacion de RT-PCR para el género Potexvirus (C). Carril 1: marcador molecular de 1 Kb (Plus Invitrogen);
carriles 2-6 y 8-12: cladodios de nopal verdura con manchas anulares clordticas; carril 13: tejido foliar de orquidea
infectada con un Potexvirus; carril 14: testigo negativo; carril 7: sin muestra. Manchas anulares clordticas en brotes de
cladodios inoculados con savia infectiva a los 7 (D1), 14 (D2) y 25 (D3) dias después de la inoculacion.

Viral particulates found in the partial purification obtained from cladodes of cactus pear with putative virus symptoms
(A). Bands of double-stranded RNA obtained from the cactus pear (B). Line 1: molecular marker of 1Kb; line 2:
asymptomatic cladodes; line 3: cladodes with chlorotic ringspots around the areoles. Products of RT-PCR amplification
for the genus Potexvirus (C). Line 1: molecular marker 1 Kb (Plus Invitrogen); line 2-6 and 8-12: cladodes of cactus pear
with chlorotic ringspots; line 13: foliar tissue of orchid infected with Potexvirus; line 14: negative control; line 7: without
sample. Chlorotic ringspots in growths of cladodes inoculated with infected sap at 7 (D1), 14 (D2) and 25 (D3) days after
inoculation.
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Cuadro 2. Tipo y tamafio de particula viral en el purificado parcial obtenido de cladodios de nopal
verdura con manchas anulares clordticas. Cuautepec de Hinojosa, Hidalgo.
Table 2. Type and size of a viral particle in a partial purified obtained from cactus pear cladodes with
clhorotic ringspots. Cuatepec de Hinojosa, Hidalgo.

Virus Tipo de particula Tarr:l;no Referencias
Potexvirus Varilla flexible En esta investigacion
Potexvirus Varilla rigida 112 x 24 En esta investigacion
Sammon’s Opuntia Virus Varilla rigida
Saguaro virus
Zygocactus virus Varilla flexible
Cactus virus X
Cactus virus 2
TSWV
™V
Tobamovirus Varilla rigida g f; : i’; D;;iq?g: teé f ’l'é g(()) 2 7

los sintomas inducidos por Zygocactus virus en C.
quinoa son distintos a los encontrados en el presen-
te trabajo.

La incidencia de plantas enfermas y la severi-
dad promedio fue de 47-60 y 51-79 %, respecti-
vamente, lo que sugiere una infeccion cronica y la
transmisibilidad vegetativa del agente causal. En
Taiwan, el Cactus virus X causoé en pithaya (Hylo-
cereus undatus) una incidencia de 90, 50 y 60-70
% en Pingtung, Kinman y en otras areas, respec-
tivamente (Liao et al., 2003). El patron de distri-
bucion espacial de plantas enfermas fue agregado
con direccionalidad de los surcos (Figura 3). Los
agregados fueron de 2-5 plantas implicando po-
sible diseminacién por medio de poda y cosecha,
las cuales se realizan con cuchillo sin desinfestar.
Esta posibilidad se reafirma con resultados de la
transmision mecanica (43 %), por lo que el manejo
de este virus debe ser preventivo mediante uso de
material propagativo sano y con desinfestacion de
herramientas. Debido a que el altiplano mexicano
es la principal region productora de nopal verdura,
es necesario determinar la especie encontrada del
género Potexvirus y conducir estudios epidemiolo-
gicos y de manejo.
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Potexvirus, except Cactus virus X and Zygocactus,
whose particles are larger than those isolated from
the cactus cladodes; furthermore, the induced
symptoms by Zygocactus virus on C. quinoa are
different to those found in this work.

The incidence of diseased plants and the average
severity was of 47-60 and 51-79 %, respectively,
which suggest a chronic infection and the vegetative
transmission of the causal agent. In Taiwan, the
Cactus virus X caused on the pitahaya (Hylocereus
undatus) an incidence of 90, 50 and 60-70% in
Pingtung, Kinman and in other areas, respectively
(Liao et al., 2003). The spatial distribution pattern
of diseased plants was added with directionality
of the furrows (Figure 3). The aggregates were
2-5 plants implicating possible dissemination by
means of pruning and harvest tools, which are
carried out using a non-desinfested knife. This
possibility agrees with the results of the mechanical
transmission (43%), therefore the management of
this virus must be preventive through the use of
healthy material and desinfested tools. Due to
the Mexican plateau is the most important cactus
pear production region, it is necessary to determine
the species of the Potexvirus that was found and
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Figura 3. Mapa de distribucion espacial de la severidad de la enfermedad asociada a manchas cloréticas en nopal verdura en

Cuautepec de Hinojosa, Hidalgo.

Figure 3. Spatial distribution map of the severity of the disease associated with chlorotic spots on cactus pear in Cuautepec de

Hinojosa, Hidalgo.

CONCLUSIONES

En este trabajo se reporta un nuevo virus afec-
tando a la familia Cactaceae en México. Los sin-
tomas de halos y manchas clordticas irregulares
y circulares presentes en O. ficus-indica se rela-
cionaron con un virus de ARN de cadena sencilla
con particula de tipo varilla flexible. Con base en
la RT-PCR, se confirmé que el virus pertenece al
género Potexvirus. La incidencia de la enfermedad
fue del 47-60 %, con distribucion agregada y fuerte
tendencia en direccion de surcos posiblemente por
efecto del manejo y cosecha.
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to carry out epidemiological and management
studies. Given that the Mexican plateau is the main
region that produces cactus pear, it is necessary to
determine the species found in the genus Potexvirus
and carry out epidemiological and management
studies.

CONCLUSIONS

In this work, a new virus is reported affecting
the Cactaceae family in Mexico. The irregular
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and circular chlorotic rings and spots symptoms
found on O. ficus-indica were related to a virus
of a simple RNA chain with particles of a flexible
rod type. Based on the RT-PCR results, it was
confirmed that the virus belongs to the Potexvirus
genus. The incidence of the disease was of 47-60%,
with aggregated distribution and a strong tendency
to row direction possibly due to management and
harvest effects.
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Resumen. Se evaluo la actividad antibacteria-
na de 15 extractos metanol:cloroformo de hongos
fitopatogenos contra las cepas bacterianas Sta-
phylococcus aureus [-hemolitico, Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus epidermis coagulasa
(+), Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.
Dicha actividad se determino por la técnica de di-
fusion en disco, con una concentracion de 1.5x10%
UFC/mL. Después de 24 h de incubacion, los ex-
tractos de Colletotrichum gloeosporioides y Colle-
totrichum musae mostraron halos de inhibicion es-
pecificos para Escherichia coli (70 pg/mL; 17.6 +
0.20y 15.6 £0.26, respectivamente, P<0.0001) y el
extracto de Idriella lunata mostr6 inhibicion sobre
el crecimiento de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus p-hemolitico y Pseudomonas aeruginosa
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Abstract. Antibacterial activity of methanol:
chloroform extracts from fifteen phytopathogenic
fungi strains was evaluated against bacterial
strains of Staphylococcus aureus [-hemolytic,
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus
epidermis coagulase (+), Escherichia coli and
Pseudomonas aeruginosa. The antibacterial activity
was determined by the disk diffusion method, with
1.5x10% CFU/mL of bacterial concentration. After
24 h of incubation, Colletotrichum gloeosporioides
and Colletotrichum musae extracts showed specific
inhibition halos for Escherichia coli (70 pg/mL;
17.6+£0.20 and 15.6 £ 0.26 respectively, P<0.0001)
and the extract of Idriella lunata showed inhibition
on the growth of Escherichia coli, Staphylococcus
aureus B-hemolytic and Pseudomonas aeruginosa
(70 pg/mL; 9.8 £0.15,9.2 £ 0.15 and 10.2 + 0.20

respectively, P<0.0001).

Keywords: antimicrobials, extract phytopathogenic
fungi.
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(70 ug/mL; 9.8 £ 0.15, 9.2 £ 0.15 y 10.2 = 0.20
respectivamente, P<0.0001).

Palabras clave: Antimicrobianos, extractos de
hongos fitopatogenos.

La capacidad de las bacterias para desarrollar
resistencia antibacteriana, ha motivado la investi-
gacion de nuevos y mas potentes antibioticos (Dax,
1997; Demain y Sanchez, 2009). Los metabolitos
secundarios fingicos son una fuente importante de
compuestos bioactivos utiles en la agricultura y la
medicina, ya que comprenden una amplia gama es-
tructural (Nigam y Singh et al., 2000). Entre los
hongos, aquellos que viven en estrecha asociacion
con otros organismos, suelen ser los que producen
metabolitos con mayor bioactividad, ya que los al-
tos niveles de estrés ambiental y las interacciones
intensas y frecuentes con otros organismos pro-
mueven mayor diversidad metabdlica (Dreyfuss y
Chapela, 1994). Ejemplo de ello, son los hongos
fitopatogenos, causantes de enfermedades antes,
durante, después de la cosecha y almacenamiento
de los vegetales (Garcia, 2004; Trigos et al., 2008)
los cuales constituyen el grupo de microorganis-
mos mas importante desde el punto de vista econo-
mico en cuanto a su frecuencia de aparicion y dafio
que puedan causar en diferentes cultivos agricolas
(Agrios, 2005).

En México, es practicamente nula la investi-
gacion relacionada con el potencial biomédico de
los hongos fitopatogenos; por ello, investigaciones
anteriores de nuestro grupo de trabajo han demos-
trado la capacidad de algunas especies de hongos
fitopatogenos para inhibir el crecimiento de cepas
bacterianas de interés médico y fitopatogenas (Tri-
gos et al., 2005 y 2006). De igual forma, Espinoza
et al., (2008) demostraron que compuestos y ex-
tractos crudos de Idriella sp. presentaron actividad
antibacteriana en contra de bacterias fitopatdgenas.
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The ability of bacteria to develop antibacterial
resistance has encouraged the research of new and
more powerful antibiotics (Dax, 1997; Demain and
Sanchez, 2009). The secondary fungal metabolites
are an important source of bioactive compounds
useful in agriculture and medicine, due to their
large structural range (Nigam y Singh et al., 2000).
Among fungi, those that have a close relation with
other organisms are usually the ones that produce
metabolites with increased bioactivity, since the
high levels of environmental stress and the intense
and frequent interactions with other organisms
benefit a larger metabolic diversity (Dreyfuss and
Chapela, 1994). Examples include phytopathogenic
fungi that cause disease before, during, and after
the harvest and storage of vegetables (Garcia, 2004;
Trigos et al., 2008), which constitute the group
of the most important microorganisms from an
economic point of view in regard to the frequency
of their occurrence and damage that they may cause
in different agricultural crops (Agrios, 2005).

In Mexico, research related to the biomedical
potential of phytopathogenic fungi is virtually
non-existent; therefore; previous research done
by our work group has demonstrated the ability of
certain phytopathogenic fungal species to inhibit
the growth of bacterial and phytopathogenic
strains of medical interest (Trigos et al., 2005
and 2006). Likewise, Espinoza et al., (2008)
demonstrated that compounds and raw extracts of
Idriella sp. presented antibacterial activity against
phytopathogenic bacteria. It is worth mentioning
that the Gliocladium, Geotrichum and Rhizopus
genera, which are considered saprophytes and
which were used in this study, are likewise
associated as causal agents for the decay and
death of the royal palm (Sepulveda, 1998), the
acid decay of lemon (Hernandez-Montiel et al.,
20011) and postharvest decay of tomatoes (Zao et
al., 2008), respectively. Furthermore, the Idriella
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Cabe mencionar que los géneros Gliocadium, Geo-
trichum y Rhizopus considerados como saprofitos
y que fueron utilizados en este estudio, de igual
forma estan asociados como agentes causales del
decaimiento y muerte de la palma real (Sepulveda,
1998), pudricioén acida del limon (Herndndez-Mon-
tiel et al., 20011) y pudricién poscosecha del jito-
mate (Zao et al., 2008) respectivamente. Adicional-
mente, el género Idriella ha sido reportado como
causante de la pudricion de raiz en cultivos de fresa
siendo la especie /. /lunata el agente causal de dicha
enfermedad (Nelson y Stephen, 1956). Por lo ante-
rior, el objetivo de este trabajo fue evaluar la activi-
dad antibacteriana de extractos metanol:cloroformo
del cultivo de 15 hongos fitopatdogenos en contra de
cepas bacterianas de interés clinico.

MATERIALES Y METODOS

Hongos fitopatégenos. Las cepas fungicas utiliza-
das en este estudio (Cuadro 1) fueron obtenidas del
cepario del Laboratorio de Alta Tecnologia de Xa-
lapa (LATEX) y provenian de diferentes cultivos de
interés economico del estado de Veracruz, México.
Su identificacion ha sido soportada mediante cla-
ves taxonomicas (Romero-Cova, 1988; Mendoza-
Zamora, 1996; Barnett y Hunter, 1998) y para el
género Colletotrichum se realizaron pruebas de pa-
togenicidad (Marquez-Fernandez et al., 2013). De
igual forma, se utiliz6 una cepa de /. lunata ATCC
12574, ya que dicha especie mostrd actividades
antibacterianas segun lo reportado por Espinoza et
al., (2008). La resiembra de cada uno de los hongos
se realizd en cajas Petri con medio de cultivo papa
dextrosa agar (PDA, Difco), el periodo de incuba-
cion varid para cada especie y oscilo entre los 7 y
12 dias a 25 £ 2 °C hasta que el micelio cubri6 el
75 % de la superficie del medio de cultivo.
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genus has been reported as the cause of root rot in
strawberry plantations, /. lunata being the causal
agent of the aforementioned disease (Nelson and
Stephen, 1956). As a result, the objective of this
work was to evaluate the antibacterial activity of
methanol:chloroform extracts from a culture of
15 phytopathogenic fungi compared to bacterial
strains of clinical interest.

MATERIALS AND METHODS

Phytopathogenic fungi. The fungal strains used in
this study (Table 1) were obtained from the culture
collection of the Laboratory of High Technology in
Xalapa (LATEX) and came from different cultures
of economic interest in the state of Veracruz,
Mexico. Their identification has been supported
through taxonomic keys (Romero-Cova, 1988;
Mendoza-Zamora, 1996; Barnett and Hunter, 1998)
and for the Colletotrichum genus, pathogenicity
assessments were done (Marquez-Fernandez et
al., 2013). Likewise, a strain of 1. [unata ATCC
12574 was used, due to the antibacterial activities
reported in said species by Espinoza et al., (2008).
The cultivation of each one of the fungi was done
in Petri dishes with potato dextrose agar (PDA,
Difco), the incubation period varied for each
species and oscillated between 7 and 12 days at
25 £ 2 °C until the mycelium covered 75 % of the
surface of the culture medium.

Bacterial strains. The bacterial strains used
were: Staphylococcus aureus [-hemolytic (ATCC
25923), (ATCC
6303), Staphylococcus epidermidis coagulase (+)
(ATCC 14990), Escherichia coli (ATCC 25922)
and Pseudomonas aeruginosa (ATCC 17933)
(American Type Culture Collection, 2010).

Streptococcus — pneumoniae
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Cuadro 1. Cepas de hongos fitopatogenos.

Table 1. Phytopathogenic Fungi strains.

Cepas fingicas*

Sustrato

Origen geografico

Fusarium moniliforme

Citrico (naranja)

Martinez de la Torre, Veracruz

Pythium sp. Ornamentales Xalapa, Veracruz
Phytophthora parasitica Pina Tierra Blanca, Veracruz
Colletotrichum musae Platano Alamo, Veracruz
Colletotrichum gloeosporioides Pimiento morrén Huatusco, Veracruz
Fusarium solani Orquidea Xalapa, Veracruz
Geotrichum sp. Madera Xalapa, Veracruz
Moniliophthora roreri Cacao Coatepec, Veracruz
Alternaria citri Limo6n Martinez de la Torre, Veracruz
Ceratocystis adiposa Madera Xalapa, Veracruz
Fusarium oxysporum Café Coatepec, Veracruz
Sclerotium sp. Cebolla Perote, Veracruz
Rhizopus sp. Café Coatepec, Veracruz
Gliocadium sp. Agave Poza Rica, Veracruz

Idriella lunata ATCC 12574

Raiz de Fresa

Santa Clara, California, USA

Las cepas fueron aisladas e identificadas morfologicamente por claves taxonémicas (Romero-
Cova, 1988; Mendoza-Zamora, 1996; Barnett y Hunter, 1998) y por pruebas de patogenicidad
para el género Colletotrichum (Méarquez-Fernandez et al., 2013). / The strains were isolated
and morphologically identified through taxonomic keys (Romero-Cova, 1988; Mendoza-
Zamora, 1996; Barnett y Hunter, 1998) and through pathogenicity tests for the Colletotrichum

genus (Marquez-Fernandez et al., 2013).

Cepas bacterianas. Las cepas bacterianas utiliza-
das fueron: Staphylococcus aureus p-hemolitico
(ATCC 25923), Streptococcus pneumoniae (ATCC
6303), Staphylococcus epidermis coagulasa (+)
(ATCC 14990), Escherichia coli (ATCC 25922) y
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 17933) (Ameri-
can Type Culture Collection, 2010).

Cultivo fungico y extraccion. Para el cultivo li-
quido de los hongos fitopatogenos, se tomaron cir-
culos de 1 cm de didmetro de cada una de las cepas
fungicas de un cultivo de 7 dias de incubacion, y se
transfirieron asépticamente a matraces Erlenmeyer
de 250 mL con 50 mL de caldo de papa y dextrosa,
donde se incubaron a 25 £ 2 °C por 15 dias man-
teniéndose en agitacion constante a 150 rpm. Una
vez concluido el periodo de incubacion, se filtro al
vacio la biomasa producida para cada cepa fungica,
posteriormente se deshidraté mediante liofilizacion
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Fungal culture and extraction. For the liquid
culture of the phytopathogenic fungi, circles of 1 cm
in diameter were taken from each one of the fungal
strains of a culture from 7 days of incubation, and
were aseptically transferred to 250 mL Erlenmeyer
flasks with 50 mL of potato broth with dextrose,
where they incubated at 25 = 2 °C for 15 days
shaking them continuously at 150 rpm. Once the
incubation period was over, the biomass produced
by each fungal strain was filtered by vacuum
filtration. Subsequently, it was dehydrated through
lyophilization and was extracted with a mixture
of methanol:chloroform (1:1) during 3 days, the
solvent excess was eliminated through distillation
with reduced pressure (Trigos et al., 2011).

Antibacterial activity assessment of
phytopathogenic fungi extracts against bacterial
strains of clinical interest. The antibacterial
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y se extrajo con una mezcla metanol:cloroformo
(1:1) durante 3 dias, el exceso de disolvente se eli-
miné por destilacidon a presion reducida (Trigos et
al.,2011).

Evaluacion de actividad antibacteriana de ex-
tractos de hongos fitopatégenos en contra de ce-
pas bacterianas de interés clinico. La actividad
antibacteriana se evalud siguiendo el método de di-
fusion en agar en disco de Kirby-Bauer (Koneman
et al.,2004). Los tratamientos se llevaron a cabo en
cajas Petri con agar Luria-Bertani las cuales fueron
inoculadas con cada una de las cepas bacterianas
en estudio, con una suspension celular cuya turbi-
dez se igual6 con la del tubo 0.5 de la escala de
McFarland, equivalente a 1.5x10® UFC/mL (Clini-
cal and Laboratory Standards Institute, 2007). Por
otro lado, los extractos flingicos secos, se disolvie-
ron en dimetilsulféxido (DMSO, Sigma Chemical
Co.) a una concentracion de 1 mg/mL, a partir de
esta solucion se realizaron diluciones seriadas para
obtener las diferentes concentraciones de extracto
que se utilizaron en el ensayo (20, 50 y 70 pg/mL).
Posteriormente, sobre las cajas Petri se colocaron
discos de papel filtro (6 mm de diametro) impreg-
nados con 20 pL de cada uno de las diferentes con-
centraciones de los extractos de hongos fitopato-
genos. Discos impregnados con DMSO sirvieron
como control negativo y discos comerciales con 25
ug de ampicilina como control positivo. Finalmen-
te, las cajas Petri se incubaron a 35 + 2 °C durante
24 h. El diametro de los halos de inhibicion se mi-
di6é en mm. Los tratamientos se realizaron con tres
repeticiones para cada concentracion del extracto
de cada uno de los hongos fitopatdogenos frente a
cada una de las cepas bacterianas probadas.

Analisis estadistico. Los datos obtenidos se ana-

lizaron con una ANOVA de Dunnett, (P<0.0001)
para detectar diferencias entre los halos de inhibi-
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activity was evaluated following the agar on a
Kirby-Bauer disk diffusion method (Koneman et
al., 2004). The treatments were done in Petri dishes
with Luria-Bertani agar, these were inoculated with
each of the bacterial strains under review, with a
cellular suspension with a turbidity equal to that of
the 0.5 tube on the McFarland scale, equal to 1.5
x 108 UFC/mL (Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2007). Conversely, the dry fungal extracts
were dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO,
Sigma Chemical Co.) to a concentration of 1 mg/
mL, and from this solution serialized dilutions
were done in order to obtain the different extract
concentrations that were used in the test (20,
50 and 70 pg/mL). Subsequently, filter discs (6
mm in diameter) were placed on top of the Petri
dishes, each of them permeated with 20 puL of
each of the different extract concentrations of
the phytopathogenic fungi. Permeated discs with
DMSO served as a negative control and commercial
discs with 25 pg of ampicillin were used as a positive
control. Finally, the Petri dishes were incubated at
3542 °C during 24 h. The inhibition zone diameters
were measured in mm. The treatments were done
with three repetitions for each concentration of
each of the phytopathogenic fungi against each one
of the bacterial strains assessed.

Statistical Analysis. The data obtained was
analyzed with an ANOVA Dunnett, (P<0.0001) in
order to detect differences between the inhibition
zone diameters obtained by the extracts compared
to the negative control.

RESULTS AND DISCUSSION

The statistical analysis of the obtained inhibition
diameters showed that the Colletotrichum musae
and C. gloeosporioides extracts had significant
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cion obtenidos por los extractos en comparacion al
control negativo.

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis estadistico de los halos de inhibicion
obtenidos mostro que los extractos de Colletotri-
chum musae y C. gloeosporioides resultaron acti-
vos inhibiendo el crecimiento de Escherichia coli
de manera significativa a las concentraciones de
20, 50 y 70 pg/mL (P<0.0001), en relacion al con-
trol negativo. Por otro lado, también se registraron
diferencias significativas en los halos de inhibi-
cion provocados por el extracto de Idriella luna-
ta sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus
[-hemolitico, E. coli y Pseudomonas aeruginosa
en concentraciones de 50 y 70 ug/mL (P<0.0001)
en relacion al control negativo utilizado (Cuadro
2). Los resultados obtenidos muestran que los ex-
tractos de C. gloeosporioides y C. musae son se-
lectivos para E. coli, lo que podria ser 1til en el
tratamiento de aguas residuales domesticas utiliza-
das principalmente en la agricultura, especialmente
en lugares donde este recurso hidrico escasea (Pe-
drero et al., 2010). Adicionalmente, el extracto de

inhibition activity on the growth of Escherichia
coli for the concentrations of 20, 50 and 70 pg/
mL (P<0.0001), related to the negative control.
Conversely, the significant differences in the
inhibition diameters caused by the Idriella lunata
extract on the growth of Staphylococcus aureus
[-hemolytic, E. coli and Pseudomonas aeruginosa
in concentrations of 50 and 70 ug/mL (P<0.0001)
in relation to the negative control used (Table 2)
were also registered. The results obtained show
that the C. gloeosporioides and C. musae extracts
are selective for E. coli. This could be useful in the
treatment of domestic waste water primarily used in
agriculture, especially in places where this resource
is scarce (Pedrero et al., 2010). Furthermore, the
Idriella lunata extract showed activity against both
Gram (-) and Gram (+) bacteria.

When working with raw extracts and not with a
pure chemical compound, the active concentrations
are encouraging as they manifest a highly effective
activity, that is also similar to previous results
that have demonstrated the antimicrobial activity
of other species of phytopathogenic fungi such
as Menisporopsis theobromae and Idriella sp.,
against E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, Erwinia
carotovora, E. carotovora pv. atroseptica and

Cuadro 2. Didmetros de halos de inhibicion bacteriana a partir de extractos fungicos.
Table 2. Bacterial inhibition zone diameters taken from fungal extracts.

Halo de inhibicion (mm)'

ba(gzgzma Ampicilina C. gloeosporioides (1g) C. musae (ng/mL) L lunata (ng/mL)
25 pg/mL 20 50 70 20 50 70 20 50 70
S. aureus 18.6+0.2 NA NA NA NA NA NA NA 8.0+0.2"" 9.24+0.2""
S. pneumoniae 19.4+0.3 NA NA NA NA NA NA NA NA NA
S. epidermis 18.8+0.2 NA NA NA NA NA NA NA NA NA
E. coli 18.0+0.1  12.240.2" 14.6+0.4""17.6+0.2"" 11.6+0.2"" 14.4+0.3""15.6+0.3"" NA 8.2+0.1"" 9.8+0.2""
P. aeruginosa 17.8+£0.2 NA NA NA NA NA NA NA 8.8+0.3™ 10.2+£0.2™

"Promedio de tres repeticiones + el error estandar de la media (ESM). *** indican diferencias estadisticas significativas con respecto
al control negativo (Dunnett, p<0.0001). NA. No activo / 'Average of three repetitions =+ the standard error of the measurement
(SEM). *** indicate significant statistical differences regarding the negative control (Dunnett, p<0.0001). NA. Non-active.
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Idriella lunata mostrd actividad contra bacterias
tanto Gram (-) como Gram (+).

Al tratarse de extractos crudos y no de un com-
puesto quimico puro, las concentraciones activas
son alentadoras ya que demuestran una actividad
altamente efectiva, que ademas son similares a re-
sultados anteriores que han demostrado la actividad
antimicrobiana de otras especies de hongos fitopa-
togenos como Menisporopsis theobromae e Idriella
sp, en contra de E. coli, S. aureus, P. aeruginosa,
Erwinia carotovora, E. carotovora pv. atroseptica
y Agrobacterium tumefaciens (Trigos et al., 2005).
Adicionalmente, Curvularia lunata, Phytophtho-
ra drechsleri, Phytophthora capsici, Gliocadium
spp, Neocosmospora vasinfecta resultaron activas
contra bacterias como E. coli y P. aeruginosa (Tri-
gos et al., 2006). De igual forma, Espinoza et al.
(2008), demostraron que el 5-hidroximetil-2-fural-
dehido y el 1-n-Butil-B-D-fructopiranosido obteni-
dos del cultivo de Idriella sp mostraron actividades
antibacterianas en contra de bacterias fitopatogenas
Xanthomonas axonopodis, Pectobacterium caroto-
vorum, P. chrysanthemi y Erwinia amylovora con
una Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de
0.625 mg/mL.

CONCLUSIONES

Si bien los hongos fitopatdgenos siguen sien-
do la causa de la disminucion parcial y total del
rendimiento de los cultivos y como consecuencia
elevadas pérdidas econdmicas; los resultados obte-
nidos colocan a las cepas de Colletotrichum musae,
C. gloeosporioides e Idriella lunata, por su acti-
vidad antibacteriana, como fuentes potenciales de
compuestos bioactivos contra cepas bacterianas de
interés médico causantes de infecciones comunes
en nuestro pais. Por lo anterior, este trabajo abre la
posibilidad de continuar explorando el aprovecha-
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Agrobacterium tumefaciens (Trigos et al., 2005).
Additionally, Curvularia lunata, Phytophthora
drechsleri, Phytophthora capsici, Gliocladium
spp, Neocosmospora vasinfecta resulted active
against bacteria such as E. coli and P. aeruginosa
(Trigos et al., 2006). Similarly, Espinoza et al.
(2008), demonstrated that the 5-hydroxymethyl-2-
furaldehyde and 1-n-Butyl- B-D-fructopyranoside
obtained from the Idriella sp culture showed
antibacterial activities against the phytopathogenic
bacteria Xanthomonas axonopodis, Pectobacte-
rium  carotovorum, P chrysanthemi  and
Erwinia amylovora with a Minimum Inhibitory

Concentration (MIC) of 0.625 mg/mL.

CONCLUSIONS

Even though phytopathogenic fungi remain as
the main cause of the partial or total yield decrease
of crops and thus represent high financial losses,
the results obtained place the Colletotrichum
musae, C. gloeosporioides and Idriella lunata
strains, for their antibacterial activity, as potential
sources of bioactive compounds against bacterial
strains of medical interest that represent the cause
of common infections in our country. As a result,
this work presents the possibility of continued
research on the utilization of phytopathogenic
fungi for medical applications, previous chemical,
pharmacological, toxicological and clinical studies.
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Resumen. El complejo mancha de asfalto del
maiz, inducido por los hongos Phyllachora maydis
y Monographella maydis, es una enfermedad de
importancia econémica en México, debido a que
provoca severas pérdidas en rendimiento. Dada su
importancia se requieren métodos estandarizados
de cuantificacion de los dafios ocasionados por la
enfermedad, que permitan realizar estudios epide-
mioldgicos reproducibles; con este propoésito fue
elaborada una escala logaritmica de severidad con
los intervalos y punto medio de cada clase de 0(0-
0), 3(1-6), 12(7-22), 38(23-55), 72(56-84), 91(85-
95) y 98(96-100) % de area foliar afectada, anali-
zandose su exactitud, precision y reproducibilidad.
La evaluacion considero a diez evaluadores y 50
plantas con distintos niveles de severidad, determi-
nadas con el Software ImageTool 3.0. La precision
y exactitud se calculé mediante un analisis de re-
gresion lineal, entre la severidad real y estimada.
Todos los evaluadores mostraron una tendencia
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Abstract. The tar spot complex of maize,
induced by the fungi Phyllachora maydis and
Monographella maydis, is a disease of economic
importance in Mexico and Central America
because it causes severe yield losses. Given
the growing importance, standardized methods
are required to quantify disease that allow for
reproducible  epidemiological methods. For
this purpose a logarithmic scale of severity was
developed with intervals and midpoints of 0(0-0),
3(1-6), 12(7-22), 38(23-55), 72(56-84), 91(85-
95) and 98(96-100)% of the affected leaf area,
analyzing accuracy, precision and reproducibility.
The evaluation considered ten evaluators and 50
plants with different levels of severity, determined
by the Image Tool 3.0 Software. The precision
and accuracy was determined by a simple linear
regression analysis between actual and estimated
severity. All evaluators tended to overestimate the
disease, and recorded values of the b, coefficient
statistically equal to 1 (P <0.01), so that the disease
evaluation with the proposed scale gives values
close to real results. High levels of accuracy were
observed; 1 was comprised between the range
of 0.71 and 0.91, indicating that the scale can be
successfully implemented in the evaluation of the
tar spot complex disease.
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a sobreestimar la enfermedad; y registraron va-
lores del coeficiente b, estadisticamente igual a 1
(P<0.01), por lo que la evaluacion del CMA con
la escala propuesta arroja resultados cercanos a los
valores reales. Se observaron buenos niveles de
precision, la r? estuvo comprendida entre el rango
0.71 a 0.91; indicando que la escala puede ser im-
plementada exitosamente en la evaluacion de los
dafios de la enfermedad.

Palabras clave: Phyllachora maydis, Monogra-
phella maydis, Zea mays.

El Complejo Mancha de Asfalto (CMA), aso-
ciado a los hongos Phyllachora maydis Maubl. y
Monographella maydis Miller & Samuels, es una
enfermedad que se ha convertido en el principal
factor limitante en la produccion de maiz (Zea mays
L.) en diversas zonas del tropico himedo, subhu-
medo y zonas de transicion (Hock et al., 1989), en
distintas regiones de México y Centroamérica. La
incidencia del CMA provoca pérdidas severas en
rendimiento y deteriora la calidad del forraje, ade-
mas, tiene el potencial para destruir las parcelas en
su totalidad (Pereyda et al., 2009). En México, la
enfermedad se considera potencialmente importan-
te en unas 800 mil hectareas distribuidas en los Es-
tados de Michoacan, Puebla, Veracruz, Guerrero,
Oaxaca y Chiapas (Gémez et al., 2013).

A nivel de campo, se ha observado que siempre
el maiz es primeramente infectado por P. maydis,
produciendo pequefias manchas negras en forma
de costras carbonosas sobresalientes, que por su
aspecto se les denomina manchas de asfalto (Hock
et al., 1989). Posteriormente se forma un halo ne-
crético alrededor de cada una de las lesiones de P.
maydis debidas a la infeccion secundaria de M.
maydis, dando origen al denominado sintoma
ojo de pescado (Hock et al., 1992). De todos los
organismos asociados M. maydis, el causante de
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Key words: Phyllachora maydis, Monographella
maydis;, Zea mays.

The Tar Spot Complex (TSC), associated with
the Phyllachora maydis Maubl and Monographella
maydis Milller & Samuels fungi, is a disease that
has turned into the main limiting factor for maize
production (Zea mays L.) in a number of humid/
sub-humid, tropical regions and transitional zones
(Hock et al., 1989) in several regions of Mexico
and Central America. The incidence of TSC causes
severe yield losses and deteriorates the quality of the
fodder; furthermore, it has the potential to entirely
destroy parcels of land (Pereyda et al., 2009). In
Mexico, the disease is considered potentially
significant in around 800 thousand
distributed among the states of Michoacéan, Puebla,
Veracruz, Guerrero, Oaxaca and Chiapas (Gomez
etal.,2013).

In the field, it has been observed that the maize
is first infected by P. maydis, causing small black
stains in the form of exalted carbonaceous scabs,
that due to their appearance are denominated
asphalt stains (Hock e al., 1989). Subsequently,
a necrotic diameter is formed around each one

hectares

of the lesions of P. maydis due to the secondary
infection of M. maydis, originating the so called
fish-eye symptom (Hock et al., 1992). From all
the organisms associated with M. maydis, the one
that causes foliar necrosis has the most devastating
effect. Under favorable conditions, the foliage
of the plant may completely dry out in less than
eight days due to the fusion of the lesions of the
two pathogenic organisms and due to the possible
production of a toxin (Hock et al. 1995).

Given the increasing importance of the
Tar Spot Complex, standardized methods for
the quantification of the disease are required,
methods that allow the conduction of accurate,
precise, and reproducible epidemiological studies;
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la necrosis foliar, tienen el efecto mas devastador;
bajo condiciones favorables el follaje de la planta
puede secarse completamente en menos de ocho
dias debido a la fusion de las lesiones de los dos
organismos patogénicos y a la posible produccién
de una toxina (Hock et al. 1995).

Dada la creciente importancia del CMA, se re-
quieren de métodos estandarizados de cuantifica-
cion de la enfermedad que permitan realizar estu-
dios epidemiologicos reproducibles, exactos y pre-
cisos; entendiendo como exactitud a la proximidad
que tiene un valor estimado con el valor real, pre-
cisién como la variacion o repetitividad asociadas
con una estimacion; y reproducibilidad a la ausen-
cia de variacion en las estimaciones cuando diver-
sos evaluadores cuantifican la misma caracteristica
(Nascimiento et al., 2005).

Dentro de los métodos para medir la intensidad
de una enfermedad el uso de escalas logaritmicas
diagramaticas es el mas ampliamente utilizado. Es-
tas escalas consisten en la representacion ilustrada
de una serie de plantas o partes de plantas mostran-
do los sintomas de una enfermedad en diferentes
grados de severidad (Nascimiento ef al., 2005) y
estan basadas en el principio de Weber-Fechner que
establece que la agudeza visual del dafio es propor-
cional al logaritmo del estimulo hasta en un 50% de
severidad y a partir de este valor, la relacion es in-
versamente proporcional al logaritmo del estimulo
ocasionado por la cantidad de tejido sano restante
(Mora et al., 2000).

A pesar de la creciente importancia del comple-
jo mancha de asfalto del maiz y la consecuente ne-
cesidad de llevar a cabo estudios epidemiologicos
o de control, no se tiene la existencia de un método
estandarizado de cuantificacion de la enfermedad
que provea de resultados facilmente reproducibles
entre investigadores o instituciones, por lo que el
objetivo de esta investigacion fue disefar y validar
una escala logaritmica diagramatica de severidad
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understanding ‘accuracy’ as the proximity that an
estimated value has to the real value, ‘precision’
as the variation or repeatability associated with an
estimation, and ‘reproducibility’ as the absence of
change in the estimations when several evaluators
quantify the same characteristics (Nascimiento et
al., 2005).

Among the methods of measurement for the
intensity of a disease, the use of diagrammatic
logarithmic scales is the most widely used. These
scales consist in the representation of a series of
plants or parts of plants that show the symptoms
of a disease in varying degrees of severity
(Nascimiento et al., 2005) and are based on the
Weber-Fechner law which states that the visual
acuity of the damage is proportional to the stimulus
logarithm up until a 50% severity, and from this
value on, the relation is inversely proportional to
the stimulus logarithm caused by the quantity of
remaining healthy tissue (Mora et al., 2000).

Despite the increasing importance of TSC
in maize and the resulting need to carry out
epidemiological or control studies, there is no
standardized quantification method of the disease
that provides easily reproducible results among
investigators or institutions; therefore, the objective
of this investigation was to design and validate a
diagrammatic logarithmic severity scale for the
maize — Phyllachora maydis and Monographella
maydis — pathosystem that allows the evaluation
of the damage caused by the disease in fields,
analyzing the accuracy, precision and reproducible
values generated with its use.

Design of the diagrammatic logarithmic scale.
The methodology proposed by Mora et al. (2000)
was employed, utilizing 50 leaves with a wide
range of severity levels, originating from different
hybrids with different genetic basis, which allowed
the representation of different severity levels.
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para el patosistema maiz — Phyllachora maydis y
Monographella maydis que permita la evaluacion
de los dafios de la enfermedad en campo, analizan-
do los valores de exactitud, precision y reproduci-
bilidad generados con su utilizacion.

Diseiio de la escala logaritmica diagramatica. Se
emple6 la metodologia propuesta por Mora et al.
(2000), incluyendo 50 hojas con un amplio rango
de severidad, provenientes de diferentes hibridos
con una base genética distinta, lo que permitié que
quedaran representados los distintos niveles de
severidad. La documentacién fotografica fue ob-
tenida en las parcelas de la estacion experimental
Agua Fria CIMMYT, Puebla y en comunidades de
Chilpancingo en Guerrero, durante 2013. Median-
te el software Image Tool 3.0 se determind el area
total foliar y el area total enferma de cada imagen
digitalizada; la proporcion de tejido sano y enfermo
permiti6 calcular el porcentaje de severidad de la
enfermedad. La escala logaritmica se gener6 me-
diante el programa 2-Log V1.0 propuesto por Mora
et al. (2000).

Validacion de la escala diagramatica. Se utilizo
una secuencia de 50 fotografias de hojas y plan-
tas de maiz con diversos niveles de severidad del
CMA, determinandose previamente el area afecta-
da de cada una de ellas. La severidad de cada ima-
gen fue evaluada con ayuda de la escala por diez
evaluadores, cinco de ellos con experiencia en la
cuantificacion de la severidad de enfermedades y
cinco sin experiencia directa en el &mbito fitopato-
logico. La exactitud y precision de cada evaluador
fue determinada por medio de un anélisis de regre-
sion lineal simple tal como lo describen Nutter et
al. (1991).

La exactitud de cada evaluador fue determina-
da mediante la prueba T aplicada al intercepto de
la regresion lineal (b)), para verificar la hipotesis
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The photographic documentation was obtained
from the parcels in the experimental station Agua
Fria CIMMYT, Puebla and from communities in
Chilpancingo, Guerrero in 2013. The total foliar
area and the total diseased area of each digitalized
image was determined through the Image Tool
3.0 software; the ratio of the healthy and diseased
tissue allowed the calculation of the severity of
the disease. The logarithmic scale was generated
through the 2-Log V1.0 program, proposed by
Mora et al. (2000).

Validation of the diagrammatic scale. A sequence
of 50 photographs of leaves and maize plants with
different TSC severity levels was used, previously
determining the affected area of each one of them.
The severity of each image was evaluated by ten
evaluators with the help of the scale, five of them
with experience in the quantification of disease
severity and five without direct experience in the
phytopathological area. The accuracy and precision
of each evaluator was determined through a simple
analysis of linear regression as described by Nutter
etal. (1991).

The accuracy of each evaluator was determined
through the T test applied to the intercept of the
linear regression (b)), to verify the H;: b =0
hypothesis; and with the coefficient of the slope of
the line (b)) to estimate if it was different from 1 (H ;:
b =1), with P <0.01. The accuracy of the tests was
estimated with the coefficient of determination (1?)
of the same linear regression and with the absolute
deviation of the error. The simple linear regression
analysis was done through the GLM procedure of
the SAS 9.0 statistical package.

In the field, the maximum severity value of
TSC observed was 100 %, causing the premature
senescence and death of the entire plant; conversely,
the inferior limit had 0% severity. Considering
both limits, the diagrammatic logarithmic scale
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H,: b,=0; y con el coeficiente de la pendiente de
la recta (b)) para estimar si fue diferente de 1 (H;:
b =1), con P<0.01. La precision de los ensayos fue
estimada con el coeficiente de determinacion (r?)
de la misma regresion lineal y por la varianza abso-
luta del error. El analisis de regresion lineal simple
fue realizado mediante el procedimiento GLM del
paquete estadistico SAS 9.0.

A nivel de campo el valor maximo de severi-
dad del CMA observado fue de 100%, causando
senescencia y muerte prematura de toda la planta;
en contraste, el limite inferior resulté con 0 % de
severidad. Considerando ambos limites, la esca-
la logaritmica diagramatica de severidad estuvo
constituida por siete clases, representadas por los
intervalos de 0(0-0), 3(1-6), 12(7-22), 38(23-55),
72(56-84), 91(85-95) y 98(96-100) % de area foliar
necrosada (Figura 1).

La exactitud, representada por el grado de
proximidad de los valores estimados a los valores

was constituted by seven classes, represented by
the intervals 0(0-0), 3(1-6), 12(7-22), 38(23-55),
72(56-84), 91(85-95) and 98(96-100)% of the
necrotic foliar area (Figure 1).

The accuracy, represented by the degree of
proximity of the estimated values to the real values
(Nutter ef al. 1991), measured by the b intercept
and by the b, coefficient of the linear model, was
greater for the evaluators with experience in the
quantification of diseases (Table 1). The values
of the b, intercept were closer to zero for the first
group. The value of the b intercept was positive
in almost all cases, which indicates that there is a
tendency to overestimate the severity of the disease;
this tendency was greater for the evaluators without
experience. Based on the null hypothesis (a=0 o
b=1), the coefficient b, was statistically equal to
1 (P< 0.01) for most of the evaluators, indicating
that the assessment of TSC generates results that
are close to the real values, even when there is a

Clase 0
Sev. 0 %

Clase 1
Sev. 1-6 %

Clase 3
Sev. 23-55 %

Clase 2
Sev. 7-22 %

Clase 4
Sev. 56-84 %

Clase 5
Sev. 85-95 %

Clase 6
Sev. 96-100 %

Figura 1. Escala diagramatica de severidad para el Complejo Mancha de Asfalto del Maiz.
Figure 1. Diagrammatic severity scale for the Tar Stain Complex in Maize.
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reales (Nutter ef al. 1991), medida por el intercepto
b, y el coeficiente b, del modelo lineal, fue mayor
para los evaluadores con experiencia en la cuanti-
ficacion de enfermedades (Cuadro 1). Los valores
del intercepto b, fueron mas cercanos a cero para
el primer grupo. El valor del intercepto b, fue posi-
tivo en casi todos los casos, lo que indica que hay
una tendencia hacia sobreestimar la severidad de la
enfermedad; esta tendencia fue mayor en los eva-
luadores sin experiencia. En base a la hipotesis de
nulidad (a=0 o b=1), el coeficiente b, fue estadisti-
camente igual a 1 (P<0.01) para la mayoria de los
evaluadores, indicando que la evaluacion del CMA
arroja resultados cercanos a los valores reales, atin
cuando existe la tendencia hacia sobreestimar los
mismos; Nascimiento et al. (2005) sefialan que una
sobreestimacion en la mayoria de los evaluadores
indica la presencia de desvios positivos constantes
para todos los niveles de severidad de la enfermedad.

De acuerdo a Sherwood et al., (1983) las ho-
jas con severidades similares pero con un nimero

tendency to overestimate them. Nascimiento et
al. (2005) point out that an overestimation of the
majority of evaluators indicates the presence of
positive constant deviations for all levels of severity
of the disease.

According to Sherwood et al., (1983) the leaves
with similar severities but with a different number
of lesions generate a tendency to overestimate
the disease, mainly when the number of lesions
is high and their size is small, such is the case of
TSC, where the usual symptom denominated “fish-
eye” is presented in a high number of lesions.
The overestimation of the severity levels using
logarithmic scales has been common in several
pathosystem. This has been reported, among others,
by Barbosa et al., (2006) for Puccinia horiana; and
Aquino et al., (2008) for Ramularia gossypii.

The precision (reproducibility or variation
associated with an estimation), estimated by
the coefficient of determination (r?) and by the
variability ofthe absolute errors (Nutter et al., 1991),

Cuadro 1. Estimacion de los pardmetros de intercepcion (b,), pendiente (b)) y co-
eficiente de determinacion (r?) del analisis de regresion lineal simple
calculado entre la severidad real y estimada del CMA, realizada por 10
evaluadores con y sin experiencia en la cuantificacion de enfermedades.
Table 1. Estimate of the interception parameters (b0), slope (b1), and coefficient of
determination (r2) of the simple linear regression analysis calculated be-
tween the real and estimated severity of TSC, carried out by 10 evaluators

with and without experience in the quantification of diseases.

Con Experiencia

Sin Experiencia

Evaluador Evaluador
) b, 1’ b, b, 1’
1 2.52 1.01 0091 6 12.53%%* 1.01 0.70
2 2.63 0.96 0.81 7 12.14%%* 0.97 0.80
3 0.09 0.99 0.83 8 5.10% 0.93 0.72
4 3.79 1.04 0.92 9 -5.73%* 0.94 0.72
5 2.25 095 0.85 10 20.91%* 0.89* 0.65
Media 2.26 0.99 0.87 Media 8.99 0.95 0.72

*, ** Situacion donde el valor del intercepto de larecta (b,) o el coeficiente de la pen-
diente (b,) fueron estadisticamente diferentes de 0y 1 respectivamente; basado en la
prueba de T con 0=0.05 y 0.01, respectivamente / *, **Situation where the intercept
value of the line (b)) or the coefficient of the slope (b,) were statistically different
from 0 and 1 respectively; based on the T test with 0=0.05 and 0.01, respectively.
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diferente de lesiones generan una tendencia a so-
breestimar la enfermedad, principalmente cuando
el nimero de lesiones es muy alto y su tamano
pequefio, tal es el caso de CMA, donde el tipico
sintoma denominado “ojo de pescado” se presenta
en un gran nimero de lesiones. La sobreestimacion
de los niveles de severidad utilizando escalas loga-
ritmicas ha sido comun en varios patosistemas, asi
lo han reportado entre otros, Barbosa et al., (2006)
para Puccinia horiana; y Aquino et al., (2008) para
Ramularia gossypii.

La precision (repetitividad o variacion asociada
con una estimacion), estimada por el coeficiente de
determinacion (r?) y por la varianza de los errores
absolutos (Nutter et al., 1991) fue mucho mayor en
aquellos evaluadores con experiencia, fluctuando
en el rango de 0.81 a 0.92 (Figura 2). Los nive-
les de precision observada indican que el primer
contacto con la escala es adecuado para ser imple-
mentada exitosamente en la evaluacion del CMA.
Al respecto, Michereff et al., (2006) determinaron
valores de precision adecuados en una primera eva-
luacién con el uso de escalas; en contraparte, Tovar
et al., (2002) tuvieron que familiarizar a los eva-
luadores para incrementar los valores de precision
y exactitud.

Los valores de precision observados en los eva-
luadores sin experiencia son aceptables; un entre-
namiento previo podria tener una influencia posi-
tiva en la calidad de las evaluaciones. Esto ha sido
demostrado para otros patosistemas: Barbosa et al.
(2006) y Aquino et al., (2008) elevaron conside-
rablemente la exactitud y precision de las estima-
ciones de evaluadores sin experiencia luego de en-
trenamientos previos; los mismos autores sefialan
que no hubo una mejora significativa para aquellos
evaluadores experimentados.

La reproducibilidad de la escala fue alta, dado
que diferentes evaluadores, utilizando una misma
escala en la evaluacion del material, estimaron por-
centajes similares de severidad. La regresion lineal
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was greater for those evaluators with experience,
fluctuating in the range of 0.81 to 0.92 (Table 1;
Figure 2). The precision levels observed indicate
that the first contact with the scale is appropriate
for successful implementation in the evaluation of
TSC. In regards to this, Michereff et al., (2006)
determined precision values appropriate for a first
evaluation with the use of scales; conversely, Tovar
et al., (2002) had to familiarize the evaluators in
order to increase precision and accuracy.

The precision values observed in the evaluators
without experience are acceptable; prior training
could have a positive influence on the quality of the
evaluations. This has been demonstrated for other
pathosystems: Barbosa et al.,(2006) and Aquino
et al., (2008) considerably elevated the accuracy
and precision of the estimations of the evaluators
without experience after prior training. The same
author indicates that there was no significant
improvement for the experienced evaluators.

The reproducibility of the scale was high using
the same scale for the assessment of the material,
given different
severity percentages. The linear regression of the
severities estimated by the evaluators produced
coefficients of determination that varied within the
range of 65 to 91 (Table 1). Therefore, the use of
the diagrammatic scale for the evaluation of TSC
generates a high concurrence with the real severity
values, reflected in a high precision among the

evaluators estimated similar

evaluators.

Hock et al., (1992) developed a scale that was
also based on the logarithmic law for the in-field
evaluation of the severity of TSC; however, the
obtained precision values were not adequate. This
was due to the complicated quantification system
and to the elevated number of classes with which
it was developed; furthermore, it considered
the symptoms caused by both infectious agents
separately. In this study, the symptoms of P. maydis
and M. maydis were considered together, resulting
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Evaluadores con experiencia
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Figura 2. Errores absolutos (severidad real - severidad estimada) de las evaluaciones del CMA con el uso de la escala logaritmica;
en la parte superior los evaluadores con experiencia en la cuantificacion de enfermedades, en la parte inferior los evalua-

dores sin experiencia.

Figure 2. Absolute errors (real severity — estimated severity) of the TSC evaluations with the logarithmic scale; at the top:
experienced evaluators in the quantification of diseases, at the bottom, inexperienced evaluators.

de las severidades estimadas por los evaluadores
produjo coeficientes de determinacion que variaron
en el rango de 65 a 91 (Cuadro 1). Por lo tanto, el
uso de la escala diagramatica para la evaluacién del
CMA produce una alta concordancia con los valo-
res reales de severidad, reflejado en una alta preci-
sion entre los evaluadores.

Hock et al., (1992) desarrollaron una escala
basada también en el principio logaritmico para
la evaluacion en campo de la severidad del CMA,
sin embargo, los valores de precision obtenidos no
resultaron adecuados, esto debido al complicado
sistema de cuantificacion y al numero elevado de
clases con el cual fue desarrollada; ademas consi-
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in the observance of the combined symptoms of the
disease by the evaluator.

Finally, the use of standardized systems for
the quantification of maize diseases, and those
of any other crop, proves to be a powerful
tool as it allows the perfect comparison of
experiments carried out by different institutions
and investigators. The diagrammatic logarithmic
scale for the TSC proposed in this study represents
a standardized quantification method for the
disease that will help obtain easily reproducible
results, due to its high levels of accuracy and
precision among several evaluators, therefore, it
can be used as supporting material for different
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deraba de manera separada los sintomas producidos
por ambos agentes infecciosos. En este estudio se
consideraron conjuntamente los sintomas de P. ma-
vdis y M. maydis dando como consecuencia que el
evaluador se fije de manera conjunta en los sinto-
mas de la enfermedad.

Finalmente, el uso de sistemas estandarizados
para la cuantificacion de enfermedades en maiz, y
en cualquier otro cultivo, resulta ser una poderosa
herramienta dado que permite la perfecta compa-
racion de experimentos llevados a cabo por dife-
rentes instituciones e investigadores. La escala
logaritmica diagramatica para el CMA propuesta
en este estudio representa un método estandariza-
do de cuantificacion de la enfermedad que ayudara
a obtener resultados facilmente reproducibles, ya
que provee de altos niveles de exactitud y precision
entre diversos evaluadores, por lo que puede ser
utilizada como material de apoyo para estudios de
diversa indole relacionados con la cuantificacion
de la severidad del CMA.
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Resumen. La pudricion del cogollo de la pifa
(Ananas comosus L. Merril) es una enfermedad con
alta incidencia en la regiones productoras de Vera-
cruz, México, el cultivar MD2 es el mas suscepti-
ble. El objetivo de este estudio fue identificar mor-
fologica y filogenéticamente el agente causal de la
enfermedad. Muestras de pifia se colectaron entre
septiembre de 2011 y marzo de 2012. De las hojas
basales en contacto con el cogollo con pudricion se
aislo a Phytophthora . Se realizé la identificacion
morfologica y molecular utilizando los iniciadores
ITS6 e ITS4. En la caracterizacion morfologica se
identific6 a Phytophthora nicotianae. La identifi-
cacion molecular tuvo 100% de similaridad con
Phytophthora nicotianae. Se realizaron pruebas de
patogenicidad en coronas de pifia in vitro en agua y
vastagos (gallos) de 5 meses in vivo en suelo. Los
sintomas en corona se presentaron a los 7 y 9 dias
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Abstract. The heart rot of pineapple (4nanas
comosus L. Merril) is a disease with a high
incidence in the production areas of Veracruz,
Mexico; the MD2 cultivar is the most susceptible.
The objective of this study was to identify,
morphologically and phylogenetically, the
causative agent of the disease. Pineapple samples
were collected between September 2011 and
March 2012. Phytophthora was isolated from the
basal leaves that came in contact with the heart
that presented signs of rot. The morphological and
molecular identification was done using the ITS6
and ITS4 initiators. Phytophthora nicotianae was
identified in the morphological characterization.
The molecular identification had a 100 % similarity
with Phytophthora nicotianae. Pathogenicity tests
were done on in vitro pineapple crowns in water
and in vivo stems (roots) of 5 months in soil. Crown
symptoms appeared on days 7 and 9 in 100% of the
crowns and ondays 16 to 20 in 95% of'the inoculated
stems. Based on the morphology, phlyogenetics and
pathogenicity test are considered the first report of
Phytophthora nicotianae in pineapples in Mexico.
Keywords: Ananas

Heart rot, comosus,

Phytophthora nicotianae.
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en 100 % de coronas y de 16-20 dias enun 95 %
de vastagos inoculados. En base a morfologia, fi-
logenia y prueba de patogenicidad se considera el
primer reporte de Phytophthora nicotianae en pina
en México.

Palabras clave: Pudricion del cogollo, Ananas co-
mosus, Phytophthora nicotianae.

La pifa (4dnanas comosus L. Merril) es nativa
de las regiones tropicales y subtropicales de Amé-
rica del Sur,pertenece a la familia de las bromelia-
ceas, del orden Bromeliales y a la especie Ananas
COmosus.

Segun estimaciones de la Organizacion para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO), se calcula
que para 2014 la produccion mundial de frutas tro-
picales llegara a 82 millones de toneladas; el
78 % corresponde a las “frutas principales” (man-
go, pifia, aguacate y papaya) y el 22 % a las “frutas
secundarias” (litchi, rambutan, guayaba y maracu-
ya). Los paises en desarrollo representan alrededor
del 98 % de la produccion total, mientras que los
paises desarrollados representan el 80 % del comer-
cio mundial de importaciones (FAOSTAT, 2013).

La produccion de pifia es de importancia eco-
noémica para las zonas tropicales y subtropicales
del mundo, es el segundo fruto tropical producido
después del mango. Los principales productores
de pifia se encuentran en Asia-Pacifico (Tailandia,
India, Filipinas, China, Vietnam y Malasia) con el
47 % de la produccion mundial. En América Lati-
na los principales productores son Brasil y Costa
Rica, ocupando el segundo y tercer lugar a nivel
mundial respectivamente; México ocupa el décimo
lugar. En el afio2012 la superficie total cultivada
con pina fue de aproximadamente 17 mil ha, con
una produccion total aproximada de 760 mil t, sien-
do los principales productores los estados de Vera-
cruz, Oaxaca, Nayarit y Tabasco (FAOSTAT, 2013;
SIAP, 2013).
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The pineapple (Ananas comosus L. Merril) is
native to the tropical and subtropical regions of
South America; it belongs to the Bromeliaceae,
of the Bromeliales order and the Ananas comosus
species.

The Food and Agriculture Organization (FAO)
estimates that by 2014 the global production
of tropical fruit will reach 82 million tons; 78 %
corresponding to the “main fruits” (mango,
pineapple, avocado and papaya) and 22 % to the
“secondary fruits” (lychee, rambutan, guava, and
passion fruit). Developing countries represent
around 78 % of the total production, while the
developed countries represent 80 % of the world
trade (FAOSTAT, 2013).

The production of pineapple is financially
relevant for the tropical and subtropical areas of
the world; it is the second produced tropical fruit
after the mango. The main pineapple producers
are located in the Asia-Pacific (Thailand, India,
Philippines, China, Vietnam and Malaysia) holding
47% of the global production. In Latin America
the main producers are: Brazil and Costa Rica,
ranking second and third place respectively on a
global scale; Mexico ranks tenth. In 2012, the total
area for pineapple cultivation was approximately
17 thousand hectares, with a total approximate
production of 769 thousand tons, the main producers
being the states of Veracruz, Oaxaca, Nayarit and
Tabasco (FAOSTAT, 2013; SIAP, 2013).

The most cultivated crop in Mexico is the
‘Smooth Cayenne’ pineapple, occupying 80 %
of the total cultivated surface (Rebolledo et al
2006); in the last two decades, the main pineapple
producers in the world, “Del Monte” and “Dole”,
released a new cultivar, the MD2 hybrid (‘Gold
Pineapplehoney), created in Hawaii. The MD2
cultivar produces fruit with yellower pulp, sweeter
and less acidic than other cultivars. It possesses a
total of 15 to 17° soluble solids, while the ‘Smooth
Cayenne’ possesses 12 to 15°; it also has a higher
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El cultivar mas sembrado en México es‘Cayena
Lisa’ con 80% de la superficie total sembrada (Re-
bolledo et al. 2006); en las ultimas dos décadas
“Del Monte” y “Dole”, las dos principales em-
presas productoras de pifia en el mundo liberaron
un nuevo cultivar, el hibrido MD2 (‘Pifia miel’),
originado en Hawai. El cultivar MD2 genera fru-
tos con pulpa mas amarilla, mas dulce y con me-
nor acidez que otros cultivares, posee de 15 a 17°
de solidos solubles totales, mientras que ‘Cayena
Lisa’ tiene de 12 a 15° ; también cuenta con un
mayor contenido de vitamina A y C, ademas de que
el fruto adquiere una forma mas cilindrica y no con
forma de botella, lo que facilita su manejo en su
industrializaciéon (FAOSTAT, 2013; Williams and
Fleisch, 1992; Rebolledo et al.,1998; Rebolledo et
al.,2011; Fold and Gough, 2008; Chan et al., 2002;
Morgan and Thompson, 2000).

El principal problema que enfrenta el cultivar
MD?2 en las zonas productoras de Veracruz es la
pudricion del cogollo. Coppens et al. (1997) han
reportado que esta enfermedad ha causado graves
pérdidas econdmicas en Australia, Hawai, Filipi-
nas, Sudafrica y Tailandia. Rebolledo et al. (2011)
mencionan que es causado por Erwinia chrysan-
themi'y Espinosa and Adam (1972), aluden esta en-
fermedad a Phytophthora nicotianae. El objetivo
del presente estudio fue identificar al agente causal
de la pudricién del cogollo de la pifa para la locali-
dad de Isla, Veracruz, México.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio y muestreo. El area de estudio se
localizé en localidad en la Isla, Veracruz, Méxi-
coa 18° 8 N y95°35 0O, 60 msnm de altitud,
con clima calido-humedo, temperatura promedio
de 24.9 °C y precipitacion pluvial media anual de
2316 mm. De Septiembre de 2011 a Marzo de 2012
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vitamin A and C content, while additionally having
a more cylindrical shape and not bottle-like, which
facilitates its handling during its industrialization
(FAOSTAT, 2013; Williams and Fleisch, 1992;
Rebolledo et al., 1998; Rebolledo ef al., 2011; Fold
and Gough, 2008; Chan et al., 2002; Morgan and
Thompson, 2000).

The main problem faced by the MD2 cultivar in
the production regions of Veracruz is the heart rot of
the pineapple. Coppens et al. (1997) have reported
that this disease has caused severe financial losses
in Australia, Hawaii, Philippines, South Africa and
Thailand. Rebolledo et al. (2011) mention that it is
caused by Erwinia chrysanthemi and Espinosa and
Adam (1972), attribute this disease to Phytophthora
nicotianae. The objective of this study is to identify
the causative agent of the heart rot of the pineapple
for the municipality of Isla, Veracruz, Mexico.

MATERIALS AND METHODS

Study site and sampling. The study area was
located in Isla, Veracruz, Mexico at 18° 8 N
y 95° 35> O, 60 m above sea level, in warm-
humid weather, average temperature of 24.9 °C
and average annual rainfall of 2,316 mm. From
September 2011 to March 2012, 40 plants with
heart rot characteristic symptoms were collected
and processed in the laboratory of post-harvest fruit
diseases at the Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo, Texcoco, Estado de Mexico.

Isolation. The sick pineapple plants were washed
under a stream of clean water to eliminate soil
excess. 5 mm? pieces between healthy and
sick tissue were cut in basal leaves. They were
disinfested through immersion in a solution of 3 %
Sodium Hypochlorite for 4 min., rinsing 4 times
with distilled water and dried with sterile paper

106



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

se recolectaron 40 plantas con sintomas caracteris-
ticos de pudricion del cogollo y se procesaron en el
Laboratorio de enfermedades de frutos en postco-
secha del Colegio de Postgraduados, Campus Mon-
tecillo, Texcoco, Estado de México.

Aislamiento. Las plantas de pifia enfermas se la-
varon bajo el chorro de agua potable para eliminar
exceso de tierra. En hojas basales, se cortaron tro-
zos de 5 mm? entre tejido sano y enfermo, se desin-
festd por inmersion en una solucion de hipoclorito
de sodio 3 % durante 4 min, con 4 enjuagues con
agua destilada estéril y se secaron con toallas de
papel absorbente estéril. Un total de 600 fragmen-
tos se sembraron en tres medios de cultivo: papa-
dextrosa- agar (PDA), agar- nutritivo, V8- agar
(pimaricina 10 pg/L, ampicilina 292 pg/L, rifam-
picina 10 pg/L, pentacloronitrobenceno 0.10 g/L
e himexazol 0.25 pg/L), con un total de 150 cajas
sembradas. Todas las cajas de Petri se incubaron a
28 °C en luz blanca como lo recomiendan Jeffers
and Martin,1986 y Erwin and Ribeiro, 1996. Se
realizo la purificacion de aislamientos por punta de
hifa , una vez purificadas se transfirieron a cajas de
Petri con medio de cultivo V8- agar ( acidificado
con acido lactico al 25 %) para su caracterizacion.

Por otra parte, se cortaron 20 hojas basales de
las plantas enfermas con pudricion, se desinfesta-
ron como lo descrito para hojas basales, se coloca-
ron en agua destilada estéril a 28 °C en luz blanca.
Después del segundo dia se observo crecimiento
de micelio color blanquecino y de cada hoja se
transfirio segmento de micelio en medio de cultivo
jugo de verduras V8- acidificado.

Preparacion del indculo. A partir de aislamientos
de Phytophthora en medio de cultivo PDA, se to-
maron fragmentos que se colocaron en agua desti-
lada estéril para formacion de esporangios y libe-
racion de zooporas. Con la cdmara de Neubahuer se
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towels. A total of 600 fragments were cultivated
in three culture mediums: potato- dextrose-
agar (PDA), nutrient agar, V8- agar (Natamycin
10 pg/L, ampicillin 292 pg/L, rifampicin 10 pg/L,
pentachloronitrobenzene 0.10 g/ and hymexazol
0.25 pg/L), with a total of 150 cultivated boxes.
All Petri dishes were incubated at 28 °C in
white light as recommended by Jeffers and
Martin, 1986 and Erwin and Ribeiro, 1996.
The purification of isolated samples* was done
through hyphal head, once purified they were
transferred to Petri dishes with v8-agar culture
mediums (acidified with lactic acid at 25 %) for
their characterization.

Additionally, 20 basal leaves were cut from the
rot diseased plants, they were disinfested as it was
described for the basal leaves and they were placed
in distilled water at 28°C in white light. After
the second day, white colored mycelium growth
was observed, and a segment of mycelium was
transferred from each leaf in acidified vegetable
juice V8 culture medium.
Preparation of the inoculum. From the
Phytophthora isolates in PDA culture medium,
fragments were taken and placed in distilled
water for the formation of sporangiums and the
release of zoospores. A suspension of zoospores
was prepared with the Neubahuer camera, with a
concentration of 10* zoospores ml' (Rodriguez
et al. 2002).

Pathogenicity tests. /n vitro pathogenicity tests
were carried out in 60 crowns and 80 in vivo stems.
Both materials were sun dried during 5 days and
disinfected with 3 % sodium hypochlorite for
4 min. and were washed 4 times with distilled
water. 4 lesions were inflicted in 60 crowns with a
needle in the median stem of the crown, 30 of the
crowns were placed in a recipient with 300 ml of
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prepar6 una suspension de zoosporas a una con-
centracion de de 10® zoosporas ml! (Rodriguez et
al., 2002).

Pruebas de patogenicidad. Se realizaron pruebas
de patogenicidad in vitro en 60 coronas y 80 vas-
tagos in vivo, ambos materiales se secaron a la
luz solar durante 5 dias y se desinfestaron con
hipoclorito de sodio 3 % por 4 miny se enjuagaron
4 veces con agua destilada estéril. En las 60 coro-
nas se realizaron 4 lesiones con aguja en el tallo
medio de la corona, 30 de las coronas se colocaron
en recipiente con 300 ml de la suspensién de es-
poras, 30 coronas se utilizaron como testigos y
solamente se le adicioné agua destilada estéril sin
zoosporas. El tratamiento se colocé en luz blanca a
28 °C hasta la aparicion de sintomas. Para las prue-
bas in vivo se utilizaron vatagos de 5 meses de edad
sembrados en bolsas de polietileno en una mezcla
de tierra y tezontle (3:2 v/v) . En 40 vastagos se
removio la tierra 8 cm alrededor del cogollo, se les
hicieron cuatro lesiones con una aguja esterilizada
en el tallo medio y se agregaron 300 ml del indculo
junto con fragmentos de micelio con esporangios
y se cubrid de nuevo con la tierra removida, a los
40 testigos se realizod la misma técnica, pero solo
se utilizo agua destilada estéril. A las plantas se les
coloco otra bolsa de polietileno hasta la aparicion
de sintomas. En ambos tratamientos el tejido da-
fnado se sembr6  en medio de cultivo V8- agar
acidificado.

Caracterizacion morfoloégica. Se caracterizd en
base a crecimiento micelial, pigmentacion y for-
macion de estructuras de reproduccion de la colo-
nia creciendo en PDA y bajo luz blanca continua a
28 °C. La identificacion del género se hizo con las
claves de Erwin and Ribeiro (1996), y para especie
con las descritas por Gallegly and Hong (2008).
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the suspension of spores, 30 crowns were used as
controls and were only added sterile water without
zoospores. The treatment was placed under white
light at 28°C until the appearance of symptoms.
For the in vivo tests, 5 month old stems were
used, cultivated in polyethylene bags in mixtures
of soil and tezontle (3:2 v/v). In 40 stems, the
soil was removed at about 8§ cm around the heart
of the pineapple, 4 lesions were inflicted on the
median stem with the sterilized needle and 300
ml of inoculum were added along with mycelium
fragments with sporangiums and was covered
again with the removed soil. The same technique
was applied to the 40 control samples, but only
distilled water was used. Another polyethylene
bag was placed on the other plants until the
appearance of symptoms. For both treatments the
damaged tissue was cultivated in acidified V8-
agar culture.
Morphological characterization. It was
characterized based on the mycelial growth,
pigmentation and formation of reproduction
structures of the colony growing in PDA and under
perpetual white light at 28°C. The identification of
the genus was done through the Erwin and Ribeiro
(1996) key, and for the species with the ones
described by Gallegly and Hong (2008).

Molecular Identification. The extraction of DNA
was done from a 6 day growth cultivar in a V8
liquid medium at 28 °C, using the CTAB protocol
(Doyle and Doyle 1990). The transcribed internal
space of the ribosomal DNA was amplified using
the ITS6 and ITS4 initiators (White et al. 1990).
The sequences obtained were compared with the
database in the National Center for Biotechnology
Information NCBI (2012), USA (www.ncbi.nlm.
nih.gov).
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Identificacién molecular. La extraccion del ADN
se hizo a partir de un cultivo de 6 dias de creci-
miento en medio liquido V8 a 28 °C, utilizando el
protocolo de CTAB (Doyle and Doyle, 1990). El
espacio transcrito interno del ADN ribosomal se
amplifico utilizando los iniciadores ITS6 e ITS4
(White et al., 1990). Las secuencias obtenidas se
compararon con la base de datos del Banco de Ge-
nes del centro NCBI (2012), USA (www.ncbi.nlm.
nih.gov).

RESULTADOS

Aislamiento de microorganismos. En los diferen-
tes medios se observo que en el medio de cultivo
V8 — agar con antibidtico, se aisldé con mayor fre-
cuencia a Phytophthora sp. y en menor frecuencia
en agar-nutritivo y PDA. En medio de cultivo agar
nutritivo y PDA se aisl6 con mayor frecuencia a
Pythium, los porcentajes se muestran en el Cuadro 1.

De las 20 hojas colocadas en frascos con agua
destilada estéril, a los 2 dias se observo el creci-
miento de micelio (Figura 1) y en los fragmentos
sembrados en PDA y V8-agar acidificado se desa-
rrollaron colonias caracteristicas de Phytophtho-

ra sp.

Pruebas de patogenicidad. En las pruebas in vi-
tro, los sintomas mostraron un color verde palido,
puntas de hojas necrosadas a los 7-9 dias. Ademas
se observd hojas centrales podridas y en el cen-
tro de la roseta habia una coloracion café tenue y
micelio de Phytophthora (Figura 2), el 100 % de
las coronas inoculadas se enfermaron. Los testigos
no presentaron sintomas ni signos y desarrollaron
un sistema radical abundante. A partir del tejido
necrosado, se realizaron nuevamente aislamientos
en medio V8-Agar acidificado de donde se aislo a
Phytophthora nicotianae. Para las pruebas in vivo
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RESULTS

Isolation of microorganisms. It was observed
among the different mediums that in the V8 agar
with antibiotic culture medium, Phytophthora
sp. was isolated with more frequency, and less
frequently in the nutrient and PDA agars. In the
nutrient and PDA agars, Pythium was isolated
with more frequency, the percentages are shown in
Table 1.

From the 20 leaves placed in flasks with distilled
water, the growth of mycelium was observed after
2 days (Figure 1), and the fragments cultivated in
PDA and acidified V8- agar developed colonies
characteristic of Phytophthora sp.

Pathogenicity tests. In the in vitro tests, the
symptoms presented a pale green color and
necrosis on the tips of the leaves within 7 to 9
days. Furthermore, rotten middle leaves presented
a light brown color in the middle of the rosette, and
Phytophthora mycelium could also be observed
(Figure 2). 100 % of the inoculated crowns got the
disease. The control samples did not present any
symptoms or signs and developed an abundant
radical system. From the necrotic tissue, isolation
was once again performed in acidified V8- Agar
wherein Phytophthora nicotianae was isolated.
For the in vivo tests, the symptoms and signs took
16 days to manifest, starting with a change in
the color of the leaves to a lighter green, the tips
of which were necrotic around the heart of the
pineapple. Within 20 days, heart rot was evident,
the center of the rosette was brown and mycelium
was present, the base of the middle leaves had a
putrid smell; 38 (95%) of the 40 inoculated plants
showed symptoms of the sickness. The control
samples did not present symptoms or signs of the
disease. From the necrotic leaves isolations were
performed in acidified V8- agar culture medium,
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Cuadro 1. Porcentaje de microorganismos aislados de plantas de pifia (4nanascomosus L. Merril)
cultivar MD-2 con signos y sintomas de pudricion del cogollo. Isla, Veracruz, México,

Verano del 2011.

Table 1. Percentage of isolated microorganisms in pineapple plants (Ananascomosus L. Merril)
MD?2 cultivar with signs and symptoms of heart rot. Isla, Veracruz, Summer, 2011.

Oomicetes

Bacterias y hongos

Medio de cultivo

Phytophthora spp.

Pythiumspp. saprofitos

V8 + Antibioticos 180/200 (90 %)
Agar Nutritivo 48/200 (24 %)
PDA 11/200

(5.5 %)

0/200 (0 %)
22/200 (11 %)
45/200 (22.5 %)

0/200 (0 %)
10/200 (55 % )
22/200 (11 %)

Figura 1. A) y B) Micelio de Phytophthora sp. desarrollado a dos dias en agua destilada estéril, en hojas basales de pifa colectadas
en campo.
Figure 1. A) and B) Phytophthora sp. Mycelium grown in distilled water for two days, in basal leaves collected from the field.

los sintomas y signos tardaron 16 dias en mani-
festarse, iniciando con un cambio en la coloracion
de las hojas a verde mas claro, las puntas de estas
se necrosaron alrededor del cogollo. A los 20 dias
la pudricion del cogollo era evidente, el centro de
la roseta mostr6 una coloracion café y micelio, la
base de las hojas centrales con olor putrefacto;
38 (95 %) de las 40 plantas inoculadas mostraron
sintomas de la enfermedad. Los testigos no presen-
taron sintomas ni signos de la enfermedad. De las
hojas necrosadas se hicieron aislamientos en medio
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where the presence of Phytophthora nicotianae
was corroborated.

Morphological characterization. The growth
of mycelial hyaline was carried out in a V8- agar
culture medium, non-defunct, spherical and/or
limoniform sporangiums with a prominent papilla,
the average size of 100 sporangiums was 44.6 x
36.8 um; spherical, non-papillate chlamydospores
were present, terminal and intercalated hyalines of
30.2 um (average of 100 chlamydospores) (Figure
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Figura 2. Sintomas y signos de la pudricion del cogollo de la pina. A) Pruebas in vitro de la pudricion del cogollo de la pifia. B)
Signos y sintomas en coronas inoculadas. C) Pudricion del cogollo. D) Hoja de corona con pudricion. E) Corona de
pifia 9 ddi. F) Signos del oomiceto en plantas inoculadas. G) Signos y sintomas en plantas inoculadas en invernadero.
H) Cogollo podrido de la planta de pifia. I) Cogollo y raiz de planta testigo de prueba in vivo. J) Cogollo y raiz de planta
inoculada. K) Planta de pifia 16 ddi.

Figure 2. Symptoms and signs of heart rot of the pineapple. A) In vitro tests of the heart rot of the pineapple. B) Signs and symp-
toms in inoculated crowns. C) Heart Rot. D) Crown leaf with rot. E) Pineapple crown 9 ddi. F) Signs of the oomycete in
inoculated plants. G) Signs and symptoms in inoculated plants in greenhouses. H) Rotten heart of the pineapple plant. I)
Heart and root in vivo of the control plant. J) Heart and root of the inoculated plant. K) Pineapple plant 16 ddi.
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V8-agar acidificado, donde se corrobord la presen-
cia de Phytophthora nicotianae.

Caracterizacion morfolégica. En medio de cultivo
V8-agar se desarrollo crecimiento micelial hialino,
esporangios no caducos, esféricos a limoniformes
con una papila prominente, el tamafio promedio de
100 esporangios fue de 44.6x36.8 um; se presentaron
clamidosporas esféricas, no papiladas, hialinas ter-
minales e intercalares de 30.2 um (promedio de
100 clamidosporas) (Figura 3). La formacion de
esporangios en agua destilada estéril se presento a

3). The formation of sporangiums in distilled water
appeared within 48 hrs. under perpetual white light.
The characteristics coincide with those reported by
Erwin and Ribeiro (1996) and Gallegly and Hong
(2008) for Phytophthora nicotianae.
identification. The

Molecular product of

amplification that was obtained with the ITS4
and ITS6 initiators was of 850 bp (fig. 3). The
comparison of the nucleotide sequence of the isolate
showed 100% similarity with the Phytophthora
nicotianae sequence.

Figura 3. Estructuras asexuales de Phytophthoranicotianae. A) Esporangio esférico. B) Esporangio limoniforme. C) Esporangio
ovoide. D) Clamidospora intercalar. E) Clamidospora terminal.

Figure 3. Asexual structures of Phytophthoranicotianae. A) Spherical Sporangium. B) Limoniform Sporangium. C) Ovoid Spo-
rangium. D) Interspersed Chlamydospore. E) Terminal Chlamydospore.
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las 48 hs. en exposicion continua bajo luz blanca.
Las caracteristicas coinciden con las reportadas
por Erwin and Ribeiro(1996) y Gallegly and Hong
(2008) para Phytophthora nicotianae.

Identificaciéon molecular. El producto de ampli-
ficacidén que se obtuvo con los iniciadores ITS4 e
ITS6 fue de 850 bp (fig 3) . La comparacion de la
secuencia de nucledtidos del aislamiento mostrd
100% de similitud con la secuencia de Phytophtho-
ra nicotianae.

DISCUSION

Los resultados de pudricion del cogollo in vivo
e in vitro similares a los observados en los cam-
pos de cultivo de Isla, Veracruz, que inician con
lesiones acuosas en la base de las hojas (tejido
sin clorofila) y el cogollo, las hojas se tornan a un
verde mas claro, las puntas de estas se necrosan y
desarrollan un olor fétido caracteristico es causa-
do por Phytophthora nicotianae y coincide con lo
descrito por Espinosay Adam (1972) en México
y por Joy y Sindhu (2012) en la India respec-
tivamente. Estos sintomas probablemente se
deban a la obstruccion fisica del sistema vas-
cular causado por el crecimiento de hifas y a
la penetracion de otros organismos secundarios
(hongos y bacterias), aumentando la formacion
de gomas que se originan por la oxidacion y
acumulacion de los residuos de la degradacion
celular, como sucede en plantas ornamentales
(Arévalo-Galarza, 2012; Agrios, 2005). Poste-
rior a la inoculacion y a la formacion de zo-
osporas, éstas son atraidas a la zona de elon-

gacion y diferenciacion de la raiz, en donde

forman quistes, e inclusive invaden a las raices
secundarias y no a las puntas(Galiana et al.,
2005; Attard et al., 2010).La mayor incidencia
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DISCUSSION

The in vivo and in vitro heart rot results similar
to those observed in the cultivation fields of Isla,
Veracruz, that start with aqueous lesions at the base
of the leaves (tissue without chlorophyll) and the
heart of the fruit, the leaves turn a lighter green, the
tips become necrotic and develop a characteristic
putrid smell, all caused by Phytophthora nicotianae,
coinciding with the description by Espinosa and
Adam (1972) in Mexico and by Joy and Sindhu
(2012) in India. These symptoms are probably
present due to the physical obstruction of the
vascular system caused by the growth of hyphae and
the penetration of other secondary organisms (fungi
and bacteria), increasing the formation of gums that
originate due to oxidation and the accumulation
of cellular degradation residues, as happens with
ornamental plants (Arévalo-Galarza, 2012; Agrios,
2005). Subsequent to inoculation and the formation
of zoospores, these are attracted to the elongation
zone and differentiation of the root, where they
form cysts, and even invade the secondary roots
and not the tips (Galiana et al., 2005; Attard et al.,
2010). Most cases of heart rot in pineapples in the
sampling areas were observed during the rainy
season, with temperatures that oscillated between
24-26 °C and a relative humidity of 90-100 %; the
high relative humidity induces the development
of the diseases caused by Phytophthora sp. in
pineapple plantations (Duniway, 1983).

Additionally, when cultivating in slope areas,
(fertilization, control,
soil removal, etc.) and lesions caused by other
organisms (nematodes and rodents) to the radical
system, facilitate the dispersion and the infection
risk by Phytophthora sp. as mentioned by Erwin
and Ribeiro, 1996, Elliot, 1989, Jung and Blaschke,
2004 and; Galiana et al., 2005.

cultural labors weed
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de pudricion del cogollo de la pifia en el area
de muestreo se observo en la temporada de llu-
via, con temperaturas que oscilan entre 24 - 26
°C y una humedad relativa del 90 -100 %; la
alta humedad relativa induce el desarrollo de
las enfermedades causadas por Phytophthora
sp. en el cultivo de pifia (Duniway, 1983).

Adicionalmente al sembrar en areas con
pendiente, labores culturales (fertilizacion,
control de malezas, remocion del suelo, etc.)
y lesiones causadas por otros organismos (ne-
matodos y roedores) al sistema radical, facili-
tan la dispersion y el riesgo de infeccion por
Phytophthora sp. como lo mencionan Erwin
y Ribeiro, 1996, Elliott, 1989 Jung y Blaschke,
2004y ; Galiana et al., 2005.

CONCLUSION

Las pruebas de patogenicidad, asi como la
identificacion morfolégica y caracterizacion
molecular, confirmaron que Phytophthora ni-
cotianae es el agente causal de la pudricion del
cogollo de la pifia en la localidad de Isla, Vera-

cruz, México.
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