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Resumen. La enfermedad de la muerte descen-
dente causada por complejos fúngicos es un proble-
ma severo en árboles de mango (Mangifera indica). 
Sus principales síntomas son pudrición de ramas, 
gomosis y finalmente la muerte del árbol. En este 
trabajo se identificaron las especies del comple-
jo fúngico causante de la muerte descendente del 
mango en la variedad Manila en Veracruz, México. 
Se evaluó la interacción in vitro de dos especies 
pertenecientes al complejo, así como la seve-
ridad de la coinfección en ramas de mango. Se 
identificó a Lasiodiplodia pseudotheobromae y 



309

Fully Bilingual
Mexican Journal of PHYTOPATHOLOGY

Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA

Online publication, September 2022

Abstract. Dieback disease caused by fungal 
complexes is a severe problem in mango trees 
(Mangifera indica). Its main symptoms are branch 
rot, gummosis, and finally, the tree’s death. In this 
work, the species of the fungal complex causing 
mango dieback in the Manila variety in Veracruz, 
Mexico were identified. The in vitro interaction of 
two species belonging to the complex was evaluated 
and the severity of the co-infection in mango 
branches. Lasiodiplodia pseudotheobromae and 
Pestalotiopsis mangiferae were identified as causal 
agents of mango dieback in the producing area of 
Veracruz. In coinfected mango branches, greater 
severity of necrosis was observed than in individual 
infections. Liquid culture filtrates applied in co-
cultures showed different results for each species 
of phytopathogen. The P. mangiferae filtrate had 
no significant antagonistic effects on the growth of 
L. pseudotheobromae (inhibition of 2.68%), while 
the L. pseudotheobromae filtrate inhibited 41.38% 
of P. mangiferae. The results show that multiple 
infections in mango trees increase the damage 
caused by dieback, which could directly impact the 
development of control strategies.

Keywords: gummosis, virulence, interaction, 
fungal complex.

The mango fruit is consumed all over the 
world for its exceptional flavor, but it also has 
antioxidant, immunomodulatory, antiallergic, 
anti-inflammatory, antitumor, antidiabetic, and 
antiparasitic properties, among others (Swaroop 
et al., 2018; Kim et al., 2021). This tropical fruit 
is of economic importance (Altendorf, 2019) and 
Mexico is the main exporter worldwide. Its main 
markets are the United States, Canada and Japan 
(SADER, 2020). Fungal diseases are the main 
phytosanitary problem for mango crops, affecting 

Pestalotiopsis mangiferae como agentes causales 
de la muerte descendente de mango en la zona pro-
ductora de Veracruz. En ramas de mango coinfec-
tadas se observó mayor severidad de necrosis que 
en las infecciones individuales. Los filtrados de 
cultivos líquidos aplicados en co-cultivos mostró 
resultados diferentes para cada especie de fitopató-
geno. El filtrado de P. mangiferae no tuvo efectos 
antagónico significativos sobre el crecimiento de 
L. pseudotheobromae (inhibición del 2.7%), mien-
tras que el filtrado de L. pseudotheobromae inhibió 
41.4% el de P. mangiferae. Los resultados demues-
tran que la infección múltiple en árboles de mango 
incrementa el daño ocasionado por muerte descen-
dente, lo cual podría impactar directamente en el 
desarrollo de las estrategias de control.

Palabras clave: gomosis, virulencia, interacción, 
complejo de hongos.

El mango es un fruto que se consume en todo 
el mundo por su excepcional sabor, además, tiene 
propiedades antioxidantes, inmunomoduladoras, 
antialérgicas, antiinflamatorias, antitumorales, an-
tidiabéticas, antiparasitarios, entre otras (Swaroop 
et al., 2018; Kim et al., 2021). Este frutal tropical 
es de importancia económica (Altendorf, 2019) y 
México es el principal país en exportación de man-
go a nivel mundial, siendo sus principales merca-
dos: Estados Unidos, Canadá y Japón (SADER, 
2020). Sin embargo, las enfermedades fúngicas 
son el principal problema fitosanitario en el culti-
vo afectando el rendimiento y calidad de la fruta 
(Elqassas y Abu-Naser, 2018).  Una de las enfer-
medades importantes en los árboles de mango es la 
muerte descendente, la cual, es causada por diver-
sas especies de hongos (Rodríguez-Gálvez et al., 
2017). La incidencia de esta enfermedad presenta 
incrementos; en algunos países como Omán, se ha 
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the yield and quality of the fruit (Elqassas and Abu-
Naser, 2018). One of the most important diseases of 
mango trees is dieback, which is caused by various 
species of fungi (Rodríguez-Gálvez et al., 2017). 
The incidence of this disease has been increasing; 
in some countries, such as Oman, the incidence is 
as high as 89% (Al-Adawi et al., 2006), in Pakistan 
83.3% (Khaskheli et al., 2011), in Peru 29% 
(Rodríguez- Galvez et al., 2017). In Mexico, there 
have been no studies on the incidence of mango 
dieback, a lack that should be addressed. Sandoval-
Sanchez et al. (2013) reported cases of dieback 
in mango trees in Mexico and their association 
with some phytopathogenic microorganisms. The 
present work assumed this premise and aimed to 
increase our knowledge of this disease in Manila 
mango trees in Mexico.

The characteristic symptoms of dieback in 
trees are gummosis, rotting of branches and trunk, 
decay, and chlorosis of the leaves (Marques et al., 
2013; Rodríguez-Gálvez et al., 2017). The main 
fungal species associated with dieback belong to 
the family Botryosphaeriaceae and, recently, to the 
family Sporocadaceae (de-Oliveira et al., 2010; 
Li et al., 2021; Santos et al., 2021). The dominant 
genus of the family Botryosphaeriaceae is 
Lasiodiplodia, the most important species of which 
include L. theobromae, L. pseudotheobromae, L. 
brasiliensis, L. iranensis, L. mahajangana, and L. 
hormozganensis (Rodríguez-Gálvez et al., 2017). 
In the family Sporocadaceae, the most significant 
genera are Pestalotiopsis and Neopestalotiopsis 
(Rodríguez-Gálvez et al., 2020; Santos et al., 
2021). Chemical control of this disease has turned 
out to be a complex issue because the fungi are 
found in the xylem or parenchyma of branches and 
trunk (Al-Saadoon et al., 2012; Fan et al., 2019).

Coinfections are caused by multiple plant 
pathogens (Abdullah et al., 2017) and dieback 
can be caused by various fungi (Chen et al., 2012; 

encontrado una incidencia de hasta el 89% (Al-
Adawi et al., 2006), en Pakistán del 83.3% (Khas-
kheli et al., 2011) y en Perú de un 29% (Rodríguez-
Gálvez et al., 2017). Sin embargo, en México no 
se han hecho reportes de la incidencia de la muerte 
descendente del mango, por lo tanto, se requieren 
estudios para conocer el estatus de esta enferme-
dad. Sandoval-Sánchez et al. (2013) señalan inci-
dencias de la muerte descendente en mango y su 
asociación con algunos microorganismos fitopató-
genos. El presente trabajo retoma esta premisa y 
abona conocimientos de esta enfermedad en mango 
Manila.

Los síntomas característicos de la muerte des-
cendente en los árboles son gomosis, pudrición de 
ramas y tronco, decaimiento y clorosis en las ho-
jas (Marques et al., 2013; Rodríguez-Gálvez et al., 
2017). Las principales especies de hongos asocia-
das a la muerte descendente pertenecen a la familia 
Botryosphaeriaceae y recientemente Sporocada-
ceae (de-Oliveira et al., 2010; Li et al., 2021; San-
tos et al., 2021). El género dominante de la familia 
Botryosphaeriaceae es Lasiodiplodia, destacando a 
las especies: L. theobromae, L. pseudotheobromae, 
L. brasiliensis, L. iranensis, L. mahajangana y L. 
hormozganensis (Rodríguez-Gálvez et al., 2017). 
En la familia Sporocadaceae, destacan los géneros 
Pestalotiopsis y Neopestalotiopsis (Rodríguez-
Gálvez et al., 2020; Santos et al., 2021). El control 
químico de esta enfermedad ha sido complejo, de-
bido a que los hongos se encuentran en el xilema 
o parénquima de ramas y el tronco (Al-Saadoon et 
al., 2012; Fan et al., 2019).

Las coinfecciones son enfermedades causadas 
por múltiples fitopatógenos (Abdullah et al., 2017) 
y la muerte descendente puede ser originada por 
diversos hongos (Chen et al., 2012; Kwon et al., 
2017; Marques et al., 2013). El efecto de las co-
infecciones en plantas ha sido poco investigado 
debido a la complejidad de estos patosistemas, las 



311

Fully Bilingual
Mexican Journal of PHYTOPATHOLOGY

Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA

Online publication, September 2022

Kwon et al., 2017; Marques et al., 2013). The effect 
of coinfections in plants has been little studied 
due to the complexity of these pathosystems. The 
assessments that have been conducted so far have 
focused on virus-virus, bacterium-fungus and 
fungus-fungus coinfections (Tollenaere et al., 2016). 
Some studies have shown that fungal coinfections 
increase the prevalence and severity of diseases 
and spore production (Fang et al., 2021; Susi et 
al., 2015). However, plant pathogens may inhibit 
each other (Orton and Brown 2016; Lerch-Olson 
and Robertson, 2020). In mango trees, dieback 
has been caused by species of Lasiodiplodia and 
Pestalotiopsis; however, the effect of coinfection 
with both phytopathogens on the severity of this 
disease in branches is still unknown. 

Various species of Lasiodiplodia and 
Pestalotiopsis are of interest for different industries 
due to the antimicrobial, anti-inflammatory, 
mycotoxic and cytotoxic properties, among others, 
of the compounds that can be extracted from 
them (Qian et al., 2021; Salvatore et al., 2020). 
However, the effect of these compounds on other 
phytopathogenic fungi is unknown. Therefore, 
the present study aimed to isolate and identify the 
phytopathogenic fungi associated with dieback 
of Manila mango trees to determine their in vitro 
interaction and their effect on the coinfection of 
Mangifera indica branches.

MATERIALS AND METHODS

Study site  

A commercial orchard of mango var. Manila 
with a plantation age of 40 years, located at 19° 
30.161″ N and 096° 35.460″ W in Actopan, 
Veracruz, Mexico. Using directed sampling, ten 
trees with dieback symptoms (gummosis, rotting of 

evaluaciones realizadas se han centrado en la coin-
fección de virus-virus, bacterias-hongos y hongo-
hongo (Tollenaere et al., 2016). Algunos estudios 
han demostrado que las coinfecciones fúngicas 
aumentan la prevalencia y severidad de las enfer-
medades y la producción de esporas (Fang et al., 
2021; Susi et al., 2015). Sin embargo, puede haber 
inhibición de un fitopatógeno hacia otro (Orton y 
Brown 2016; Lerch-Olson y Robertson, 2020). La 
muerte descendente en arboles de mango ha sido 
ocasionada por especies de Lasiodiplodia y Pesta-
lotiopsis, sin embargo, se desconoce el efecto de la 
coinfección de ambos fitopatógenos sobre la seve-
ridad de la enfermedad en ramas. 

Por otra parte, diversas especies de Lasiodiplo-
dia y Pestalotiopsis han sido estudiadas por dife-
rentes industrias debido a que sus compuestos pre-
sentan efecto antimicrobiano, antinflamatorio, mi-
cotóxico, citotóxico, entre otros (Qian et al., 2021; 
Salvatore et al., 2020). Sin embargo, se desconoce 
el efecto que tienen estos compuestos sobre otros 
hongos fitopatógenos. Por lo anterior, el objetivo 
de este estudio fue aislar e identificar a los hongos 
fitopatógenos asociados a la muerte descendente de 
árboles de mango Manila, determinar su interac-
ción in vitro y su efecto en la coinfección de ramas 
de Mangifera indica.

MATERIALES Y MÉTODOS

Sitio de estudio  

Se seleccionó una huerta comercial de mango 
var. Manila con una edad de la plantación de 40 
años ubicada a una latitud 19° 30.161″ N y longi-
tud 096° 35.460″ O en Actopan, Veracruz, México. 
Con un muestreo dirigido se seleccionaron 10 árbo-
les con síntomas de muerte descendente (gomosis, 
pudrición de ramas y troncos). En ramas secundarias 
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branches and trunk) were selected. Three segments 
of 15 cm were cut and collected from 5 cm thick 
secondary branches from each tree for a total of 
thirty samples. The samples were stored in sterile 
plastic bags for later analysis.   

Isolation of fungi and morphological 
characterization

The thirty collected samples were cut into 2 cm 
long chips, which were disinfected in a solution 
of sodium hypochlorite and water at 1% v/v for 
2 min. They were then rinsed three times with 
sterile distilled water and dried on sterile paper. 
Two chips of each sample were seeded in plates 
with potato-dextrose agar (PDA) plus ampicillin 
(40 mg mL-1), at 3 cm from the plate center and 
incubated at 28 °C for 9 days. The monosporic 
fungal cultures obtained were reseeded on PDA 
until 40 pure cultures were obtained. The fungi 
were morphologically classified by the shape and 
color of the colony into 15 groups. To observe the 
microscopic structures and identify the genus of 
each fungus, the plates were cultured by alternating 
white and black light every 12 h for 15 days. The 
shape and color of the mycelium were observed in 
the plates at days 1, 3, 5, 7 and 9. The structures of 
the fungi were stained with cotton blue (Jackson 
and Johnson-Cicalese, 1988) and examined with 
a phase contrast microscope Axio Lab.A1 HAL 
35, FL-LED, 5x H. The identification was done 
using the taxonomic keys of Clendenin (1896) and 
Maharachchikumbura et al. (2014) according to 
color of pycnidia (Lasiodiplodia), color and shape 
of conidiomata (Pestalotiopsis), shape and color of 
hyphae, and shape, color, and size of conidia.

Molecular identification

The molecular identification of the fungi that 
showed greater aggressiveness was conducted 

con grosor de 5 cm, se colectaron tres segmentos 
de 15 cm de cada árbol, para tener un total de 30 
muestras. Las muestras se almacenaron en bolsas 
de plástico estériles para su posterior análisis.

Aislamiento de hongos y caracterización morfo-
lógica

Las 30 muestras colectadas fueron cortadas en 
astillas de 2 cm de largo, las cuales se desinfectaron 
en una solución de hipoclorito de sodio y agua al 
1%  v/v  por 2 min, se enjuagaron tres veces con 
agua destilada estéril y se secaron en papel esté-
ril. En placas con agar-papa-dextrosa (PDA) más 
ampicilina (40 mg mL-1) se sembraron dos astillas 
de cada muestra a una distancia de 3 cm de la par-
te central y se incubaron a 28 °C por 9 días. Los 
cultivos fúngicos monospóricos obtenidos fueron 
resembrados en PDA hasta obtener 40 cultivos pu-
ros. Los hongos fueron clasificados por morfología 
de la forma y color de la colonia y se obtuvieron 
15 grupos para su identificación. Para observar las 
estructuras microscópicas e identificar los géneros 
de cada hongo, las placas se cultivaron intercalan-
do luz blanca y negra por 12 h por 15 días. En las 
placas se observó la forma y color de micelio du-
rante los días 1, 3, 5, 7 y 9. Las estructuras de los 
hongos fueron teñidas con azul de algodón (Jack-
son y Johnson-Cicalese, 1988) y examinadas con 
un microscopio de contraste de fases Estativo Axio 
Lab.A1 HAL 35, FL-LED, 5x H. Se utilizaron las 
claves taxonómicas de Clendenin (1896) y Maha-
rachchikumbura et al. (2014), observando: color 
de picnidios (Lasiodiplodia), color y forma de co-
nidiomas (Pestalotiopsis), forma y color de hifas, 
forma, color y tamaño de los conidios.

Identificación molecular 

La identificación molecular de los hongos que 
presentaron mayor agresividad se realizó a partir de 
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by extracting genomic DNA according to the 
protocol of Lee (1990). The genomic DNA was 
used to amplify the following: 1) The internal 
transcribed spacer (ITS) region of the rDNA 
(ITS1–5.8S-ITS2 group) with the primers ITS1F 
(5’ TCCGTAGGTCAACCTGCGG 3’) and ITS4 
(5’ TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’), according 
to the method and PCR conditions described 
by Manter and Vivanco (2007); 2) A partial 
β-tubulin gene (benA) with primers Bt-2a (5’ 
GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC3’) and 
Bt-2b (5’ ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC 
3’) according to the method and PCR conditions 
described by Úrbez-Torres et al. (2008). The PCR 
products obtained were sent to the Instituto Potosino 
A.C. (IPICYT) for sequencing. The sequences 
obtained were analyzed with the Cromas Pro1.7.6 
software. Identity was verified with the NCBI 
(National Center for Biotechnology Information) 
BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool) 
system. The amplified ITS and β-tubulin rDNA 
sequences were deposited in the Gen Bank (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov). 

Pathogenicity test

The pathogenicity test was performed on 
branches of mango var. Manila obtained from 
a newly planted commercial orchard free of 
dieback disease located in the town of Los Idolos 
in Actopan, Veracruz, Mexico. The health of the 
branches was verified visually and through cultures 
in PDA medium (See the section on isolation and 
characterization of the isolates). In addition, control 
branches inoculated with PDA medium were used 
to rule out disease development. The branches were 
cut into 15 cm long segments and disinfected with 
70% alcohol for 30 s; they were then rinsed three 
times with sterile water. The isolates were grouped 
into fifteen groups according to the morphological 

la extracción del ADN genómico de acuerdo con el 
protocolo de Lee (1990). Con el ADN genómico se 
amplificó: 1) La región del espaciador transcrito in-
terno (ITS) del ADNr (grupo ITS1–5.8S-ITS2) con 
los cebadores ITS1F (5’ TCCGTAGGTCAACCT-
GCGG 3’) e ITS4 (5’ TCCTCCGCTTATTGATAT-
GC 3’) acorde a la metodología y condiciones de 
PCR descritas por Manter y Vivanco (2007) y 2) 
Un gen parcial de β-tubulina (benA) con los ce-
badores Bt-2a (5’ GGTAACCAAATCGGTGCT-
GCTTTC3’) y Bt-2b (5’ ACCCTCAGTGTAG-
TGACCCTTGGC 3’) acorde con la metodología 
y condiciones de PCR descritas por Úrbez-Torres 
et al. (2008). Los productos obtenidos se enviaron 
a secuenciar al Instituto Potosino A.C. (IPICYT). 
Las secuencias obtenidas fueron analizadas con el 
software Cromas Pro1.7.6 y se comprobó la iden-
tidad con el sistema BLASTn (Basic Local Align-
ment Search Tool) del NCBI (National Center for 
Biotechnology Information). Las secuencias am-
plificadas del ITS y β-tubulina del ADNr fueron 
depositadas en el Gen Bank (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov). 

Prueba de patogenicidad

La prueba de patogenicidad se realizó en ramas 
de mango var. Manila, obtenidas de una huerta co-
mercial de reciente plantación libre de la enferme-
dad de muerte descendente ubicada en la localidad 
de Los Ídolos en Actopan, Veracruz, México. Se 
comprobó la sanidad de las ramas de manera visual 
y a través de siembras en medio PDA (Ver sección 
aislamiento y caracterización de los aislados). Adi-
cionalmente se utilizaron ramas control inoculadas 
con medio PDA para descartar desarrollo de la en-
fermedad. Las ramas fueron cortadas en segmentos 
de 15 cm de largo y desinfectadas con alcohol al 
70% por 30 s; posteriormente, fueron enjuagadas 
tres veces con agua estéril. De acuerdo con las 
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characteristics of the mycelium. Of the fifteen 
groups, only 5 of the genus Lasiodiplodia and 2 
of the genus Pestalotiopsis showed pathogenicity. 
A wound was made in the middle of each mango 
branch using a dissection needle. An 8-mm-diameter 
mycelial plug of each fungus, previously cultivated 
on PDA plates for 7 days at 28 °C, was placed 
in each wound. A plug of PDA medium without 
phytopathogen was inoculated into each wound 
as control. The branches were incubated in glass 
plates for 7 days at 28 °C with a relative humidity 
of 70-80%. The presence of necrosis and gum was 
observed in the branches. The lesion area (mm2) was 
measured at days 1, 3, 5 and 7. The percentage of 
incidence (%I) was determined through the formula 
%I = x/N × 100, where x represents the number 
of diseased branches and N is the total number of 
branches evaluated. The experiment was conducted 
with a completely randomized experimental design 
with five replications. The fungi were re-isolated 
on PDA plates to confirm Koch’s postulates.

Evaluation of in vitro growth by dual culture 
technique

The in vitro tests were performed on the strain 
S10 of L. pseudotheobromae and strain MN2 of 
P. mangiferae, which were the most virulent in 
the pathogenicity test. The in vitro evaluation was 
performed according to the modified protocol of 
Lawrence et al., (2018). The fungi were seeded 
on PDA plates for seven days at 28 °C. Previous 
observations had found differences in the growth rate 
of both phytopathogens; therefore, two experiments 
were proposed. The first consisted of placing two 
8-mm plugs of P. mangiferae MN2 on the lateral 
part of each plate with PDA and incubating them for 
two days at 28 °C. Subsequently, two 8-mm plugs 
of L. pseudotheobromae S10 were inoculated 2 cm 
from the P. mangiferae MN2 colony and incubated 

características morfológicas del micelio los aisla-
dos se agruparon en 15 grupos. De los 15 grupos 
solo 5 del género Lasiodiplodia y 2 de Pestalotiop-
sis presentaron patogenicidad. En medio de cada 
rama de mango se realizó una herida con una aguja 
de disección y en cada herida se colocó un taquete 
micelial de 8 mm de diámetro de cada hongo pre-
viamente cultivado en placas con PDA por 7 días a 
28 °C. Como control se inoculo en cada herida un 
taquete de medio PDA sin fitopatógeno. Las ramas 
se incubaron por 7 días en placas de vidrio a 28 °C 
con una humedad relativa de 70-80%. Se observó 
la presencia de necrosis y de goma en las ramas y 
se cuantificó el área de lesión (mm2) a los días: 1, 
3, 5 y 7. Se determinó el porcentaje de incidencia 
(%I) a través de la fórmula: %I = x/N × 100, donde, 
x representa el número de ramas enfermas y N es el 
número total de ramas evaluadas. El experimento 
se realizó con un diseño experimental completa-
mente al azar con cinco repeticiones. Los hongos 
fueron re-aislados en placas con PDA para confir-
mar los postulados de Koch.

Evaluación del crecimiento in vitro por técnica 
de cultivo dual

Las pruebas in vitro fueron realizadas con la 
cepa S10 de L. pseudotheobromae y MN2 de P. 
mangiferae, que fueron las de mayor virulencia en 
la prueba de patogenicidad. La evaluación in vitro 
se realizó de acuerdo con el protocolo modificado 
de Lawrence et al., (2018). Los hongos fueron sem-
brados en placas con PDA por siete días a 28 °C. 
En observaciones previas se encontró diferencias 
en la velocidad de crecimiento de ambos fitopató-
genos, por lo tanto, se plantearon dos experimen-
tos. El primero, consistió en sembrar dos taquetes 
de 8 mm de P. mangiferae MN2 en la parte lateral 
de cada placa con PDA y se incubaron por dos días 
a 28 °C; posteriormente, se inocularon dos taquetes 
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for nine days at 28 °C. The second experiment 
consisted of performing a simultaneous inoculation 
of two 8-mm plugs (one of each phytopathogen) in 
the same plate with PDA. As a control, the fungi 
were also seeded individually in other PDA plates 
and a group of plates were inoculated with a plug of 
PDA medium without phytopathogen. The plates 
were incubated for 9 days at 28 °C. The coloration 
of the mycelium was observed in both fungi on days 
1, 3, 5, 7 and 9. The presence of conidiomata was 
assessed in P. mangiferae MN2 on the same days. 
The stereoscopic microscope was used to check 
for any crossing of hyphae or the presence of an 
inhibition halo between them. Four replications of 
each treatment were performed with a completely 
randomized experimental design.

Assessment of fungal filtrates from L. 
pseudotheobromae and P. mangiferae

The effect of fungal filtrates on the growth of 
P. mangiferae MN2 and L. pseudotheobromae S10 
was evaluated following the procedure described by 
Naglot et al. (2015) and Hajieghrari et al. (2008). 
Fungi were cultivated separately in potato dextrose 
broth in a shaker at 150 rpm for 14 days at 28 °C. 
The culture medium was centrifuged at 6,000 rpm 
for 30 min and subsequently filtered through a 
0.20 μm sterile membrane (Whatman). Plates were 
prepared with PDA medium plus the filtrates of 
each phytopathogen at a concentration of 50% v/v. 
The fungi had been previously sown on PDA plates 
for seven days at 28 °C. The plates containing 
the filtrate of L. pseudotheobromae S10 were 
inoculated in the center with an 8 mm plug with P. 
mangiferae MN2. The plates with the filtrate of P. 
mangiferae MN2 were inoculated in the center with 
an 8 mm plug with L. pseudotheobromae S10. As 
a control, the fungi were inoculated individually in 
PDA medium. As an absolute control, a PDA plug 

de 8 mm de L. pseudotheobromae S10 a 2 cm de la 
colonia de P. mangiferae MN2 y se incubaron por 
nueve días a 28 °C. El segundo experimento consis-
tió en realizar la inoculación de manera simultánea 
de dos taquetes de 8 mm de ambos fitopatógenos en 
la misma placa con PDA. Como control los hongos 
fueron sembrados individualmente y un grupo de 
placas fueron inoculadas con un taquete de medio 
PDA sin fitopatógeno. Las placas se incubaron por 
9 días a 28 °C. En los días 1, 3, 5 ,7 y 9 se observó 
la coloración del micelio en ambos hongos y en P. 
mangiferae MN2 la presencia de conidiomas. En 
el microscopio estereoscópico se observó si existía 
cruzamiento entre hifas o un halo de inhibición en-
tre ellas. Se realizaron cuatro repeticiones de cada 
tratamiento con un diseño experimental completa-
mente al azar.

Evaluación de filtrados fúngicos de L. pseudo-
theobromae y P. mangiferae

Para conocer el efecto de los filtrados fúngicos 
sobre el crecimiento de P. mangiferae MN2 y L. 
pseudotheobromae S10 se realizó el protocolo de 
Naglot et al. (2015) y Hajieghrari et al. (2008). 
Los hongos por separado fueron cultivados en cal-
do papa dextrosa en un agitador a 150 rpm por 14 
días a 28 °C. El medio de cultivo fue centrifugado 
a 6,000 rpm por 30 min y posteriormente fue filtra-
do a través de una membrana (Whatman) estéril de 
0,20 μm. Se prepararon placas con medio PDA más 
los filtrados de cada fitopatógeno a una concentra-
ción del 50% vol/vol. Los hongos fueron previa-
mente sembrados en placas con PDA por siete días 
a 28 °C. Las placas que contenían el filtrado de L. 
pseudotheobromae S10 fueron inoculadas con un 
taquete de 8 mm en la parte central con P. mangife-
rae MN2. Las placas con el filtrado de P. mangife-
rae MN2 fueron inoculadas con un taquete de 8 mm 
en la parte central con L. pseudotheobromae S10. 
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was inoculated in the PDA plates containing the 
filtrate of each fungus. The plates were incubated 
for 9 days at 28 °C. Four replicates per treatment 
were performed using a completely randomized 
experimental design. The coloration of the 
mycelium and, in the case of P. mangiferae MN2, 
the presence of conidiomata were recorded. The 
inhibition percentage (I) was measured according 
to the formula of Singh (2006): I = (C-t)/C × 100, 
where C represents the diameter of the control 
colony and t the diameter of the colony with filtrate.

Fungal coinfection on mango branches

The effect of coinfection on mango branches 
was assessed using a modified protocol of 
Lawrence et al. (2018). P. mangiferae MN2 and 
L. pseudotheobromae S10 were previously seeded 
on PDA plates for 7 days at 28 °C. The branches 
were cut into 15 cm long segments, the surface 
was disinfected with 70% alcohol for 30 s and 
rinsed three times with sterile water. Two wounds, 
separated by 2 cm, were made in the central part 
of each branch with a sterile needle. An 8-mm-
diameter mycelial plug of P. mangiferae MN2 was 
placed in the first wound, and an 8-mm-diameter 
mycelial plug of L. pseudotheobromae S10 was 
placed in the second one. For control purposes, 
branches were inoculated only with each fungus and 
another one was inoculated with plugs containing 
only PDA medium, without phytopathogen. The 
branches were incubated for seven days at 28 °C 
and a relative humidity of 70-80%. Five replicates 
were performed for each treatment in a completely 
randomized experimental design. The presence of 
necrosis and gum in the branches was recorded 
and the lesion area (mm2) was measured using the 
ImageJ program. The fungi were re-isolated on 
PDA plates to confirm Koch’s postulates.

Como control se inocularon los hongos en forma 
individual en medio PDA y como control absolu-
to se inoculo un taquete de PDA en las placas con 
PDA que contenían el filtrado de cada hongo. Las 
placas se incubaron por 9 días a 28 °C. Se realiza-
ron cuatro repeticiones por tratamiento y se utilizó 
un diseño experimental completamente al azar. Se 
observó la coloración del micelio y en el caso de 
P. mangiferae MN2 la presencia de conidiomas. El 
porcentaje de inhibición (I) se midió de acuerdo a 
la fórmula de Singh (2006):  I = (C-t)/C × 100, don-
de C representa el diámetro de la colonia control y 
t el diámetro de la colonia con filtrado.

Coinfección de los hongos en ramas de mango

El efecto de las coinfecciones en ramas se reali-
zó con el protocolo de Lawrence et al. (2018) con 
modificaciones. P. mangiferae MN2 y L. pseudo-
theobromae S10 fueron previamente sembrados 
en placas con PDA por 7 días a 28 °C. Las ramas 
fueron cortadas en segmentos de 15 cm de largo, la 
superficie fue desinfectada con alcohol al 70% por 
30 s y enjuagadas tres veces con agua estéril. En 
la parte central de cada rama con una aguja estéril 
se realizaron dos heridas separadas por 2 cm. En 
la primera herida se colocó un taquete micelial de 
8 mm de diámetro de P. mangiferae MN2, y en la 
segunda un taquete micelial de 8 mm de diámetro 
de L. pseudotheobromae S10. Para efectos de con-
troles se incluyeron tratamientos de ramas inocula-
das solo con cada hongo y otro inoculado solo con 
taquetes de medio PDA sin fitopatógeno. Las ramas 
se incubaron por siete días a 28 °C y una humedad 
relativa de 70-80%. Se realizaron cinco repeticio-
nes por cada tratamiento con un diseño experimen-
tal completamente al azar. Se observó la presencia 
de necrosis y de goma en la rama y se cuantificó el 
área de lesión (mm2) a través del programa ImageJ. 
Los hongos fueron re-aislados en placas con PDA 
para confirmar los postulados de Koch.
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Statistical analysis

The statistical analysis of the obtained data 
was based on analysis of variance (ANOVA) 
using the SPSS statistical software. The analyzed 
data corresponded to lesion area and inhibition 
percentage. Significant differences (p ≤ 0.05) 
between means were determined using Tukey’s 
post hoc test. 

RESULTS

Isolation and morphological identification of 
fungi 

Forty isolates were obtained, and 15 groups of 
fungi were formed from the sampled trees with 
dieback symptoms (Figure 1A-C). A representative 
of each group was characterized, resulting in 13 
fungi of the genus Lasiodiplodia and two of the 
genus Pestalotiopsis. Seven isolates were selected 
for morphological identification according to their 
level of aggressiveness: five of them belonged to 
the species L. pseudotheobromae and two to the 
species P. mangiferae. The following morphological 
characteristics were observed for each fungus: 

In the first three days, the five isolates of 
L. pseudotheobromae showed a white cottony 
mycelium (Figure 2D). In the fourth day, the 
mycelium showed a grayish color, and from day 
seven the color changed to grayish-black (Figure 
2E). When the plates were exposed to black and 
white light, dark brown pycnidia were formed. The 
hyphae were filamentous, septate, with constricted 
septum, and dark brown in color. The conidia were 
ellipsoidal, with a rounded apex and base, two dark 
brown septa and an average size (N=100) of 23.4 
μm in length × 14.25 μm in width (Figure 2F). The 
five isolates were identified as L. pseudotheobromae 
according to Clendenin’s taxonomic keys (1896).

Análisis estadístico

Los análisis estadísticos se estimaron a través 
de las medias y desviaciones estándar mediante 
análisis de varianza unidireccional (ANOVA) uti-
lizando software estadístico SPSS Los datos anali-
zados fueron área de lesión y porcentaje de inhibi-
ción. Las diferencias significativas (p ≤ 0.05) entre 
las medias se determinaron mediante la prueba post 
hoc Tukey’s. 

RESULTADOS

Aislamiento e identificación morfológica de hongos 

Se obtuvieron 40 aislamientos y se formaron 
15 grupos de hongos de los árboles muestreados 
con síntomas de muerte descendente (Figura 1A-
C). Se caracterizó un representante de cada grupo 
dando como resultado 13 de género Lasiodiplodia 
y dos de Pestalotiopsis. De acuerdo con el nivel 
de agresividad, fueron seleccionados siete aisla-
mientos para la identificación morfológica: cinco 
pertenecientes a la especie L. pseudotheobromae y 
dos a la especie P. mangiferae. Las características 
morfológicas observadas de cada hongo fueron las 
siguientes: 

Los cinco aislamientos de L. pseudotheobromae 
en los primeros tres días presentaron micelio algo-
donoso de color blanco (Figura 2D), en el cuarto 
día el micelio se pigmentó color grisáceo y a partir 
del día siete la coloración cambio a grisáceo negro 
(Figura 2E). Al exponer las placas en luz blanca y 
negra se formaron picnidios color marrón obscuro. 
Las hifas fueron filamentosas, septadas, constricti-
vas en el tabique y color marrón obscuro. Los co-
nidios fueron elipsoidales, ápice y base redondea-
da, con dos septos color marrón obscuro, con un 
tamaño promedio (N=100) de 23.4 μm de largo × 
14.25 μm de ancho (Figura 2F). De acuerdo con las 
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Figure 1. Symptoms of dieback in mango trees var. Manila and morphological characterization of Lasiodiplodia 
pseudotheobromae and Pestalotiopsis mangiferae. A) Rotting on branches (pr), B) Rotting on trunk (pt), C) 
Gummosis (g), D) Mycelial growth of L. pseudotheobromae cottony white, E) Micellar growth of L. pseudotheobromae 
greyish-black, F) Conidia of L. pseudotheobromae dark brown (100x), G) Cottony white mycelial growth of P. 
mangiferae, H) Presence of P. mangiferae conidiomata e I) Conidia of P. mangiferae dark brown-black (100x). 

Figura 1. Síntomas de la muerte descendente en árboles de mango var. Manila y caracterización morfológica de Lasiodiplodia 
pseudotheobromae y Pestalotiopsis mangiferae A) Pudrición en ramas (pr), B) Pudrición de tronco (pt), C) 
Gomosis (g), D) Crecimiento micelial de L. pseudotheobromae blanco algodonosos, E) Crecimiento micelar de L. 
pseudotheobromae grisáceo negro, F) Conidios marrón obscuro de L. pseudotheobromae (100x), G) Crecimiento 
micelial blanco algodonoso de P. mangiferae, H) Presencia de conidiomas de P. mangiferae e I) Conidios color 
marrón obscuro-negro P. mangiferae (100x).
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When subjected to alternating white and black 
light, the mycelial growth of P. mangiferae from 
days one to seven was irregular, cottony and 
diffuse, with a white coloration (Figure 2G). A 
cream coloration developed in the mycelium before 
the appearance of conidiomata. On day nine, black 

claves taxonómicas de Clendenin (1896) los cinco 
aislamientos fueron identificados como L. pseudo-
theobromae.  

Por otra parte, al intercalar luz blanca y negra el 
crecimiento micelial de P. mangiferae desde el día 
uno al siete fue irregular algodonoso y difuso con 

Figure 2. Mycelial growth of Lasiodiplodia pseudotheobromae and Pestalotiopsis mangiferae and hyphal interaction during 
the dual inoculation technique. A) Pestalotiopsis mangiferae MN2, B) Lasiodiplodia pseudotheobromae S10, C) P. 
mangiferae MN2 and L. pseudotheobromae S10, D) Crossing of hyphae of P. mangiferae MN2 and L. pseudotheobromae 
S10 inoculated two days later, E) Crossing of hyphae of P. mangiferae MN2 and L. pseudotheobromae S10 and F) 
Interaction between P. mangiferae MN2 and L. pseudotheobromae S10 inoculated two days later. 

Figura 2. Crecimiento micelial durante la técnica de inoculación dual de Lasiodiplodia pseudotheobromae y Pestalotiopsis 
mangiferae e interacción de hifas. A) Pestalotiopsis mangiferae MN2, B) Lasiodiplodia pseudotheobromae S10, C) P. 
mangiferae MN2 y L. pseudotheobromae S10, D) Cruzamiento de hifas de P. mangiferae MN2 y L. pseudotheobromae 
S10 inoculada dos días después, E) Cruzamiento de hifas de P. mangiferae MN2 y L. pseudotheobromae S10 e F) 
Interacción P. mangiferae MN2 y L. pseudotheobromae S10 inoculada dos días después. 
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pycnidial and globose conidiomata (Figure 2H) 
and hyaline and septate hyphae were observed. 
The indistinct brown conidia were slightly curved 
ellipsoid in shape with 4 septa and between 2 and 
3 flagella. The average conidia size was 26.5 μm 
long × 7.2 μm wide (Figure 2I). The two isolates 
were identified as P. mangiferae according to the 
taxonomic keys of Maharachchikumbura et al. 
(2014).

The sequences of the ITS and β-tubulin regions 
of three Lasiodiplodia isolates, as well as an ITS 
sequence from Pestalotiopsis, were deposited in 
GenBank. L. pseudotheobromae S10 (MH181156, 
OL988629), L. pseudotheobromae SN (MH179101, 
OL988630), Lasiodiplodia II3 (OK648476, 
OL988631), and Pestalotiopsis mangiferae MN2 
(MH179308). The resulting amplifications were 
550 bp for the ITS and 430 bp for β-tubulin. 
Analysis of the sequences in the GenBank 
database identified the species Lasiodiplodia 
pseudotheobromae and Pestalotiopsis mangiferae 
in the ITS regions by 100% and in the β -tubulin 
regions by 99%. Lasiodiplodia pseudotheobromae 
and Pestalotiopsis mangiferae were identified 
based on their morphological and molecular 
characteristics.

Pathogenicity tests

Necrosis and gummosis were observed after 
seven days in the mango branches inoculated with L. 
pseudotheobromae and P. mangiferae. Significant 
differences (P<0.05) were observed in the lesion 
area between the branches inoculated with each 
phytopathogen (Table 1). On day seven, isolate 
S10 of L. pseudotheobromae showed the highest 
aggressiveness compared to the rest of the isolates, 
generating a lesion area of 28.22 mm2. The MN2 
isolate of P. mangiferae showed a larger lesion area 
of 8.44 mm2 compared to the SN1 isolate. Isolates 

una coloración blanca (Figura 2G). Antes de mos-
trar los conidiomas se desarrolló en el micelio una 
coloración crema. En el día nueve se presentaron 
conidiomas negros picnidiales y globosas (Figura 
2H) e hifas hialinas y septadas. Los conidios color 
marrón indistintos de forma elipsoide ligeramente 
curvada con 4 septos y entre 2-3 flagelos. El prome-
dio del tamaño de conidios fue de 26.5 μm de largo 
× 7.2 μm de ancho (Figura 2I). De acuerdo con las 
claves taxonómicas de Maharachchikumbura et al. 
(2014) los dos aislamientos se identificaron como 
P. mangiferae.

Las secuencias de las regiones ITS y β-tubulina 
de tres aislamientos de Lasiodiplodia, así como 
una secuencia ITS de Pestalotiopsis fueron depo-
sitadas en el GenBank.  L. pseudotheobromae S10 
(MH181156, OL988629), L. pseudotheobromae 
SN (MH179101, OL988630) y Lasiodiplodia II3 
(OK648476, OL988631) y Pestalotiopsis mangife-
rae MN2 (MH179308). Las amplificaciones resul-
tantes fueron de 550 pb para el ITS y 430 pb para la 
β-tubulina y el análisis de las secuencias en la base 
de datos del GenBank identificaron a las especies 
Lasiodiplodia pseudotheobromae y Pestalotiop-
sis mangiferae en las regiones ITS en un 100% y 
β-tubulina en un 99%. De acuerdo con las caracte-
rísticas morfológicas y moleculares se identificó a 
Lasiodiplodia pseudotheobromae y Pestalotiopsis 
mangiferae. 

Pruebas de patogenicidad

Se observó después de siete días necrosis y go-
mosis en las ramas de mango inoculadas con L. 
pseudotheobromae y P. mangiferae. Se observaron 
diferencias significativas (P< 0.05) en el área de le-
sión de las ramas inoculadas con cada fitopatógeno 
(Cuadro 1). El aislamiento S10 de L. pseudothe-
obromae en el día siete presentó la mayor agresivi-
dad en comparación con el resto de los aislamientos, 
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SN, LB2, S10 and II3 of the genus Lasiodiplodia 
caused a larger lesion area compared to the two 
isolates of Pestalotiopsis. The incidence rate of the 
disease was 100% in all the branches inoculated 
with both phytopathogens. Lasiodiplodia 
pseudotheobromae and P. mangiferae were re-
isolated from the branches, confirming Koch’s 
postulates. 

Evaluation of in vitro growth by dual culture 
technique

The results of the dual inoculation treatment 
did not show differences in the coloration of 
the mycelium between P. mangiferae MN2 and 
L. pseudotheobromae S10. The presence of 
conidiomata in P. mangiferae MN2, which was 
inoculated two days before L. pseudotheobromae, 
was observed on the seventh day. Individual 
inoculations did not present conidiomata. In the 
plates inoculated two days later, the growth of both 
fungi seemed to auto-equalize. A crossing between 
the hyphae of both species was observed in the 
microphotographs (Figure 2E-F). No inhibition 
halos were observed in the contact zone between 

generando un área de lesión de 28.22 mm2. El ais-
lamiento MN2 de P. mangiferae presentó un área 
mayor de lesión de 8.44 mm2 en comparación al 
aislado SN1. Los aislados SN, LB2, S10 y II3 del 
género Lasiodiplodia causaron mayor área de le-
sión en comparación con los dos de Pestalotiopsis. 
El porcentaje de incidencia de la enfermedad fue 
del 100% en todas las ramas inoculadas con ambos 
fitopatógenos.  De las ramas fueron re-aislados a L. 
pseudotheobromae y P. mangiferae, confirmando 
los postulados de Koch.

Evaluación del crecimiento in vitro por técnica 
de cultivo dual

Los resultados del tratamiento de inoculación 
dual no presentaron diferencias en la coloración del 
micelio de P. mangiferae MN2 y L. pseudotheobro-
mae S10. Se observó en el séptimo día la presencia 
de conidiomas en P. mangiferae MN2 cuando se 
inoculo dos días antes que L. pseudotheobromae, 
las inoculaciones individuales no presentaron las 
estructuras. En las placas inoculadas dos días des-
pués se observó un auto emparejamiento en el cre-
cimiento de ambos hongos. En las microfotografías 

Table 1.  Lesion area in branches of mango var. Manila inoculated with isolates of L. pseudotheobromae and P. mangiferae.
Cuadro 1.  Área de lesión de ramas de mango var. Manila inoculadas con aislamientos de L. pseudotheobromae y P. mangiferae.

Aislamiento Incidencia (%)
Día 1 Día 3 Día 5 Día 7

Área de lesión (mm2) y

L. pseudotheobromae SN 100 3.77±0.5 dz 7±0.88cdz 12.77±0.83cz 21.55±0.5dz

L. pseudotheobromae LB2 100 2.44±0.38c 6.33±0.88c 10.11±0.50b 17.33±0.57c
L. pseudotheobromae S10 100 5.66±0.66 e 8.27±0.58d 15.44±0.83d 28.22±1.7e
L. pseudotheobromae AA 100 0.88±0.38a 1.56±0.32a 2.27±0.9a 3.33±0.4a
L. pseudotheobromae II3 100 2.44±0.38c 3.46±0.17b 8.22±0.5b 19.22±0.5cd
P. mangiferae MN2 100 2.33±0.33 c 2.78±0.1ab 4.22±1.5a 8.44±1b
P. mangiferae SN1 100    1.5  ±0.29 b 2.1±0.2 ab 2.56±0.6a 3.86±0.4a

y Each value represents the mean ± standard deviation. z Means with different letters in each column are statistically different 
(Tukey, p≤0.05).  /  y Cada valor representa la media ± desviación estándar. z Medias con letras distintas en cada columna son 
estadísticamente diferentes (Tukey, p≤0.05). 
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P. mangiferae MN2 and L. pseudotheobromae S10 
(Figure 2A-D).

In vitro evaluation of fungal filtrates

The percentage of inhibition of P. mangiferae 
MN2 and L. pseudotheobromae S10 showed 
significant differences (P<0.05) between the 
treatments. No changes were observed in the 
coloration of the mycelium during the growth 
of both fungi. P. mangiferae MN2 did not show 
conidiomata. The filtrate of L. pseudotheobromae 
S10 inhibited the growth of P. mangiferae MN2 
by 41.38%. The percentage of inhibition of the 
filtrate of P. mangiferae MN2 on the growth of L. 
pseudotheobromae S10 was 2.68%. 

Coinfection of Lasiodiplodia pseudotheobromae 
and Pestalotiopsis mangiferae in mango branches

Gummosis and necrosis were observed in mango 
branches inoculated with L. pseudotheobromae 
S10 and P. mangiferae MN2 (Figure 3). There were 
significant differences in lesion area between the 
coinfection and individual infection treatments. In 
coinfection treatments, the lesion area was larger 

se observó un cruzamiento entre las hifas de ambas 
especies (Figura 2E-F). No se observaron halos de 
inhibición en la zona de contacto entre P. mangi-
ferae MN2 y L. pseudotheobromae S10 (Figura 
2A-D).

Evaluación in vitro de filtrados fúngicos

El porcentaje de inhibición de P. mangiferae 
MN2 y L. pseudotheobromae S10 presentó dife-
rencias significativas (P< 0.05) entre los tratamien-
tos. Durante el crecimiento de ambos hongos no se 
observaron cambios en la coloración del micelio. 
P. mangiferae MN2 no presentó conidiomas. El fil-
trado de L. pseudotheobromae S10 inhibió el creci-
miento de P. mangiferae MN2 en 41.38%. El por-
centaje de inhibición del filtrado de P. mangiferae 
MN2 sobre el crecimiento de L. pseudotheobromae 
S10 fue de 2.68%. 

Coinfección de Lasiodiplodia pseudotheobromae 
y Pestalotiopsis mangiferae en ramas de mango

Se observó gomosis y necrosis en las ramas 
de mango inoculadas con L. pseudotheobromae 
S10 y P. mangiferae MN2 (Figura 3). Entre los 

Figure 3. Coinfection in Manila mango branches on days 1, 3 and 5. A. Individual inoculation of L. pseudotheobromae S10. B. 
Individual inoculation of P. mangiferae MN2. C. Dual inoculation of P. mangiferae MN2 and L. pseudotheobromae 
S10.

Figura 3. Coinfección en ramas de mango variedad Manila a los días 1, 3 y 5. A. Inoculación individual de L. 
pseudotheobromae S10. B. Inoculación individual de P. mangiferae MN2. C. Inoculación dual de P. mangiferae 
MN2 y L. pseudotheobromae S10.
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compared to individual inoculations (Table 2). The 
lesion area was clearly seen to increase significantly 
in coinfection treatments. The control branches did 
not show a lesion area. The presence of gummosis, 
a characteristic symptom of dieback, was not 
observed. Necrotic tissue was obtained from each 
branch and the species L. pseudotheobromae 
S10 and P. mangiferae MN2 were re-isolated, 
confirming Koch’s postulates.

DISCUSSION

The fungus Lasiodiplodia pseudotheobromae 
has been reported as the causative agent of mango 
dieback individually and as fungal complexes 
in various parts of the world such as Brazil, 
Egypt, Peru, Korea, and Australia, among others 
(Sakalidis et al., 2011; Ismail et al., 2012; Kwon 
et al., 2017; Rodríguez-Gálvez et al., 2017). In 
Mexico, the presence of L. pseudotheobromae 
has been associated with the death of mango trees 
of the Tommy Atkins and Ataulfo varieties in the 
states of Colima, Guerrero, Jalisco and Michoacán 
(Sandoval-Sánchez et al., 2013). The present 
study reports for the first time the presence of L. 

tratamientos de coinfección e infección individual 
se presentaron diferencias significativas en área 
de lesión. En la coinfección el área de lesión fue 
mayor en comparación cuando fueron inoculacio-
nes individuales (Cuadro 2). En la coinfección se 
ve de manera clara el aumento en el área de lesión 
aumenta significativamente. Las ramas control no 
presentaron área de lesión, no se observó la presen-
cia de gomosis síntoma característico de la muerte 
descendente. A partir de cada rama se obtuvo tejido 
necrosado y fueron re-aisladas las especies de L. 
pseudotheobromae S10 y P. mangiferae MN2, con-
firmando los postulados de Koch.

DISCUSIÓN

El hongo Lasiodiplodia pseudotheobromae ha 
sido reportado como el agente causal de la muerte 
descendente en mango de manera individual y en 
forma de complejos en diversas partes del mundo 
como: Brasil, Egipto, Perú, Corea, Australia, entre 
otros (Sakalidis et al., 2011; Ismail et al., 2012; 
Kwon et al., 2017; Rodríguez-Gálvez et al., 2017). 
En México, la presencia de L. pseudotheobromae, 
se ha asociado a la muerte de árboles de mango en 

Table 2. Coinfection of Pestalotiopsis mangiferae MN2 and Lasiodiplodia 
pseudotheobromae S10 in mango branches after 5 days. 

Cuadro 2. Coinfección de Pestalotiopsis mangiferae MN2 y Lasiodiplodia 
pseudotheobromae S10 en ramas después de 5 días.

Tratamiento Área de lesión (mm2) y 

Control (PDA) 0.0±0.1a

L. pseudotheobromae S10 individual 24.7±3.7b

P. mangiferae MN2 individual 2.7±1.2a

L. pseudotheobromae S10 + 
P. mangiferae MN2 coinfección 39.3±2.5c

y Each value represents the mean ± standard deviation. / y Cada valor representa la 
media ± deviación estándar.
z Means with different letters are statistically different (Tukey, p≤0.05). / z Medias 
con letras distintas son estadísticamente diferentes (Tukey, p≤0.05). 
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pseudotheobromae in mango trees var. Manila 
with dieback symptoms in Veracruz. In recent 
years, the importance of the genus Pestalotiopsis 
has increased due to the damage it causes to plants 
of commercial importance such as peach and 
blueberry plants (Chen et al., 2012; Borrero et al., 
2018; Rodríguez-Gálvez et al., 2020). In mango, 
P. mangiferae has been associated with leaf spot 
(Rakesh et al., 2020). However, so far it has not 
been reported as part of the complex that causes 
dieback, unlike other species of the genus such as P. 
theae (de-Oliveira et al., 2010; Sandoval-Sánchez 
et al., 2013). The present study provides the first 
report of P. mangiferae as part of the complex 
causing dieback in mango var. Manila.

In different ecosystems, plants interact with 
multiple groups of microorganisms, including 
phytopathogenic fungi, which interact with each 
other forming different ecological relationships 
(Liu et al., 2019). Although there are various 
reports on phytopathogenic fungi that associate 
to form complexes and cause diseases in various 
crops, little is known about their interaction and the 
mutual effect they have on their growth (Abdullah 
et al., 2017; 2018). The results of the present study 
using dual culture suggest a neutral interaction 
between L. pseudotheobromae and P. mangiferae 
when hyphal crossing is observed instead of an 
area of   antagonism. The results coincide with those 
that were previously reported on the interaction 
between Seimatosporium vitifusiforme and 
Diplodia seriata in grapevines. (Lawrence et al., 
2018). The interaction between fungi in a particular 
space and time could give rise to the formation of 
complexes that cause diseases in various plants, 
including dieback in mango (Junaid et al., 2020). 

Various phytopathogenic fungi produce 
antifungal compounds, such as phenols, terpenes, 
and flavonoids, which can inhibit the growth of 
various microorganisms, including fungi. This has 
been used as a biotechnological control strategy 

las variedades Tommy Atkins y Ataulfo en Colima, 
Guerrero, Jalisco y Michoacán (Sandoval-Sánchez 
et al., 2013). Este estudio reporta por primera vez 
a L. pseudotheobromae en árboles de mango var. 
Manila con síntomas de muerte descendente en Ve-
racruz. Por otra parte, en los últimos años la impor-
tancia del género Pestalotiopsis se ha incrementado 
debido a los daños que ocasiona en plantas como 
melocotón y arándanos (Chen et al., 2012; Borre-
ro et al., 2018; Rodríguez-Gálvez et al., 2020). En 
mango, P. mangiferae se ha asociado con la man-
cha foliar (Rakesh et al., 2020), sin embargo, hasta 
el momento no ha sido reportado como parte del 
complejo causante de la muerte descendente, a di-
ferencia de otras especies del género como P. theae 
(de-Oliveira et al., 2010; Sandoval-Sánchez et al., 
2013). Nuestro estudio aporta el primer reporte de 
P. mangiferae como parte del complejo causante de 
la muerte descendente en el cultivo de mango var. 
Manila.

En los diferentes ecosistemas las plantas inte-
ractúan con múltiples grupos de microorganismos 
incluyendo a los hongos fitopatógenos, los cuales, 
interactúan entre sí formando diferentes relaciones 
ecológicas (Liu et al., 2019). Aunque existen di-
versos reportes sobre hongos fitopatógenos que se 
asocian para formar complejos y causar enferme-
dades en diversos cultivos, poco se conoce acerca 
de su interacción y el efecto entre ellos sobre su 
crecimiento (Abdullah et al., 2017; 2018). Los re-
sultados de este estudio del cultivo dual sugieren 
una interacción neutral L. pseudotheobromae y P. 
mangiferae, al observarse cruzamiento de hifas y 
no un área de antagonismo, coincidiendo los resul-
tados con lo reportado durante la interacción entre 
Seimatosporium vitifusiforme y Diplodia seriata en 
la vid (Lawrence et al., 2018). La interacción en-
tre hongos en un espacio y tiempo definido podría 
dar origen a la formación de complejos que causan 
enfermedades en diversas plantas incluyendo la 
muerte descendente en mango (Junaid et al., 2020). 
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(Nalin et al., 2019; Reveglia et al., 2020). In the 
present study, the filtrate of L. pseudotheobromae 
S1O significantly inhibited P. mangiferae MN2. 
There are various reports of species of the genus 
Lasiodiplodia that produce mellein, an antifungal 
phenolic compound that causes cell lysis, inhibiting 
conidia germination and mycelial growth in 
various fungi (Qian et al., 2014; Cimmino et al., 
2017; Morales-Sánchez et al. al., 2021) such as 
Botrytis cinerea, Fulvia fulva and Lasiodiplodia 
theobromae (Wang et al., 2014; Abro et al., 2019). 
Studies of fungal filtrates focused on the control of 
phytopathogens could provide useful alternatives 
if their active compounds, metabolic production, 
fungicidal and/or fungistatic capacity, among 
others, are characterized (Pradeep et al., 2013). This 
deserves special attention since the dual culture 
assay showed no evidence of antagonism. This 
could be attributed to an increase in the production 
of antifungal metabolites in liquid culture medium 
compared to the solid culture medium, as has 
been observed in other species (Pradeep et al., 
2013). Another probable explanation could be 
the decrease or suppression from metabolites 
of L. pseudotheobromae when it recognizes P. 
mangiferae. The development in solid medium and 
in the branches was the same, corroborating the 
interaction between both species. The present study 
opens an opportunity to address the importance of 
secondary metabolites produced during interaction 
with various dieback-causing species. 

In recent years, various studies have focused on 
investigating plant diseases caused by co-infections 
of phytopathogenic fungi and their interactions 
with the host (Susi et al., 2015; Lerch-Olson and 
Robertson, 2020; Hoffmann et al., 2021). Mango 
branches co-inoculated with L. pseudotheobromae 
and P. mangiferae exhibited greater severity of 
dieback overall compared to individual infections. 
Fungal interactions are complex and involve 

Diversos hongos fitopatógenos producen com-
puestos antifúngicos como fenoles, terpenos y 
flavonoides capaces de inhibir el crecimiento de 
diversos microorganismos incluidos los hongos lo 
que se ha utilizado como estrategia biotecnológi-
ca de control (Nalin et al., 2019; Reveglia et al., 
2020). En nuestro estudio, el filtrado de L. pseu-
dotheobromae S1O inhibió significativamente a P. 
mangiferae MN2. Existen diversos reportes donde 
especies del género Lasiodiplodia producen melleí-
na, compuesto fenólico antifúngico que provoca li-
sis celular, inhibiendo la germinación de conidios y 
el crecimiento micelial de diversos hongos (Qian et 
al., 2014; Cimmino et al., 2017; Morales-Sánchez 
et al., 2021), como Botrytis cinerea, Fulvia fulva y 
Lasiodiplodia theobromae (Wang et al., 2014; Abro 
et al., 2019). Los estudios de los filtrados de hon-
gos enfocados al control de fitopatógenos pueden 
ser una alterativa si se caracterizan sus compuestos 
activos, producción metabólica, su capacidad fun-
gicida y/o fungistático, entre otros (Pradeep et al., 
2013).  Esto resulta de especial atención, pues en 
los cultivos duales no se observó ningún aspecto 
de antagonismo, esto podría atribuirse un aumen-
to en la producción de metabolitos antifúngicos en 
medio de cultivo líquido en comparación de solido 
como se ha observado en otras especies (Pradeep et 
al., 2013). Otra probable explicación podría añadir-
se a la disminución o supresión de metabolitos de 
L. pseudotheobromae cuando reconoce a P. man-
giferae. Así mismo el desarrollo en medio sólido y 
en ramas fue el mismo corroborando la interacción 
entre ambas especies. Esta investigación abre una 
oportunidad para abordar los metabolitos secunda-
rios producidos durante la interacción con diversas 
especies causantes de la enfermedad de la muerte 
descendente. 

En los últimos años, diversos estudios se han en-
focado a investigar las enfermedades vegetales pro-
vocadas por co-infecciones de hongos fitopatógenos 



326

Fully Bilingual
Mexican Journal of PHYTOPATHOLOGY
Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA

Online publication, September 2022

processes of mutualism, antagonism, coexistence, 
among others (Fang et al., 2021). In addition, the 
severity of diseases caused by co-infections of 
phytopathogens depends on various factors, mainly 
growth rate, virulence, metabolite production, 
interactions, host, among others (Müller et al., 
2012; Boddy, 2016; Luo et al., 2017). Future studies 
will aim to analyze the fungal-host pathosystem 
and develop integrated management strategies for 
dieback. 

CONCLUSIONS

The present study provides the first report of the 
causal agents associated with dieback in Manila 
mango trees in the state of Veracruz. Lasiodiplodia 
pseudotheobromae and Pestalotiopsis mangiferae 
were morphologically and molecularly identified 
based on the results obtained in the field and in 
the laboratory. In co-infection, the disease lesion 
area was larger in branches co-inoculated with L. 
pseudotheobromae and P. mangiferae, compared to 
individual infections. P. mangiferae filtrates had no 
effect on the growth of L. pseudotheobromae, while 
L. pseudotheobromae filtrates had an inhibitory 
effect on P. mangiferae growth.
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con L. pseudotheobromae y P. mangiferae presen-
taron una mayor severidad de la muerte descen-
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pende de diversos factores, destacando la tasa de 
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al., 2012; Boddy, 2016; Luo et al., 2017).  A futuro 
se propone investigar el patosistema hongos-hos-
pedero y desarrollar estrategias de manejo integra-
do de la muerte descendente. 

CONCLUSIONES

Este estudio aporta el primer reporte de los 
agentes causales asociados a la muerte descendente 
en mango var. Manila en el estado de Veracruz. A 
partir de los resultados obtenidos en campo y en 
laboratorio, se identificó de manera morfológica 
y molecular a Lasiodiplodia pseudotheobromae y 
Pestalotiopsis mangiferae. En la co-infección el 
área de lesión de la enfermedad fue mayor en las 
ramas co-inoculadas con L. pseudotheobromae y 
P. mangiferae, en comparación con las infeccio-
nes individuales. Los filtrados de P. mangiferae no 
tuvieron efecto sobre el crecimiento de L. pseudo-
theobromae, mientras que los filtrados de L. pseu-
dotheobromae tuvieron un efecto inhibitorio en el 
crecimiento de P. mangiferae. 
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Abstract. Vanilla planifolia is attacked by the 
fungus F. oxysporum f. sp. vanillae. Since there are 
no resistant genotypes available to producers, they 
opt for the use of synthetic fungicides to control 
the disease, however, there is no information 
on a possible resistance of the pathogen to these 
commercial fungicides. The goal of the work was 
to analyze the response of F. oxysporum strains, 
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Resumen. Vanilla planifolia es atacada por F. 
oxysporum f. sp. vanillae. Dado que no existen ge-
notipos resistentes disponibles para los producto-
res, éstos optan por el uso de fungicidas sintéticos 
para su control; sin embargo, no hay información 
sobre la respuesta del patógeno a estos productos 
comerciales. El objetivo del trabajo fue analizar 
la respuesta de cepas de F. oxysporum, patógenas 
(nueve) y no patógenas (tres) de V. planifolia, a 
tres bencimidazoles (tiofanato metílico, benomilo 
y carbendazim) y a clorotalonil, así como las bases 
genéticas de la respuesta al fungicida mediante el 
estudio de las proteínas blanco de los mismos, la 
β-tubulina y la GPDH, respectivamente. Se obser-
vó que las 12 cepas estudiadas fueron susceptibles 
a los fungicidas benomilo y carbendazim, mientras 
que 11 de ellas fueron resistentes al tiofanato me-
tílico y nueve al clorotalonil. No se encontra-
ron diferencias entre el carácter patogénico o la 
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pathogenic (nine) and non-pathogenic (three) of V. 
planifolia, to three fungicides of the benzimidazole 
family and to chlorothalonil, as well as the genetic 
bases by studying the target proteins of these active 
ingredients, β-tubulin and GPDH. It was observed 
that the 12 strains studied were susceptible to the 
fungicides benomyl and carbendazim, while 11 
of them were resistant to thiophanate methyl and 
nine to chlorothalonil. No relationship was found 
between the pathogenic character or the origin of 
the strains and the susceptibility to fungicides. It 
was found that resistance to thiophanate methyl is 
not conferred by a point mutation of the β-tubulin 
coding sequence, as previously hypothesized; 
apparently, it could be more related to the absence 
of protein motifs. No relationship was observed 
between variation in the gene GPDH with the 
resistance or susceptibility of the strains.

Keywords: Vanilla, root rot, stem rot, GPDH, 
β-tubulin.

Vanilla (Vanilla planifolia) is an orchid with 
important commercial value due to the compound 
vanillin, that it produces. Vanillin is sought after 
by various industries for its aroma and flavor. This 
crop faces a significant threat from the disease 
known as “root and stem rot”, which is caused by 
the ascomycete Fusarium oxysporum f. sp. vanillae 
(Pinaria et al., 2010; Adame-García et al., 2015). 
However, it has been shown that vanilla is associated 
with multiple genotypes of F. oxysporum that do 
not necessarily behave as pathogens (Casillas-
Isiordia et al., 2017). This also happens with other 
plant species, which has led to subdividing them 
into pathogenic (formae speciales) and beneficial 
endophytes to avoid losing valuable genetic 
information that could help understand the nature 
of this pathogen (Lecomte et al., 2016). 

procedencia de las cepas en relación con la suscep-
tibilidad a los fungicidas. Se encontró que la resis-
tencia al tiofanato metílico no es otorgada por una 
mutación puntual de la secuencia codificante de la 
β-tubulina, como se ha hipotetizado anteriormen-
te; al parecer, pudiera estar más relacionada con la 
ausencia de motivos de la proteína. No se observó 
relación entre variación del gen GPDH con la resis-
tencia o susceptibilidad de las cepas.

Palabras clave: Vainilla, pudrición de raíz, pudri-
ción de tallo, GPDH, β-tubulina.

La vainilla (Vanilla planifolia) es una orquídea 
de alto valor comercial debido a que produce el 
compuesto vainillina. La vainillina es buscada por 
varias industrias por su aroma y sabor. Este culti-
vo enfrenta una importante amenaza por la enfer-
medad conocida como “pudrición de raíz y tallo” 
causada por el ascomicete Fusarium oxysporum f. 
sp. vanillae (Pinaria et al., 2010; Adame-García et 
al., 2015). Se ha demostrado que la vainilla está 
asociada a múltiples genotipos de F. oxysporum, 
sin necesidad de que todos se comporten como pa-
tógenos (Casillas-Isiordia et al., 2017). Lo anterior, 
sucede también con otras especies vegetales, lo que 
ha llevado a subdividirlos en patogénicos (formae 
speciales) y endófitos benéficos, buscando de esta 
forma evitar perder valiosa información genética 
que ayude a entender la naturaleza del patógeno 
(Lecomte et al., 2016). 

Al no existir genotipos de vainilla resistentes al 
alcance de los productores mexicanos, éstos buscan 
alternativas para el control de la enfermedad, sien-
do el control químico mediante fungicidas el prin-
cipal método utilizado, sobre todo en la principal 
región productora de Papantla, Veracruz (Hernán-
dez-Hernández, 2011), zona considerada como el 
centro de origen, domesticación y distribución de 
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Since there are no resistant vanilla genotypes 
available to Mexican producers, they seek 
alternatives to control the disease, the main 
one being chemical control based on the use of 
fungicides. The main vanilla-producing region 
is Papantla, in the state of Veracruz (Hernández-
Hernández, 2011), an area considered to be the 
center of origin, domestication and distribution 
of vanilla (Lubinsky et al., 2008). The chemical 
control of Fusarium wilt in vanilla is performed 
mainly with fungicides of the benzimidazole group 
(Hernández-Hernández, 2019). These fungicides 
directly affect the degradation of β-tubulin in 
microtubules, thus inhibiting fungal cell division 
(Zhang et al., 2015). Other fungicides suggested 
for the control of F. oxysporum f. sp. vanillae are 
broad-spectrum ones, such as chlorothalonil, of 
the carbamate group, which have multiple sites 
of action in fungal cells, including the enzyme 
glycerol-3-phosphate dehydrogenase (GPDH), 
involved in glycolysis, which, when inactivated, 
causes the death of the fungus (Long and Siegel, 
1975; Baćmaga et al., 2018). 

In the case of benzimidazoles, numerous cases 
of resistance have been reported in various formae 
speciales of F. oxysporum (Arie, 2019), which have 
previously been associated with a point mutation at 
position 200 of the encoding sequence of β-tubulin 
(Petkar et al., 2017). For this reason, it is crucially 
important to determine the real susceptibility of 
F. oxysporum isolates to these fungicides, before 
using to control these pathogens. The present study 
aimed to evaluate the effect of three fungicides 
of the benzimidazole group and chlorothalonil 
on pathogenic and non-pathogenic strains of F. 
oxysporum associated with Vanilla planifolia. An 
additional aim was to determine whether resistance 
in strains of this forma specialis is related to point 
mutations in the sequences of the target proteins, 
β-tubulin and glycerol-3-phosphate dehydrogenase.  

la vainilla (Lubinsky et al., 2008). El control quí-
mico de la fusariosis en la vainilla se lleva a cabo 
principalmente con fungicidas de la familia de los 
bencimidazoles (Hernández-Hernández, 2019). Es-
tos fungicidas inciden directamente en la degrada-
ción de la β-tubulina de los microtúbulos, inhibien-
do de esta forma la división celular fúngica (Zhang 
et al., 2015). Otros sugeridos para el control de F. 
oxysporum f. sp. vanillae son los fungicidas de am-
plio espectro, como el clorotalonil, perteneciente 
a la familia de los carbamatos, los cuales tienen 
múltiples sitios de acción en las células del hongo, 
entre ellas la enzima glicerol-3-fosfatodeshidroge-
nasa (GPDH) involucrada en la glucólisis, que al 
inactivarse ocasiona la muerte del hongo (Long y 
Siegel, 1975; Baćmaga et al., 2018). 

Sin embargo, en el caso de los bencimidazoles, 
se han reportado numerosos casos de generación de 
resistencia en diversas formae speciales de F. oxys-
porum (Arie, 2019), la cual ha sido previamente 
asociada a una mutación puntual en la posición 200 
de la secuencia codificante de la proteína β-tubulina 
(Petkar et al., 2017), por tal razón es de suma im-
portancia determinar la susceptibilidad real de ais-
lados de F. oxysporum a estos fungicidas, antes de 
ser utilizados para el control de estos patógenos. 
Con base en lo anterior, el objetivo del presente tra-
bajo fue evaluar el efecto de tres fungicidas de la 
familia de los bencimidazoles y el clorotalonil en 
cepas de F. oxysporum, patógenas y no patógenas 
de Vanilla planifolia, además de determinar si la 
resistencia en cepas de esta forma specialis está re-
lacionada con mutaciones puntuales en las secuen-
cias de las proteínas blanco, β-tubulina y glicerol-
3-fosfatodeshidrogenasa.  

MATERIALES Y MÉTODOS

Cepas de F. oxysporum. Para el presente estudio 
se utilizaron 12 cepas de F. oxysporum aisladas de 
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MATERIALS AND METHODS

Strains of F. oxysporum. Twelve strains of F. 
oxysporum isolated from vanilla were used in the 
present study: nine strains that are pathogenic 
for V. planifolia and three non-pathogenic ones 
(Table 1). Except for strains BC1, Chic3 and JF9, 
the identification (morphological and molecular) 
and pathogenic capacity of the other strains were 
reported in the works of Adame-García et al. 
(2015), Casillas-Isiordia et al. (2017) and Flores-
de la Rosa et al. (2018). The morphological and 
genetic properties of the strains BC1, Chic3 and 
JF9, and pathogenic capacity against V. planifolia, 
were evaluated following the protocols described 
in the aforementioned references (data not shown). 
All the strains are preserved in the Laboratory of 
Genetic and Plants-Microorganisms Interactions 
of the Faculty of Agricultural Sciences of the 
Universidad Veracruzana. The vanilla plants from 
which the fungi were obtained were collected 

vainilla: nueve patógenas de V. planifolia y tres no 
patógenas (Cuadro 1). Con excepción de las cepas 
BC1, Chic3 y JF9, la identificación (morfológica 
y molecular) y capacidad patogénica de las cepas 
restantes se encuentra publicada en los trabajos de 
Adame-García et al. (2015), Casillas-Isiordia et al. 
(2017) y Flores-de la Rosa et al. (2018). La evalua-
ción morfológica, genética y capacidad patogénica 
en V. planifolia de las cepas BC1, Chic3 y JF9 fue-
ron determinadas siguiendo los protocolos descri-
tos en las referencias antes mencionadas (datos no 
mostrados). Todas las cepas están resguardadas en 
el Laboratorio de Genética e Interacciones Planta 
Microorganismos de la Facultad de Ciencias Agrí-
colas de la Universidad Veracruzana. Las plantas 
de vainilla de donde se obtuvieron los hongos fue-
ron colectadas de acahuales, selva o plantaciones 
de vainilla, sin manejo con fungicidas químicos.

Preparación de suspensión de esporas. Las cepas 
se activaron y posteriormente se subcultivaron en 

Table 1. Origin and susceptibility to benzimidazoles and chlorothalonil of strains of F. oxysporum 
(pathogenic and non-pathogenic) isolated from V. planifolia. 

Cuadro 1. Procedencia y susceptibilidad a bencimidazoles y clorotalonil, de cepas de Fusarium oxyspo-
rum (patógenas y no patógenas) aisladas de Vanilla planifolia. 

ID Cepa Procedencia Carácter Fuente Benomilo Carbendazim Tiofanato 
metílico Clorotalonil

H5 Veracruz Patógeno 1 S S R R
H9 Veracruz Patógeno 1 S S R R
JF5 Veracruz Patógeno 3 S S R R
A3 Veracruz Patógeno 3 S S R R

V6M2 Veracruz Patógeno 3 S S R R
JF9 Veracruz No Patógeno 4 S S S S
N12 Nayarit Patógeno 2 S S R R
N3 Nayarit Patógeno 2 S S R R

BC1 Nayarit No Patógeno 4 S S R R
Chic 2 Oaxaca Patógeno 3 S S R R
Chic 6 Oaxaca No Patógeno 3 S S R S
Chic 3 Oaxaca No Patógeno 4 S S R S

S= susceptible; R= resistant. Source: 1) Adame-Garcia et al. 2015; 2) Casillas-Isiordia et al. 2017; 3) Flores 
de la Rosa et al. 2018; 4) Present study.  /  S= susceptible; R= resistente. Fuente: 1) Adame-García et al. 2015; 
2) Casillas-Isiordia et al. 2017; 3) Flores de la Rosa et al. 2018; 4) este estudio.
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from secondary forests (acahuales), jungle or 
vanilla plantation areas untreated with chemical 
fungicides.

Preparation of spore suspension. The strains 
were activated and subsequently subcultured on 
PDA for 10 days at 25 °C in a microbiological 
incubator (Felisa). At the end of the incubation 
period, 5 mL of sterile distilled water with three 
drops of Tween 20 were added to the culture 
medium. A suspension sample of mycelium and 
conidia was then transferred to 15 mL conical tubes 
and centrifuged at 1000 rpm for 2 min. Conidia 
suspensions of 1x109 CFU were prepared by 
diluting the supernatant with sterile distilled water. 
The spore count was performed using a Neubauer 
chamber and microscopic observation. 

Fungicide resistance tests. The present study 
evaluated the susceptibility of twelve strains of 
F. oxysporum to four commercial fungicides: 
thiophanate methyl (Cercobin M®), benomyl 
(Promyl®), carbendazim (Prozycar®), and 
chlorothalonil (Talonil 75®). The tests were carried 
out in Petri dishes using the hole-plate method, for 
which fungal cultures were prepared with 100 μL 
of the 1x109 CFU spore suspension and 25 mL of 
PDA. For this, the spore suspension was placed 
directly on the base of the Petri dish. Subsequently, 
⁓ 25 mL of culture medium were poured on top at 
a temperature of ⁓ 40 °C. The conidia were spread 
into the agar plate with circular movements before 
the solidification of the culture medium. After 
solidification of the agar, a sterile hollow metal rod 
(a hollow punch) was used to cut out four cylindrical 
blocks of agar from equidistantly distributed 
points. Three concentrations of each type of 
fungicide were then introduced into the remaining 
holes: one according to the recommendations of the 
manufacturer (1% P:V), a higher one (2.5% P:V) 

PDA durante 10 días a 25 °C en incubadora micro-
biológica (Mca. Felisa). Concluido el periodo de 
incubación se adicionaron 5 mL de agua destilada 
estéril con tres gotas de Tween 20 sobre el medio de 
cultivo para transferir una muestra de suspensión 
de micelio y conidias a tubos cónicos de 15 mL, 
para centrifugación a 1000 rpm durante 2 min. A 
partir del sobrenadante se prepararon suspensiones 
de conidias de 1x109 UFC por dilución con agua 
destilada esterilizada. Para el conteo de esporas se 
utilizó una cámara de Neubauer y observación mi-
croscópica. 

Pruebas de resistencia a fungicidas. Se evaluó la 
susceptibilidad de las 12 cepas de F. oxysporum a 
cuatro fungicidas comerciales: tiofanato metílico 
(Cercobin M®), benomilo (Promyl®), carbendazim 
(Prozycar®) y clorotalonil (Talonil 75®). Las prue-
bas se llevaron a cabo en cajas de Petri mediante la 
técnica de placa-orificio, para ello, se prepararon 
cultivos fúngicos con 100 μL de la suspensión de 
esporas 1x109 UFC y 25 mL de PDA. Para ello, 
la suspensión de esporas se colocó directamente 
en la base de la caja de Petri y posteriormente, se 
vaciaron encima ⁓ 25 mL de medio de cultivo a 
una temperatura de ⁓ 40 °C. Las conidias fueron 
distribuidas en el agar con movimientos circulares 
a favor y en contra de las manecillas del reloj antes 
de la solidificación del medio de cultivo. Después 
de la solidificación del agar, con una varilla metáli-
ca hueca estéril (sacabocado) se removieron cuatro 
cilindros de agar distribuidos equidistantemente en 
la superficie de cada placa, donde se probaron tres 
concentraciones: una de acuerdo a la recomenda-
ción de uso del producto (1% P:V), una más alta 
(2.5% P:V) y una más diluida (0.5%), por cada tipo 
de fungicida. Para ello, en cada orificio se coloca-
ron 10 μL de la solución del fungicida a la concen-
tración evaluada. Como testigo, en uno de los ori-
ficios se colocaron 10 μL de agua destilada estéril. 
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and a more diluted one (0.5%). Ten microliters of 
the fungicide solution at the evaluated concentration 
were placed in each hole. As a control, 10 μL of 
sterile distilled water were placed in one of the 
holes. This test was repeated five times for each 
fungicide and for each strain of F. oxysporum under 
study. The cultures were incubated for five days at 
25-26 °C in a microbiological incubator (Felisa). 
The diameter of the inhibition zone associated with 
each treatment was measured with a digital vernier. 
Resistant strains were identified by the absence of 
an inhibition halo around the hole into which the 
fungicide was placed.

Determination of the relationship between the 
pathogenic/non-pathogenic character of the F. 
oxysporum strain and its response to fungicides. 
The possible relationship between the pathogenic 
or non-pathogenic character of the F. oxysporum 
strains and their susceptibility or resistance to 
fungicides, was determined using a Generalized 
Linear Model (Binomial Dist., Logit Link 
Function) based on a binary data matrix (0 resistant, 
1 susceptible). A hierarchical and complete linkage 
cluster analysis was performed using Euclidean 
distance. All analyzes were performed using the 
statistical analysis software R 2.12.2.

DNA extraction. DNA was extracted, using a 
protocol based on the use of CTAB proposed 
by Adame-García et al. (2016a), from ⁓ 50 
mg of mycelium of each isolate of Fusarium 
oxysporum after 10 to 14 days of growth in PDA 
medium. DNA was quantified with a compact UV-
Visible spectrophotometer (Thermo Scientific™ 
NanoDrop™ One).

Design of primers for the GPDH gene. It was 
necessary to design primers to amplify the GPDH 
gene since no reports were found in the literature. 

Esta prueba se repitió cinco veces por cada fungici-
da y por cada cepa de F. oxysporum en estudio. Los 
cultivos se incubaron durante cinco días a 25 - 26 
ºC en incubadora microbiológica (Mca. Felisa). El 
diámetro del halo de inhibición de cada tratamiento 
se midió con un vernier digital. Las cepas resisten-
tes fueron aquellas en las que no se observó un halo 
de inhibición alrededor del orificio donde se depo-
sitó el fungicida.

Determinación de la relación entre el carácter 
patogénico/no patogénico de la cepa de F. oxys-
porum, con la respuesta a los fungicidas. Para 
determinar la posible relación entre el carácter pa-
togénico y no patogénico con la susceptibilidad o 
resistencia a los fungicidas, se aplicó un Modelo 
Lineal Generalizado (Dist. Binomial, Función de 
liga Logit) con base en una matriz de datos binarios 
(0 resistente, 1 susceptible). Asimismo, se realizó 
un análisis de conglomerados jerárquico y de liga-
miento completo, empleando la distancia euclidia-
na. Los análisis se desarrollaron en el software para 
análisis estadísticos R 2.12.2.

Extracción de ADN. Para la extracción de ADN 
se empleó un protocolo basado en el uso de CTAB 
propuesto por Adame-García et al. (2016a) a partir 
de ⁓ 50 mg de micelio de cada aislado de Fusarium 
oxysporum de 10 a 14 días de crecimiento en medio 
PDA. El ADN se cuantificó con un espectrofotó-
metro UV-Visible compacto (Thermo Scientific™ 
NanoDrop™ One).

Diseño de iniciadores para el gen GPDH. Para 
la amplificación del gen GPDH fue necesario di-
señar iniciadores por no encontrar reportes en la 
literatura. El diseño de los iniciadores consistió en 
buscar en NCBI, la secuencia de aminoácidos de la 
proteína GPDH entre las reportadas para F. oxys-
porum f. sp. lycopersici, posteriormente, convertir 
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The primers were designed by searching the NCBI 
database for the amino acid sequence of the GPDH 
protein among those reported for F. oxysporum 
f. sp. lycopersici. The amino acid sequence was 
then converted into the corresponding nucleotide 
sequence using tBLASTn. The resulting sequence 
was searched for among the reported genomes of 
F. oxysporum. The sequences found were aligned 
using the Mega (Kumar et al., 2018), Primer3 
Plus (Untergasser et al., 2007) and Primer-BLAST 
software packages, which yielded a total of 15 
possible primer pairs (data not shown). Each 
primer pair was tested by in silico PCR on the 
NCBI platform. One of the selected primer pairs 
was P4f (5’-AAAGTCCACGCACTCCTCTG-3’) 
and P4r (5’- AGAATGGCGACGGAAACCTT-3’), 
which was generated with the Primer3 Plus 
software and resulted in a sequence that extended 
from base 506 to 1146 of the total size of the 
gene. The other primer pair selected was P13f 
(5’-CCTGCACAAGTCAACAAGCC-3’) and 
P13r (5’-GCGCAACTGTTGTCAACCAT-3’), 
generated with the Primers BLAST software and 
resulting in a sequence that extended from base 766 
to 1710. 

Amplification and sequencing of the β-tubulin 
and GPDH genes. The amplification of the β-tubulin 
gene was carried out with the primer set Tub1 
(5’-AACATGCGTGAGATTGTAAGT-3’) and 
Tub22 (5’-TCTGGATGTTGTTGGGAATCC-3’) 
(Nosratabadi et al., 2018) under the following 
thermal conditions: initial denaturation at 94 °C for 
5 min; 35 cycles of denaturation for 30 s at 94 °C, 
alignment for 45 s at 60 °C, extension for 80 s at 
72 °C; and final extension at 72 °C for 7 min. The 
primer pairs P13f - P13r and P4f - P4r, designed in 
this study, were used for the amplification of the 
GPDH gene under the following thermal conditions: 
initial denaturation at 94 °C for 2 min; 35 cycles 

la secuencia en nucleótidos utilizando tBLASTn 
y posteriormente, se buscó la secuencia resultante 
en los genomas reportados de F. oxysporum. Las 
secuencias encontradas se alinearon en el soft-
ware Mega (Kumar et al., 2018) y mediante los 
softwares Primer3 Plus (Untergasser et al., 2007) 
y Primer-BLAST que arrojaron un total 15 parejas 
de posibles iniciadores (datos no mostrados). Cada 
par de iniciadores arrojados se probaron median-
te la realización de PCR in silico en la plataforma 
del NCBI. Se eligieron los pares de iniciadores P4f 
(5’-AAAGTCCACGCACTCCTCTG-3’) y P4r 
(5´- AGAATGGCGACGGAAACCTT-3’) genera-
dos con el software Primer3 Plus, cuya secuencia 
resultante abarcó desde la base 506 hasta la 1146 
del tamaño total del gen, y los iniciadores P13f 
(5’-CCTGCACAAGTCAACAAGCC-3’) y P13r 
(5’-GCGCAACTGTTGTCAACCAT-3’) genera-
dos con el software Primers BLAST, que abarcaron 
desde la base 766 hasta la 1710. 

Amplificación y secuenciación de los genes de 
β-tubulina y GPDH. La amplificación del gen 
β-tubulina se realizó con el juego de iniciadores 
Tub1 (5’-AACATGCGTGAGATTGTAAGT-3’) y 
Tub22 (5’-TCTGGATGTTGTTGGGAATCC-3’) 
(Nosratabadi et al., 2018), con las siguientes con-
diciones térmicas: desnaturalización inicial a 94 °C 
durante 5 min; 35 ciclos de desnaturalización por 
30 s a 94 °C, alineamiento de 45 s a 60 °C, exten-
sión a 80 s a 72 °C; y extensión final a 72 °C por 
7 min. Para la amplificación del gen GPDH se uti-
lizaron los pares de iniciaadores P13f - P13r y P4f 
- P4r diseñados en este estudio, bajo las siguientes 
condiciones térmicas: desnaturalización inicial a 
94 °C por 2 min; 35 ciclos de desnaturalización a 
94 °C por 2 min, alineamiento por 60 °C, extensión 
a 72 °C por 60 s; extensión final de 72 °C por 7 min. 
Los productos de amplificación fueron analizados 



337

Fully Bilingual
Mexican Journal of PHYTOPATHOLOGY

Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA

Online publication, September 2022

of denaturation at 94 °C for 2 min, alignment at 
60 °C, extension at 72 °C for 60 s; final extension 
at 72 °C for 7 min. The amplification products 
were analyzed by horizontal agarose gel (1.8%) 
electrophoresis and ethidium bromide staining, 
which confirmed that the amplification products of 
the β-tubulin and GPDH genes corresponded to 950 
bp and 450 bp, respectively. After electrophoresis, 
the amplification products were purified following 
the Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System kit 
protocol and sent to the Institute of Biotechnology 
(UNAM) for sequencing.

Bioinformatic analysis. The sequences were 
edited using the MEGA X software and the 
consensus sequences of each gene were obtained 
from the sequences generated with the sense and 
antisense primers for each strain under study. Each 
resulting sequence was analyzed using the BLAST 
algorithm. In order to make the 3D designs of the 
β-tubulin protein molecule and identify the motifs, 
the sequences were aligned and compared using the 
BioEdit software. To search for conserved domains 
of the β-tubulin gene in strains susceptible and 
resistant to thiophanate methyl, the sequences were 
translated into proteins and aligned with the MEGA 
X software (Kumar et al., 2018). The sequences of 
F. oxysporum f. sp. niveum Fon12105 (accession 
KX369333) and Fon53 (accession KX369332), 
used in the study by Petkar et al. (2017), were 
used for this purpose. Mutations were manually 
identified in the alignment, and the sequences of 
three resistant strains of F. oxysporum and the 
susceptible strain Fon12105 were compared. The 
EzMol software was used for the identification of 
protein motifs, and the Phyre2 software was used 
for the 3D modeling of the molecules.

por electroforesis horizontal en gel de agarosa al 
1.8 % y tinción con bromuro de etidio, donde se 
corroboró que los productos de amplificación de 
los genes β-tubulina y GPDH correspondieran a 
950 pb y 450 pb, respectivamente. Después de la 
electroforesis, los productos de amplificación se 
purificaron siguiendo el protocolo del kit Wizard® 
SV Gel and PCR Clean-Up System y se enviaron a 
secuenciar al Instituto de Biotecnología (UNAM).

Análisis bioinformático. Se editaron las secuen-
cias mediante el software MEGA X y se obtuvieron 
las secuencias consenso de cada gen a partir de las 
secuencias generadas con los iniciadores “sentido” 
y “antisentido”, para cada cepa en estudio. Cada 
secuencia resultante se analizó mediante el algorit-
mo BLAST. Con el fin de hacer los diseños en 3D 
de la molécula de la proteína β-tubulina e identifi-
car los motivos, las secuencias se alinearon y com-
pararon en el software BioEdit. Para la búsqueda 
de dominios conservados en el gen β-tubulina en 
cepas susceptibles y resistentes a tiofanato me-
tílico, las secuencias se tradujeron a proteínas y 
se alinearon con el software MEGA X (Kumar et 
al., 2018), para tal propósito se incluyeron las se-
cuencias de F. oxysporum f. sp. niveum Fon12105 
(acceso KX369333) y Fon53 (acceso KX369332) 
usadas en el estudio de Petkar et al. (2017). En el 
alineamiento se identificaron de forma manual las 
mutaciones y se compararon las secuencias de tres 
cepas de F. oxysporum resistentes versus la cepa 
susceptible Fon12105. Para la identificación de 
motivos proteícos se utilizó el software EzMol, en 
tanto que, para la modelación 3D de las moléculas 
se empleó el software Phyre2.
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RESULTS

Fungicide resistance tests. The cluster analysis 
identified three groups, according to the response of 
F. oxysporum strains from vanilla to the fungicides 
under study: A) strains susceptible to benomyl 
and carbendazim, but resistant to thiophanate 
methyl and chlorothalonil; B) strains susceptible 
to benomyl, carbendazim and chlorothalonil, 
and resistant to thiophanate methyl; C) strains 
susceptible to the four fungicides under study 
(Figure 1). Group A comprised nine strains from 
Veracruz, Nayarit and Oaxaca; group B comprised 
two strains from Oaxaca; group C comprised one 
strain from Veracruz (Table 1). No relationship 

RESULTADOS

Ensayos de resistencia a fungicidas. De acuerdo 
con la respuesta ante los fungicidas probados en ce-
pas de F. oxysporum aisladas de vainilla, el análisis 
de conglomerados estableció tres grupos: A) cepas 
susceptibles a benomilo y carbendazim, pero resis-
tentes a tiofanato metílico y clorotalonil; B) cepas 
susceptibles a benomilo, carbendazim y clorotalo-
nil, y resistentes a tiofanato metílico; y C) cepas 
susceptibles a los cuatro fungicidas (Figura 1). En 
el grupo A se encontraron nueve cepas provenien-
tes de Veracruz, Nayarit y Oaxaca; en el grupo B, 
dos cepas de Oaxaca; y en el grupo C, una cepa de 
Veracruz (Cuadro 1). No se encontraron diferencias 

Figure 1. Grouping of F. oxysporum strains according to their susceptibility to benzimidazoles and chlorothalonil. A) 
susceptibility to benomyl and carbendazim, resistance to thiophanate methyl and chlorothalonil; B) susceptibility 
to benomyl, carbendazim and chlorothalonil, resistance to thiophanate methyl; C) susceptibility to all fungicides. 

Figura 1. Agrupamiento de las cepas de F. oxysporum según su susceptibilidad a bencimidazoles y clorotalonil. A) 
susceptibilidad a benomilo y carbendazim, resistentes a tiofanato metílico y clorotalonil; B) susceptibilidad a 
benomilo, carbendazim y clorotalonil, resistentes a tiofanato metílico; C) susceptible a todos los fungicidas. 
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was found between the pathogenic character or the 
provenance of the strains and their susceptibility 
to fungicides (P > 0.05), according to the tests 
of the generalized linear model susceptibility ~ 
pathogenicity + provenance. It is important to note 
that no differences were observed in the response 
of the fungi due to the different concentrations of 
the fungicide used. 

Amplification of β-tubulin and GPDH genes. In 
the 12 strains evaluated, the amplification produced 
a 950 bp fragment of the β-tubulin gene using the 
primers previously reported in the literature for this 
gene, and a 450 bp fragment of the GPDH gene 
using the P4F primers (Figure 3). No amplification 
product of the GPDH gene was obtained with the 
P13 primers.

Bioinformatic analysis. BLAST analysis confirmed 
that all the sequences obtained corresponded to the 
β-tubulin and GPDH genes, respectively (Table 2). 
The sequences of the pathogenic strains V6M2 and 
N3, and the non-pathogenic strains Chic6 and BC1, 
were used to find differences in the β-tubulin gene 
between the susceptible and resistant strains to the 
fungicides thiophanate methyl and chlorothalonil. 
The alignment analysis showed that the strain 
Fon12105 susceptible to thiophanate methyl (Petkar 
et al., 2017) and the resistant strain Chic6 shared 
the thymine base at position 200, while adenine 
was found in the rest of the sequences (Figure 2). 
For the analysis of the GPDH gene, six sequences 
of strains resistant to chlorothalonil (N3, JF5, A3, 
V6M2, Chic2 and N12) and one susceptible strain 
(JF9) were considered. No mutations of the GPDH 
gene were found in these sequences, which suggests 
that the susceptibility or resistance response is not 
related to variations in the sequence of the analyzed 
region of this gene. 

entre el carácter patogénico o la procedencia de las 
cepas en relación con la susceptibilidad a los fun-
gicidas (P > 0.05), según las pruebas del modelo li-
neal generalizado susceptibilidad ~ patogenicidad 
+ procedencia. Es importante destacar que no se 
observó diferencia en la respuesta de los hongos 
por las diferentes concentraciones utilizadas del 
fungicida. 

Amplificación de los genes β-tubulina y GPDH. 
En las 12 cepas evaluadas, la amplificación produ-
jo un fragmento de 950 pb para el gen β-tubulina 
utilizando los iniciadores previamente reportados 
en la literatura para este gen y de 450 pb para el 
gen GPDH usando los iniciadores P4F (Figura 3). 
No se obtuvo amplificación con los iniciadores P13 
para el gen GPDH.

Análisis bioinformático. El análisis BLAST con-
firmó que todas las secuencias obtenidas corres-
pondieron a los genes β-tubulina y GPDH, res-
pectivamente (Cuadro 2). Con el fin de encontrar 
diferencias en el gen β-tubulina entre las cepas 
susceptibles y resistentes a los fungicidas tiofanato 
metílico y clorotalonil se emplearon las secuencias 
de las cepas patógenas V6M2 y N3 y las cepas no 
patógenas Chic6 y BC1. El análisis de alineamien-
to evidenció que la cepa susceptible al tiofanato 
metílico Fon12105 (Petkar et al., 2017) y la cepa 
resistente Chic6, compartieron la base timina en la 
posición 200, mientras que en el resto de las se-
cuencias se encontró adenina (Figura 2). Para el 
análisis del gen GPDH se consideraron seis secuen-
cias de cepas resistentes a clorotalonil (N3, JF5, 
A3, V6M2, Chic2 y N12) y una cepa susceptible 
(JF9), en éstas no se encontraron mutaciones del 
gen GPDH, lo que lleva a proponer que la respuesta 
de susceptibilidad o resistencia no está relacionada 
con variaciones en la secuencia de la región anali-
zada de este gen. 
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Identification of motifs. It was found that the 
sequences of the β-tubulin protein in the strains 
N3, BC1 and Fon53, which were resistant to 
thiophanate methyl, and the susceptible strain Fon 
12105, share motifs 237537 and 335235. Strain N3 
differs, as it has motifs 236152 and 279881, while 
the Fon 12105 strain was the only one to have the 
237844 motif (Figure 3). 

3D structures of target proteins. The three-
dimensional structure of the β-tubulin protein 
showed differences between the susceptible strain 
and the strains resistant to thiophanate methyl. It 

Identificación de motivos. Se encontró que las se-
cuencias de la proteína β-tubulina de las cepas N3, 
BC1 y Fon53 resistentes a tiofanato metílico y la 
cepa susceptible Fon 12105, comparten los moti-
vos 237537 y 335235. La cepa N3 se diferencia por 
presentar los motivos 236152 y 279881, en tanto 
que la cepa Fon 12105 fue la única en presentar el 
motivo 237844 (Figura 3). 

Estructuras 3D de las proteínas blanco. La es-
tructura tridimensional de la proteína β-tubulina 
mostró diferencias entre la cepa susceptible y las 
resistentes al tiofanato metílico, específicamente se 

Table 2. Sequences of Fusarium oxysporum strains registered in the GenBank-NCBI database that had significant 
alignments by BLAST to the β-tubulin and GPDH gene sequences of Fusarium oxysporum strains isolated 
from Vanilla planifolia. 

Cuadro 2. Secuencias de cepas de Fusarium oxysporum registradas en la base de datos del GenBank-NCBI, que 
produjeron alineamientos significativos mediante BLAST, a las secuencias de los genes β-tubulina y 
GPDH de cepas de Fusarium oxysporum aisladas de Vanilla planifolia.

Secuencias de F. oxysporum en GenBank-NCBI Porcentaje de 
similitud

ID cepa de 
F. oxysporum 

F. oxysporum f. sp. vasinfectum strain ATCC 16612 beta-tubulin (BTU) gene, 
complete cds (Clave de acceso KT323825.1) 98.72 BC1

F. oxysporum isolate TX85 beta-tubulin (BTU) gene, complete cds (Clave de 
acceso MH827996.1) 97.85 V6M2

F. oxysporum isolate MS15 beta-tubulin (BTU) gene, complete cds (Clave de 
acceso MH827993.1) 96.91 N3

F. solani strain MICMW-30.1 beta-tubulin gene, partial cds (Clave de acceso 
KX912242.1) 94.34 Chic6

F. oxysporum f. sp. lycopersici 4287 glycerol-3-phosphate dehydrogenase Mrna 
(Clave de acceso XM_018394006.1) 97.84 N3

F. oxysporum f. sp. lycopersici 4287 glycerol-3-phosphate dehydrogenase mRNA 
(Clave de acceso XM_018394006.1) 95.60 JF5

F. oxysporum f. sp. lycopersici 4287 glycerol-3-phosphate dehydrogenase mRNA 
(Clave de acceso XM_018394006.1) 95.32 JF9

F. oxysporum f. sp. lycopersici 4287 glycerol-3-phosphate dehydrogenase mRNA 
(Clave de acceso XM_018394006.1) 99.29 A3

F. oxysporum f. sp. lycopersici 4287 glycerol-3-phosphate dehydrogenase mRNA 
(Clave de acceso XM_018394006.1) 99.64 V6M2

F. oxysporum f. sp. lycopersici 4287 glycerol-3-phosphate dehydrogenase mRNA 
(Clave de acceso XM_018394006.1) 100 Chic2

F. oxysporum f. sp. lycopersici 4287 glycerol-3-phosphate dehydrogenase mRNA 
(Clave de acceso XM_018394006.1) 99.82 N12
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Figure 2. A) Fragment of the alignment of the β-tubulin gene sequences where it can be observed that the strains Ch6 
(Chic6, present study) and Fon12105b (F. oxysporum f. sp. niveum, Petkar et al., 2017) share the thymine nucleotide 
at position 200 (framed in the rectangle). Chic6 is resistant to thiophanate methyl, while Fon12105b is susceptible. 
B) Amplification of PCR products in agarose gel of the β-tubulin gene (A) and GPDH gene (B) of some Fusarium 
strains under study. C) Electropherogram of the β-tubulin gene sequence of the Chic6 strain, resistant to 
thiophanate methyl, showing thymine at position 200.

Figura 2. A) Fragmento del alineamiento de las secuencias del gen β-tubulina donde se observa en la posición 200 (enmarcada 
en el rectángulo) que las cepas Ch6 (Chic6, este estudio) y Fon12105b (F. oxysporum f. sp. niveum, Petkar et al., 
2017) comparten el nucleótido timina, siendo Chic6 resistente al tiofanato metílico, mientras que Fon12105b es 
susceptible. B) Amplificación de productos de PCR en gel de agarosa  del gen β-tubulina (A) y gen GPDH (B) de 
algunas cepas de Fusarium en estudio. C) Electroferograma de la secuencia del gen β-tubulina de la cepa Chic6, 
resistente al tiofanato metílico, donde se muestra la timina en la posición 200.

Figure 3. Search for conserved domains in the β-tubulin gene of strains of F. oxysporum that are susceptible and resistant to 
thiophanate methyl, isolated from V. planifolia. The 237844 motif in the susceptible strain Fon12105 (Petkar et al., 
2017) was found not to be present in the resistant strains Fon53 (Petkar et al., 2017), N3 and BC1.

Figura 3. Búsqueda de dominios conservados en el gen β-tubulina en cepas de F. oxysporum, susceptibles y resistentes a 
tiofanato metílico, aisladas de V. planifolia. Se encontró que el motivo 237844 en la cepa Fon12105 susceptible 
(Petkar et al., 2017) no está presente en las cepas resistentes Fon53 (Petkar et al., 2017), N3 y BC1. 
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was found that the resistant strains V6M2, BC1 
and Fon53 have the amino acid arrangement 
histidine-glycine-serine, while strain Fon12105 
has, at the same position, cysteine-cysteine-
proline (Figure 4a). The GPDH proteins of the JF5 
(resistant to chlorothalonil) and JF9 (susceptible to 
chlorothalonil) strains showed a different structure 
than the proteins of the resistant strains A3, V6M2, 
Chic2 and N12 (Figure 4b).

DISCUSSION

The limited genetic variability of vanilla (V. 
planifolia) makes it highly vulnerable to various 
pathogens (Koyyappurath et al., 2015). The fungus 
F. oxysporum f. sp. vanillae, causal agent of root and 
stem rot disease, poses an important phytosanitary 

encontró que las cepas resistentes V6M2, BC1 y 
Fon53 tienen el arreglo de aminoácidos histidina-
glicina-serina, en tanto que, en la misma posición, 
la cepa Fon12105 tiene cisteína-cisteína-prolina 
(Figura 4a). Las proteínas GPDH de las cepas JF5 
(resistente a clorotalonil) y JF9 (susceptible a clo-
rotalonil) mostraron una estructura diferente a las 
proteínas de las cepas resistentes A3, V6M2, Chic2 
y N12 (Figura 4b).

DISCUSIÓN

La limitada variabilidad genética que tiene la 
vainilla (V. planifolia) la hace altamente vulnera-
ble ante diversos patógenos (Koyyappurath et al., 
2015).  El hongo F. oxysporum f. sp. vanillae, agen-
te causal de la enfermedad de pudrición de raíz y 

Figure 4. 3D models of the target proteins of: A) thiophanate methyl (1, strain V6M2; 2, strain Fon 53; 3, strain BC1; 4, 
strain Fon12105); B) chlorothalonil (1, strain JF5; 2, strain JF9; 3, strain A3; 4, strain V6M2; 5, strain Chic2; 6, 
strain N12). Structural differences are observed in both cases associated with resistance to fungicides.

Figura 4. Modelos 3D de las proteínas blanco de: A) tiofanato metílico (1, cepa V6M2; 2, cepa Fon 53; 3, cepa BC1; 4, cepa 
Fon12105); B) clorotalonil (1, cepa JF5; 2, cepa JF9; 3, cepa A3; 4, cepa V6M2; 5, cepa Chic2; 6, cepa N12). Se 
observan diferencias estructurales en ambos casos asociadas a la resistencia a los fungicidas.
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problem for vanilla producers worldwide (Pinaria 
et al., 2010; Adame-García et al., 2016b; Casillas-
Isiordia et al., 2017). 

Different types of control have been researched 
to combat this disease: genetic, cultural, biological 
and chemical. The latter is the most widely used 
by producers since it is cheap, effective and 
easily accessible. However, the excessive use of 
fungicides can lead to development of resistance 
to their active principles in fungi, as has happened 
with pathogens of other crops (Hobbelen et al., 
2011; Steinberg and Gurr, 2020). Some species 
of the genus Fusarium, such as F. fujikuroi (Chen 
et al., 2014), F. graminearum (Duan et al., 2014; 
Zhou et al., 2016; Zhu et al., 2018), F. asiaticum 
(Suga et al., 2011), among others, have been 
reported as resistant to some fungicides such as 
benomyl, thiophanate methyl and carbendazim. In 
the case of F. oxysporum f. sp. vanillae, there are no 
previous reports of its resistance or susceptibility to 
fungicides. 

In vanilla cultivation, the most used 
fungicides are from the benzimidazole group 
(Hernández-Hernández, 2019), such as benomyl, 
carbendazim and thiophanate methyl, which 
have systemic activity. Broad-spectrum multi-
site contact fungicides such as chlorothalonil are 
widely recommended. When in contact with the 
fungus, benzimidazoles inhibit the assembly of 
microtubules through the degradation of β-tubulin, 
preventing the generation of the mitotic spindle, 
thus interrupting cell division (Chung et al., 2009). 
Chlorothalonil inhibits the activity of the enzyme 
glycerol-3-phosphate-dehydrogenase (GPDH) that 
is part of the glycolysis pathway of the fungus 
(Long and Siegel, 1975).

Benzimidazoles are widely used in agricultural 
production, although the 2019 FRAC list describes 
resistance to benzimidazoles as a common feature 
among fungal species, including some special forms 

tallo, representa un importante problema fitosanita-
rio para los productores de vainilla a nivel mundial 
(Pinaria et al., 2010; Adame-García et al., 2016b; 
Casillas-Isiordia et al., 2017). 

Para combatir esta enfermedad se tienen avan-
ces en la investigación o la aplicación de varios 
tipos de control: genético, cultural, biológico y quí-
mico. Este último es el más utilizado por los pro-
ductores, ya que su costo es bajo, efectivo y de fácil 
acceso; no obstante, el uso excesivo de los fungi-
cidas puede provocar que los hongos generen re-
sistencia a los principios activos de estos, como ha 
sucedido en patógenos de otros cultivos (Hobbelen 
et al., 2011; Steinberg y Gurr, 2020). Algunas espe-
cies del género Fusarium, como F. fujikuroi (Chen 
et al., 2014), F. graminearum (Duan et al., 2014; 
Zhou et al., 2016; Zhu et al., 2018), F. asiaticum 
(Suga et al., 2011), entre otras, han sido reportadas 
como resistentes a algunos fungicidas como el be-
nomilo, el tiofanato metílico y el carbendazim. En 
el caso de F. oxysporum f. sp. vanillae no existen 
reportes previos acerca de su resistencia o sucepti-
bilidad a fungicidas. 

En el cultivo de la vainilla, los fungicidas más 
utilizados son de la familia de los bencimidazoles 
(Hernández-Hernández, 2019), como el benomilo, 
carbendazim y el tiofanato metílico, que tienen acti-
vidad sistémica; así mismo, fungicidas de contacto 
multisitio de amplio espectro, como el clorotalonil, 
son ampliamente recomendados. Los bencimida-
zoles en contacto con el hongo inhiben el ensam-
blaje de los microtúbulos mediante la degradación 
de la β-tubulina, impidiendo la generación del huso 
mitótico, interrumpiéndose así la división celular 
(Chung et al., 2009). En tanto que, el clorotalonil 
inhibe la función de la enzima glicerol-3-fosfato-
deshidrogenasa (GPDH) que forma parte de la ruta 
de la glucólisis del hongo (Long y Siegel, 1975).

El uso de los bencimidazoles está ampliamen-
te extendido en la producción agrícola, aunque, en 
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of F. oxysporum, including lilii, gladioli (Chung et 
al., 2009), lycopersici (Amini and Sidovich, 2010) 
and niveum (Petkar et al., 2017). In the present 
study, all strains of F. oxysporum (pathogenic and 
non-pathogenic to vanilla) were susceptible to 
benomyl and carbendazim, while nine strains were 
resistant to thiophanate methyl regardless of their 
pathogenic character. 

Petkar et al. (2017) proposed that the substitution 
of thymine (T) for adenine (A) in position 200 of 
the β-tubulin gene encodes two different amino 
acids, phenylalanine (TTC) and tyrosine (TAC), 
which are probably what determines the quality of 
susceptibility or resistance to thiophanate methyl, 
respectively. The comparison of the sequences of 
the pathogenic and non-pathogenic F. oxysporum 
strains of vanilla that are resistant to thiophanate 
methyl against the sequence of the susceptible 
(Fon12105) and resistant (Fon53) strains of F. 
oxysporum f. sp. niveum used in the study by Petkar 
et al. (2017) showed that the strains Fon12105 
(susceptible strain) and Chic6 (resistant strain 
of F. oxysporum f. sp. vanillae) have a thymine 
(T) at position 200, while the rest of the resistant 
strains have an adenine (A) at the same position. 
The hypothesis that resistance to this fungicide is 
explained by a substitution in this specific position 
of the coding sequence of this gene is ruled out. 
It has previously been proposed that in Fusarium 
fujikuroi (Chen et al., 2014), as well as in other 
formae speciales of F. oxysporum (Chung et al., 
2009; Amini and Sidovich, 2010), phenylalanine is 
found at position 200 of the gene, independently 
of the resistance or susceptibility to thiophanate 
methyl. Other studies attribute the resistance to 
benzimidazoles of Sclerotinia homoeocarpa to the 
mutation from phenylalanine to tyrosine (Dowling 
et al., 2017), and indicate that the reverse mutation 
tyrosine-phenylalanine is responsible for resistance 
in Colletotrichum musae (dos Santos-Vieira et al., 
2017). 

la lista 2019 del FRAC se describe la resistencia a 
los bencimidazoles como una característica común 
entre las especies fúngicas, entre ellas algunas for-
mas especiales de F. oxysporum, por ejemplo, lilii, 
gladioli (Chung et al., 2009), lycopersici (Amini y 
Sidovich, 2010) y niveum (Petkar et al., 2017). En 
este estudio, todas las cepas de F. oxysporum, pató-
genas y no patógenas de vainilla, presentaron sus-
ceptibilidad a benomilo y a carbendazim, en tanto 
que, nueve cepas fueron resistentes a tiofanato me-
tílico, sin distinción de su carácter patogénico. 

Petkar et al. (2017) plantearon que el cambio de 
timina (T) por adenina (A) en la posición 200 del 
gen β-tubulina codifica dos aminoácidos distintos, 
fenilalanina (TTC) y tirosina (TAC), lo que daría la 
cualidad de susceptibilidad o resistencia al tiofana-
to metílico, respectivamente. Partiendo del hecho 
de que la comparación de las secuencias de las ce-
pas de F. oxysporum, patógenas y no patógenas de 
vainilla, resistentes al tiofanato metílico, contra la 
secuencia de la cepa susceptible (Fon12105) y la 
resistente (Fon53) de F. oxysporum f. sp. niveum 
empleadas en el estudio de Petkar et al. (2017) 
mostró que las cepas Fon12105 (cepa susceptible) 
y Chic6 (cepa resistente de F. oxysporum f. sp. vani-
llae) tienen en la posición 200 una timina (T), y que 
el resto de las cepas resistentes poseen una adenina 
(A), se descarta la hipótesis de que la resistencia a 
este fungicida está explicada por un cambio en esta 
posición específica de la secuencia codificante de 
este gen. Con anterioridad se ha propuesto que en 
Fusarium fujikuroi (Chen et al., 2014), así como 
en otras formae speciales de F. oxysporum (Chung 
et al., 2009; Amini y Sidovich, 2010), se encuen-
tra la fenilalanina en la posición 200 del gen, in-
dependiente a la resistencia o susceptibilidad hacia 
el tiofanato metílico. Otros estudios confieren la 
resistencia a los bencimidazoles en Sclerotinia ho-
moeocarpa a la mutación de fenilalanina a tirosina 
(Dowling et al., 2017), así como, que la mutación 
inversa (tirosina-fenilalanina) es la responsable de 
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Due to the controversy regarding the mutation in 
codon 200 as the one responsible for the resistance 
or susceptibility of the fungus to the fungicide, the 
present study searched for conserved motifs in the 
gene sequences. It was found that the motif 237844 
(Pfam) was only present in the susceptible strain, 
which suggests that in strains that are resistance 
to thiophanate methyl, the site of binding and 
action of the fungicide does not include the codon 
residue, as proposed by Vela-Corcía et al. (2018) 
in a study of the coupling between the action site 
of benzimidazoles and the protein β-tubulin. No 
further biological information was found for motif 
237844 (Pfam).

Benzimidazoles interfere with certain sites 
associated with the polymerization of α1-tubulin, 
α2-tubulin and β2-tubulin monomers. However, 
once microtubule polymerization is complete, it 
is can no longer be reversed (Zhou et al., 2016). 
Polymerization inhibition depends on the active 
ingredient; thus, benomyl and carbendazim act on 
the α1/β2 and α2/β2 subunits, while thiabendazole 
shows a lower capacity to inhibit α2/β2 (Zhou 
et al., 2016), which could be related to a greater 
probability of resistance. Regarding thiophanate 
methyl, there are no data on how it affects these 
polymerization processes, and it may behave in a 
similar way to thiabendazole. Further studies are 
needed on the mode of action of thiophanate methyl 
to determine if this is the resistance mechanism of 
F. oxysporum f. sp. vanillae. 

Chlorothalonil inhibits the fungal enzymatic 
activity of dehydrogenases, catalases, and acid 
phosphatases (Baćmaga et al., 2018); it specifically 
inhibits the activity of the GPDH enzyme (Long 
and Siegel, 1975). The high levels of resistance 
to chlorothalonil found in pathogenic and non-
pathogenic strains of F. oxysporum associated with 
the root of V. planifolia contradict the annotations 
of FRAC (2019), which considers chlorothalonil as 

la resistencia en Colletotrichum musae (dos San-
tos-Vieira et al., 2017). 

Debido a la contraposición encontrada, respecto 
a la mutación en el codón 200 como la responsa-
ble de la resistencia o susceptibilidad del hongo al 
fungicida, el estudio se condujo hacía la búsqueda 
de motivos conservados en las secuencias del gen, 
encontrándose que el motivo 237844 (Pfam) úni-
camente se presentó en la cepa susceptible, lo que 
sugiere que en la resistencia al tiofanato metílico, 
el sitio de unión y acción del fungicida podría no 
incluir al residuo del codón, como lo propuso Ve-
la-Corsía et al. (2018) al estudiar el acoplamiento 
entre el sitio de acción de los bencimidazoles con 
la proteína β-tubulina. No se encontró mayor infor-
mación biológica para el motivo 237844 (Pfam).

Los bencimidazoles interfieren en ciertos sitios 
de la polimerización de los monómeros de α1-
tubulina, α2-tubulina y β2-tubulina, sin embargo, 
una vez realizada la polimerización de los microtú-
bulos, ésta ya no se revierte (Zhou et al., 2016). La 
inhibición de la polimerización depende del prin-
cipio activo, así, el benomilo y carbendazim actúa 
en las subunidades α1/β2 y α2/β2, mientras que en 
el caso del tiabendazol se ha observado una menor 
capacidad de inhibir α2/β2 (Zhou et al., 2016), lo 
que estaría relacionado con una mayor probabili-
dad de resistencia. Para el tiofanato metílico no se 
tienen datos sobre cómo afecta estos procesos de 
polimerización, siendo posible que se comporte de 
manera similar al tiabendazol. Son necesarios más 
estudios acerca del modo de acción del tiofanato 
metílico para determinar si es éste el mecanismo de 
resistencia en F. oxysporum f. sp. vanillae. 

El clorotalonil inhibe la actividad enzimática 
fúngica de deshidrogenasas, catalasas y fosfatasas 
ácidas (Baćmaga et al., 2018); de manera específi-
ca, inhibe la actividad de la enzima GPDH (Long 
y Siegel, 1975). Los altos niveles de resistencia al 
clorotalonil encontrados en cepas patógenas y no 
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part of a group of fungicides with a low level of risk 
in the generation of resistance due to its multisite 
action. However, this fungicide has shown high 
effectiveness against other formae speciales of F. 
oxysporum such as F. oxysporum f. sp. lentis (Dahal 
and Shrestha, 2018). 

Although the strains of F. oxysporum associated 
with vanilla did not present variations in the 
GPDH gene that explain the difference in the 
response to chlorothalonil, some characteristics 
of the conserved motifs of the enzyme could be 
associated with susceptibility. To determine the 
resistance mechanism, it is necessary to study 
other target enzyme systems for this and other 
fungicides, since Fusarium strains associated with 
vanilla have shown a high variation in enzymatic 
activity (Adame-García et al., 2011) as well as 
high genetic variability (Flores-de la Rosa et 
al., 2018), which explains the variability in their 
response to the fungicides under study. Regarding 
other multisite fungicides, such as mancozeb, a 
substantial reduction in susceptibility has been 
recorded in many pathogen species. This has been 
associated with genes involved in the formation of 
transcriptional machinery, regulation of cellular 
pH, and transporters of multiple drugs (Yang et al. 
2019). 

CONCLUSIONS

Pathogenic and non-pathogenic F. oxysporum 
strains of V. planifolia were highly susceptible 
to the fungicides benomyl and carbendazim, 
and highly resistant to thiophanate methyl and 
chlorothalonil. The point mutation from adenine 
to thymine in codon 200 of the β-tubulin gene, 
encoding phenylalanine/tyrosine, respectively, 
is not responsible for resistance to thiophanate 
methyl, as has been proposed by other authors. 

patógenas de F. oxysporum asociadas a la raíz de V. 
planifolia contradice a las anotaciones del FRAC 
(2019), que considera al clorotalonil como parte 
de un grupo con bajo nivel de riesgo en la gene-
ración de resistencia por su naturaleza multisitio 
de acción. No obstante, este fungicida ha mostrado 
alta efectividad contra otras formae speciales de F. 
oxysporum como F. oxysporum f. sp. lentis (Dahal 
y Shrestha, 2018). 

Si bien, las cepas de F. oxysporum asociado 
a vainilla no presentaron variaciones en el gen 
GPDH que expliquen la diferencia en la respuesta 
al clorotalonil, hay indicios dentro de los motivos 
conservados de la enzima que podrían estar asocia-
dos a la susceptibilidad. Para determinar el meca-
nismo de resistencia es necesario enfocar investi-
gaciones que involucren de manera integral otros 
sistemas enzimáticos blanco reportados para este y 
otros fungicidas, toda vez que las cepas de Fusa-
rium asociadas a vainilla han revelado alta varia-
ción en la actividad enzimática (Adame-García et 
al., 2011) y alta variabilidad genética (Flores-de la 
Rosa et al., 2018), que explica su respuesta variable 
ante los fungicidas probados. Para otros fungicidas 
multisitio, como el mancozeb, se ha documentado 
una reducción sustancial de la sensibilidad en mu-
chas especies de patógenos, la cual ha sido asocia-
da con los genes que involucran la formación de 
la maquinaria transcripcional, la regulación del pH 
celular y los transportadores de múltiples fármacos 
(Yang et al. 2019). 

CONCLUSIONES

Las cepas de F. oxysporum, patógenas y no pa-
tógenas de V. planifolia, fueron altamente suscep-
tibles a los fungicidas benomilo y carbendazim, y 
altamente resistentes a tiofanato metílico y clorota-
lonil. La mutación puntual de adenina a timina en 
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The presence of conserved motifs may be related 
to the susceptibility of the fungus to this fungicide. 
No evidence was found that the variability in the 
analyzed sequence of the GPDH gene is related 
to the response of susceptibility or resistance to 
chlorothalonil.
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Abstract. Crops are affected by different 
pathogens that cause damage to the plant and 
production losses. Quarantine restrictions may 
also occur due to the presence of a pathogen. In 
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Resumen. Los cultivos agrícolas se ven afecta-
dos por diferentes patógenos que ocasionan daños 
a la planta, pérdidas en la producción, además se 
pueden presentar restricciones cuarentenarias por 
la presencia de algún patógeno. Para el control de 
fitopatógenos en el mayor de los casos, se emplean 
productos químicos sintéticos, sin embargo, algu-
nos de estos productos se han asociado a riegos a 
la salud humana o al ambiente. Por lo que es nece-
sario la búsqueda de alternativas más sustentables 
de control de estos patógenos. Esta investigación se 
realizó bajo los siguientes objetivos: extraer polife-
noles de hojas de gobernadora, hojasén y guanába-
na, utilizando: diferentes relaciones masa/volumen 
(m/v), diferentes concentraciones de etanol, simul-
táneamente ultrasonido-microondas y determinar 
el efecto de estos polifenoles contra Alternaria 
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most cases, synthetic chemical products are used 
to control phytopathogens. However, some of 
these products have been associated with risks 
to human health or the environment. Therefore, 
it is necessary to search for more sustainable 
alternatives to control these pathogens. This 
research was carried out under the following 
objectives: 1. To extract polyphenols from Creosote 
bush, Tarbush and Soursop leaves using: different 
mass/volume ratios (m/v), different concentrations 
of ethanol, simultaneous ultrasound-microwave 
and 2. To determine the effect of these polyphenols 
against Fusarium solani and Alternaria alternata. 
Polyphenols were obtained from Creosote bush, 
Tarbush and Soursop leaves by combining 
ultrasound-microwave, and using different mass-
volume ratios and ethanol percentages. The group 
of polyphenols (CD) obtained with a mass/volume 
(m/v) ratio of 1:8 and 70% ethanol from Creosote 
bush leaves and the group of polyphenols (CA) 
obtained with a m/v ratio 1:16 and 70% ethanol 
from Tarbush leaves were the most effective 
against Fusarium solani, inhibiting 90.4 and 
60.67%, respectively. For Alternaria alternata, no 
differences were found in the mycelial inhibition by 
the different groups of evaluated polyphenols, with 
inhibition values    between 50-60% in comparison 
to the negative control (without polyphenols). In 
the profile of CD polyphenols group obtained from 
Creosote bush, different polyphenolic compounds 
reported to have antimicrobial activity were found, 
among which the following stand out: epirosmanol, 
rosmadiol, apigenin, catechin, and procyanidin 
C1. Polyphenolic compounds isolated from 
Creosote bush, Tarbush, and Soursop leaves using 
environmentally friendly methods (ultrasound-
microwave) and solvents (water and ethanol) 
showed antifungal activity against F. solani and A. 
alternata.

alternata y Fusarium solani. Se obtuvieron polife-
noles de hojas de gobernadora, hojasén y guanába-
na mediante combinación de ultrasonido-microon-
das, y usando diferentes relaciones masa-volumen 
y porcentajes de etanol. Además, se observó que el 
grupo de polifenoles obtenido con la relación masa/
volumen (m/v) 1:8 y etanol al 70% (CD) a partir 
de hojas de Gobernadora y el grupo de polifenoles 
obtenido con la relación m/v 1:16 y etanol al 70% 
(CA) a partir de hojas de hojasén fueron las más 
efectivos contra Fusarium solani inhibiendo 90.4 
y 60.67%, respectivamente. En Alternaria alterna-
ta no se encontraron diferencias en el efecto de la 
inhibición por los diferentes grupos de polifenóles 
evaluados, y se mostraron valores de inhibición en-
tre 50-60% en comparación con el testigo negativo 
(sin polifenoles). En el perfil de grupo de polife-
noles CD obtenido de gobernadora se encontraron 
diversos compuestos polifenolicos reportados por 
tener actividad antimicrobiana entre los que desta-
can: epirosmanol, rosmadiol apigenina, catequina, 
procianidina C1. Los compuestos polifenolicos 
aislados de gobernadora, hojasen y guanábana uti-
lizando métodos (ultrasonido-microondas) y disol-
ventes (agua y etanol) amigables con el ambiente 
presentan actividad antifúngica contra F. solani y 
A, alternata.

Palabras clave: Inhibición micelial, microondas-
ultrasonido, etanol, agua, amigables con él ambien-
te.

Alternaria alternata y Fusarium solani son 
hongos fitopatógenos que causan grandes pérdidas 
económicas en la agricultura y reducen la disponi-
bilidad de alimentos (Pérez-Rodríguez et al., 2019; 
Martínez-de la Parte et al., 2021). Alternaria al-
ternata se caracteriza por una infección acelerada 
(Mata-Santoyo et al., 2018). Cuando la temperatura 
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Alternaria alternata and Fusarium solani are 
phytopathogenic fungi that cause great economic 
losses to agricultural producers and reduce 
food availability (Pérez-Rodríguez et al., 2019; 
Martínez-de la Parte et al., 2021). Alternaria 
alternata is characterized by causing an accelerated 
infection (Mata-Santoyo et al., 2018). With a 
temperature between 28 and 30 °C and relative 
humidity greater than 80%, the infection can begin 
or worsen in approximately 4 hours (Castrillo et 
al., 2021). The spores of A. alternata are dispersed 
mainly by wind or rain splash, and these spores can 
overwinter among crop residues until conditions 
are favorable for germination (Abbas et al., 2021). 
Fusarium solani mainly attacks plants in the base 
of the stem and root areas (Martínez-Martínez 
et al., 2020), causing wilting, yellowing of the 
leaves and growth delay (Martínez-Solórzano 
et al., 2020). Under conditions of high humidity 
and temperatures over 20 °C in the soil, a severe 
attack of F. solani can make the plants brittle. 
This pathogen survives in the soil among crop 
debris and live plants, and agricultural machinery 
can play an important role in its spread (Reyes-
Tena et al., 2019). These phytopathogenic fungi 
are controlled mainly through the use of synthetic 
chemical fungicides, which, although effective, 
can lead fungi to generate resistance to their active 
compounds, which would pose new risks to human 
health and the environment (Abdel-Monaim et al., 
2011; Mantecon, 2015). This has driven the search 
for more environmentally friendly alternatives such 
as antifungal compounds of plant origin.  

Plants synthesize phytochemicals, such as 
phytoanticipins and phytoalexins, that play an 
important role on plant growth and reproduction, 

esta entre 28-30 °C y la humedad relativa mayor a 
80%, esta infección puede comenzar o agravarse 
en un tiempo aproximado de 4 h (Castrillo et al., 
2021). La diseminación de las esporas de A. al-
ternata ocurre principalmente por el viento o por 
salpicaduras de lluvia, y estas esporas pueden so-
brevivir el invierno en residuos de cultivos, hasta 
que las condiciones son favorables para germinar 
(Abbas et al., 2021). Por otro lado, Fusarium sola-
ni ataca principalmente a las plantas en la zona de 
la base del tallo y raíz (Martínez-Martínez et al., 
2020), lo que ocasiona marchitez y amarillamiento 
de las hojas, y hace que se retrase el crecimiento 
(Martínez-Solórzano et al., 2020). Bajo condicio-
nes de alta humedad y temperatura de más de 20 
°C en el suelo, las plantas se vuelven quebradizas, 
cuando el ataque de F. solani llega a ser severo. 
Este patógeno sobrevive en el suelo en restos del 
cultivo y en plantas vivas, y la maquinaria agrícola 
puede jugar un papel importante en su propagación 
(Reyes-Tena et al., 2019). Para el control de estos 
hongos fitopatógenos se utilizan principalmente 
funguicidas químicos sintéticos, los cuales, aunque 
son efectivos, pueden propiciar la generación de re-
sistencia de los hongos hacia el compuesto activo, 
riesgos para la salud humana y para el ambiente 
(Abdel-Monaim et al., 2011; Mantecón, 2015). Por 
lo tanto, se han buscado alternativas más amigables 
con el ambiente, especialmente compuestos de ori-
gen vegetal.  

Las plantas sintetizan fitoquímicos entre ellos 
fitoanticipinas o fitoalexinas, las cuales desempe-
ñan un papel importante en el crecimiento y repro-
ducción de las plantas, de modo que atraen polini-
zadores y como protección frente a depredadores. 
Así mismo, contribuyen a las características morfo-
lógicas y sensoriales de las plantas y subproductos 
(Takshak y Agrawal, 2019; Singh y Chandrawat, 
2017). El grupo fitoquímico que más se ha estudia-
do son los compuestos fenólicos (Andrade-Andrade 
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attracting pollinators and protecting against 
predators. They also contribute to the morphological 
and sensory characteristics of plants and plant by-
products (Takshak and Agrawal, 2019; Singh and 
Chandrawat, 2017). The phytochemical group 
that has been most studied is that of phenolic 
compounds (Andrade-Andrade et al., 2018), 
which can inhibit the germination of spores and 
the growth of fungi (Rodríguez-Castro et al., 
2020; Joaquín-Ramos et al., 2020; Oufensou et 
al., 2020). These compounds are synthesized 
through the shikimate, polyketide and mevalonate 
pathways, and are characterized by the presence of 
one or more hydroxyl groups (-OH) attached to a 
6-carbon aromatic ring (Gutiérrez-Grijalva et al., 
2016). Polyphenols derived from phenylalanine 
or benzoic acid have one or more phenol groups 
(Mutha et al., 2021). One of the characteristics 
of these compounds is their antioxidant activity 
or ability to counteract free radicals by chelating 
metal ions that are involved in their production. In 
addition, these compounds have ability to donate a 
hydrogen anion (an unpaired electron) and relocate 
it within the aromatic structure (García et al., 
2019). Among polyphenols, flavonoids comprise 
some of the most important compounds. They are 
subdivided into Flavonols, Flavones, Catechins, 
Flavanones, Anthocyanidins, and Isoflavones 
(Mutha et al., 2021).

The biological activity (antimicrobial, antiviral, 
anticancer, etc.) attributed to polyphenols has 
given rise to a large number of studies focused 
on extracting them from various plant sources 
(Zhang et al., 2022). However, the biological 
potential of polyphenols is limited by their low 
solubility and stability against environmental 
factors such as light, high temperatures (>50 °C) 
and changes in pH (Costa et al., 2021). Generally, 
the extraction of these compounds is carried out 
through conventional techniques such as Soxhlet, 

et al., 2018) que tienen capacidad para inhibir la 
germinación de esporas y el crecimiento de hongos 
(Rodríguez-Castro et al., 2020; Joaquín-Ramos et 
al., 2020; Oufensou et al., 2020). Estos compuestos 
son sintetizados por las vías shikimato, policétido 
y mevalonato, y se caracterizan por la presencia 
de uno o varios grupos hidroxilo (-OH) unido a un 
anillo aromático de 6 carbonos (Gutiérrez-Grijalva 
et al., 2016).  Los polifenoles cuentan con uno o 
más grupos fenoles al derivar de la fenilalanina u 
ácido benzoico (Mutha et al., 2021). Una de las ca-
racterísticas de estos compuestos es su propiedad 
antioxidante o capacidad para contrarrestar radi-
cales libres, mediante quelado de iones de metales 
que intervienen en su producción, y a su capacidad 
para donar un anión de hidrógeno, un electrón no 
apareado, y reubicarlo dentro de la estructura aro-
mática (García et al., 2019). Dentro de la clasifica-
ción de los polifenoles, destacan los flavonoides, 
los cuales se subdividen en Flavonoles, Flavonas, 
Catequinas, Flavanonas, Antocianidinas e Isoflavo-
nas (Mutha et al., 2021). 

Las actividades biológicas (antimicrobianos, 
antiviral, anticancerígena, etc.,) atribuidas a los 
polifenoles, han dado lugar a un gran número de 
estudios enfocados a su extracción a partir de di-
versas fuentes vegetales (Zhang et al., 2022). Por 
otra parte, el potencial biológico de los polifenoles 
se encuentra limitado por su baja solubilidad y es-
tabilidad frente a factores ambientales tales como: 
luz, temperaturas elevadas (>50 °C) y a cambios 
de pH (Costa et al., 2021). Generalmente, la ex-
tracción de estos compuestos se realiza a través de 
técnicas convencionales tales como Soxhlet, per-
colación, maceraciones, infusiones, etc.,  las cua-
les están asociadas a un alto consumo de solventes 
orgánicos, algunos de los cuales poco amigables 
para el medio ambiente, y cuyos remanentes limi-
tan la aplicación industrial de los extractos, además 
estas técnicas convencionales requieren  tiempos 
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percolation, maceration, infusions, etc. These 
techniques are associated with a high consumption 
of organic solvents, some of which are unfriendly 
to the environment, which limits the industrial 
extraction of those compounds. Furthermore, 
conventional techniques require long extraction 
times, involving high energy consumption (Soto-
García et al., 2016) as well as considerable time 
and effort (Chemat et al., 2019). In recent decades, 
alternative techniques have been proposed for 
the extraction of polyphenols, including the 
use of microwaves, by which electromagnetic 
radiation is used to heat vegetal material, which 
increases the permeability of cell membranes 
(Bocker and Silva, 2022). Another alternative 
technique is ultrasound which, through cavitation, 
increases the mass transfer and speed of chemical 
reactions, promoting cell lysis and the separation 
of cell debris by the cohesive forces of solvent 
molecules (Chemat et al., 2017). The extraction of 
polyphenols has been carried out by ultrasound or 
microwave (Chemat et al., 2019), either one or the 
other (Chemat et al., 2017), or sequentially (Valdés 
et al., 2021). However, there are few studies where 
these processes have been used simultaneously 
for the extraction of polyphenols. The present 
study had the following objectives: 1. To extract 
polyphenols from the leaves of Creosote bush 
(Larrea tridentata), Tarbush (Flourensia cernua) 
and Soursop (Annona muricata) through the 
simultaneous use of ultrasound and microwaves, 
with different m/v ratios and water and ethanol 
as solvents, and 2. To determine how much 
these polyphenols inhibit the mycelial growth of 
Alternaria alternata and Fusarium solani. 

MATERIALS AND METHODS 

Plant material. Leaves of soursop (Annona 
muricata), Creosote bush (Larrea tridentata), 

largos de extracción, implicando un alto consumo 
energético (Soto-García et al., 2016), y suelen ser 
laboriosas (Chemat et al., 2019). En las últimas dé-
cadas se han propuesto técnicas alternativas para la 
extracción de polifenoles, dentro de las que desta-
can el uso de microondas, donde se emplean radia-
ciones electromagnéticas para generar calor dentro 
del material vegetal, haciendo más permeables las 
membranas celulares (Bocker y Silva, 2022) y el 
ultrasonido que gracias a la cavitación, permite el 
incremento de transferencia de masa y velocidad de 
las reacciones químicas, lo que genera lisis celular 
y separación de los restos celulares por las fuerzas 
de cohesión del líquido  (Chemat et al., 2017). La 
extracción de polifenoles se ha realizado por ultra-
sonido o microondas (Chemat et al., 2019), ya sea 
utilizando uno u otro proceso (Chemat et al., 2017), 
o bien de forma secuencial (Valdés et al., 2021), 
sin embargo, son pocos los estudios donde se usan 
estos procesos simultáneamente para la extracción 
de polifenoles. Bajo esta perspectiva, el presente 
estudio tuvo como objetivos: 1. Extraer polifenoles 
de hojas de gobernadora, hojasén y guanábana, uti-
lizando simultáneamente ultrasonido-microondas, 
diferentes relaciones m/v y agua y etanol como 
disolventes y 2. Determinar la inhibición de cre-
cimiento micelial de Alternaria alternata y Fusa-
rium solani por estos polifenoles. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Material vegetal. Hojas de guanábana (Annona 
muricata), gobernadora (Larrea tridentata), y ho-
jasén (Flourensia cernua) se usaron para la extrac-
ción de polifenoles. Las hojas de guanábana de la 
marca “Frutas Nayarit” se adquirieron en un local 
de Saltillo Coahuila, México, mientras que las ho-
jas de gobernadora y hojasén se recolectaron en el 
Campo Experimental de la Universidad Autónoma 
Agraria Antonio Narro (UAAAN) en Buenavista, 
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and Tarbush (Flourensia cernua) were used for 
the extraction of polyphenols. Soursop leaves 
from “Frutas Nayarit” were purchased at a store 
in Saltillo, Coahuila, Mexico, while the leaves 
of Creosote bush and Tarbush were collected at 
the Experimental Station of the Antonio Narro 
Autonomous Agrarian University (UAAAN) in 
Buenavista, Coahuila, Mexico. Healthy leaves were 
then selected, discarding those that had damage or 
malformations, likewise, all contaminants found 
in the samples were also discarded. The selected 
leaves were then dehydrated for 3 days at room 
temperature and for 24 h in a desiccator (NWT-5, 
Northwest Technology®, Italy). Subsequently, the 
dry material was ground into powder in a Biobase 
mill (MD-120) and then sieved using an 850 μm 
mesh, number 20 (W.S. TAYLER®) (Valdez-
Guerrero et al., 2021).

Preparation of extracts and extraction of 
phytochemicals. The extracts were prepared 
using distilled water and mixtures of ethanol/
distilled water (70/30 and 30/70). Different ratios 
(m/v) between mass (plant material) and volume 
((quantity and concentration of the solvent) were 
used). Specifically, m/v ratios of 1:8, 1:12 and 
1:16 were used, following the method of Valdez-
Guerrero et al. (2021) with minor modifications. 
The five (CA, CB, CC, CD and CE) solutions 
produced from each plant material under these 
conditions (Table 1) were placed in a glass reactor 
(1 L) and ultrasound and microwave processes 
were simultaneously applied using an Ultrasonic 
equipment (Microwave Cooperative Workstation 
XO-SM 400) with the following parameters: 
Ultrasonic (Power Radio - 20, Ultrasonic on Relay 
– 10, Ultrasonic off Relay -3, Amplitude off Relay 
– 25 and Set Time - 20) and Microwave (Power 
Radio – 800, Display power – 0, Set Temp - 70°C 
and Holding Time – 5). Subsequently, the extract 
was filtered to remove the bagasse. 

Coahuila, México, posteriormente, se selecciona-
ron las hojas sanas, eliminando aquellas que tenían 
daños o malformaciones, así mismo, se desecha-
ron los contaminantes en las muestras. Después, 
las hojas fueron deshidratadas por 3 días a tempe-
ratura ambiente y 24 h en un desecador (NWT-5, 
Northwest Tchnology®, Italy).  A continuación, la 
materia prima fue molida en un molino Biobase, 
modelo MD-120, y el material vegetal en forma de 
polvo se tamizó utilizando mallas de 850 mm, nú-
mero 20 (W.S. TAYLER®) (Valdez-Guerrero et al., 
2021).

Preparación de extractos y extracción de fitoquí-
micos. Para la obtención de los extractos, se empleó 
agua destilada y mezclas de etanol/agua destilada 
(70/30 y 30/70), además se emplearon diferentes 
relaciones (m/v) masa (material vegetal) volumen 
(cantidad y concentración del solvente), específi-
camente se usaron las relaciones (m/v), 1:8, 1:12 y 
1:16 acorde a la metodología de Valdez-Guerrero et 
al. (2021), con modificaciones menores.  Las cinco 
(CA, CB, CC, CD y CE) soluciones producidas de 
cada material vegetal bajo estas condiciones (Cua-
dro 1) se colocaron en un reactor de vidrio (1 L) 
y simultáneamente se aplicaron los  procesos  ul-
trasonido y microondas en un equipo Ultrasonic 
Microwave Cooperative Workstation XO-SM 400, 
bajo los siguientes parámetros: Ultrasonic (Power 
Radio - 20, Ultrasonic on Relay – 10, Ultrasonic off 
Relay -3, Amplitude off Relay – 25 y Set Time - 20) 
y Microwave (Power Radio – 800, Display power – 
0, Set Temp - 70°C y Holding Time – 5). Posterior-
mente, el extracto se filtró para remover el bagazo. 

Purificación y fraccionado de polifenoles.  La 
metodología de Valdez-Guerrero et al. (2021) se 
empleó para la separación cromatográfica de los 
extractos. Primeramente, los extractos se filtraron 
usando papel Whatman No. 41, después, se se-
pararon mediante cromatografía en columna de 
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Purification and fractionation of polyphenols.  
The method of Valdez-Guerrero et al. (2021) 
was used for the chromatographic separation of 
the extracts. The extracts were first filtered using 
Whatman No. 41 paper, then separated by ion 
exchange column chromatography, using 200g 
of amberlite (Amberlite XAD16N) as stationary 
phase and water and 96% ethanol as mobile phase. 
The sample was then decanted in the column, with 
Amberlite® (XAD 16N) resin (previously activated 
with methanol for 10 minutes) as stationary phase, 
and water (to remove water-soluble compounds) 
and ethanol (to recover the polyphenolic content) 
as eluents. The column was protected from light 
due to the photosensitivity of the compounds under 
study. The aqueous fraction was discarded when 
its color became clear. The ethanolic fraction was 
collected in an amber container. Once the ethanolic 
fraction was obtained, it was distributed into 
heat-resistant glass plates, which were left to dry 
at room temperature (25-30 °C) in the dark for 3 
days. The dry extract was collected from the plates 
in an amber-colored bottle for later analysis. The 
chemical compounds found in each dry extract 
were identified as polyphenols associated with one 
of the five (CA, CB, CC, CD and CE) solutions of 
each plant material (Table 1). 

intercambio iónico, usando como fase estacionaria 
200g de amberlita (Amberlite XAD16N) y como 
fase móvil agua y etanol 96%. Luego se decantó la 
muestra en la columna empacada con la resina Am-
berlita® XAD 16N (previamente activada con me-
tanol durante 10 minutos) como fase estacionaria 
y agua (para eliminar compuestos hidrosolubles) 
y etanol (para recuperar el contenido polifenólico) 
como eluentes. Cabe mencionar que la columna 
fue resguardada de la luz para prevenir la fotosen-
sibilidad de los compuestos de interés. La fracción 
acuosa se desechó una vez que su coloración fue 
clara, mientras que la fracción etanólica se colectó 
en un envase ámbar. Una vez obtenida la fracción 
etanólica, ésta se repartió en refractarios de vidrio, 
los cuales se secaron a temperatura ambiente (25- 
30 °C), sin exponer a la luz durante 3 días. Final-
mente se colectó el extracto seco de las cajas, en un 
frasco ámbar para su posterior análisis. A partir de 
este paso, los compuestos químicos de cada extrac-
to seco se identificarán como grupo de polifenoles 
obtenido con alguna de las cinco (CA, CB, CC, CD 
y CE) soluciones de cada material vegetal (Cuadro 
1). 

Determinación de polifenoles hidrolizables. 
Los extractos en polvo se diluyeron en agua a un 

Table 1. Mass/volume ratios (m/v) and ethanol gradients. The conditions used to obtain polyphenols 
by ultrasound-microwave.

Cuadro 1. Relaciones masa/ volumen (m/v) y gradientes de etanol como condiciones utilizadas para 
la obtención de polifenoles por ultrasonido-microondas.

Factor Extraction condition
        CAz         CB         CC         CD          CE   

Vegetal material 62.5g 62.5g 125g 125g 83.33
Solvent EtOH 70% distilled H2O distilled H2O EtOH 70% EtOH 30%
m/v ratio 1:16 1:16 1:8 1:8 1:12

z In the rest of the document these solutions will be referred to as the group of polyphenols.  /  zEn el resto 
del documento se referirán como grupo de polifenoles.
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Determination of hydrolysable polyphenols. 
Powder extracts were diluted in water to a volume 
of 400 µL. After adding 400 µL of Folin-Ciocalteu 
reagent, the solution was left to stand for 5 min. 
Afterward, 400 µL of 0.01 M Na2CO3 were added 
and the solution was allowed to react for 5 min. 
Then, 2.5 mL of distilled water were added and 
the solution was read at 790 nm in a UV-Vis 
Spectrophotometer ( Biomate) (Gómez-Martínez 
et al., 2020). 

Determination of condensed polyphenols. 500 
µL of sample were added to a tube, followed by 
3 mL of 10% HCl-butanol. The resultant solution 
was stirred well. Subsequently, 100 µL of the ferric 
reagent were added to the solution, stirring the 
mixture vigorously. The tubes were transferred to 
a water bath and boiled for one hour, making sure 
that the tubes were perfectly closed. Afterward, the 
samples were allowed to cool to room temperature 
(25-30 °C) and were then read at 460 nm in a 
UV-Vis Spectrophotometer (Biomate) (Gómez-
Martínez et al., 2020).   

Identification of polyphenols. First, 10 mg of 
each powder extract were weighed and dissolved 
in 1 mL of methanol, sonicated for 5 min at 
room temperature and filtered through 0.45 µm 
membranes. The samples were then placed in 
vials and put in an HPLC equipment (Varian 
Prostar 330 with UV-visible diode array detector) 
coupled to a mass detector (Varian 500-Ms). The 
chromatographic analysis was conducted using a 
flow rate of 0.2 mL/min, a Denali C18 reversed-
phase column (150 mm × 2.1 mm, 3μm, Grace, 
Albany, OR USA), and a mass detection limit of 
100 to 2000 m/z. All experiments were performed 
in negative-ion mode [M-H]. Nitrogen was used 
as nebulizer gas and helium as buffer gas. The 
ion source had the following parameters: spray 

volumen de 400 µL. Posteriormente, se le agrega-
ron 400 µL del reactivo Folin-Ciocalteu, dejándose 
reposar por 5 min. Después, se le añadieron 400 
µL de Na2CO3 0.01 M, dejándose reaccionar por 
5 min. Por último, se le agregaron 2.5 mL de agua 
destilada y se leyó la solución a 790 nm en el Es-
pectrofotómetro UV-Vis marca Biomate (Gómez-
Martínez et al., 2020).

Determinación de polifenoles condensados. En 
un tubo se añadieron 500 µL de muestra, después 
se le agregaron 3 mL de HCl-butanol al 10%, agi-
tando muy bien la solución. Posteriormente, se le 
incorporaron a la solución, 100 µL del reactivo 
férrico, agitando vigorosamente la mezcla. Los 
tubos se traspasaron a un baño para someterlos a 
ebullición durante una hora, asegurándose que los 
tubos estuvieran perfectamente cerrados. Después, 
las muestras se dejaron enfriar a temperatura am-
biente (25-30 oC), y finalmente se leyeron a 460 nm 
en un Espectrofotómetro UV-Vis marca Biomate 
(Gómez-Martínez et al., 2020).   

Identificación de polifenoles. Primeramente, se 
pesaron 10 mg de cada extracto en polvo y se les 
disolvió en 1 mL de metanol, luego se sonicó por 
5 min a temperatura ambiente, para posteriormente 
filtrar a través de membranas de 0.45 µm y deposi-
tar la muestra en viales para luego colocarlas en un 
equipo HPLC (marca Varian Prostar, modelo 330 
con detector UV-visible de arreglo de diodos), aco-
plado a un detector de masas (marca Varian, mo-
delo 500-Ms). Se empleó un flujo de 0.2 mL/min, 
una columna Denali C18 fase reversa (150 mm × 
2.1 mm, 3μm, Grace, Albany, OR USA), así como 
un límite de detección de masas de 100 a 2000 m/z. 
Todos los experimentos fueron realizados en el 
modo negativo y [M-H] se empleó nitrógeno como 
gas nebulizador y helio como gas amortiguador. La 
fuente de iones tuvo los siguientes parámetros: vol-
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voltage (5.0 kV), capillary voltage (90.0 V), and 
temperature (350 °C). The data was collected and 
processed using the M.S. Workstation software 
(V.6.9). The samples were first analyzed in full scan 
mode at a mass-to-charge ratio (m/z) in the range 
of 50–2000. Tandem mass spectrometry analysis 
(MS/MS) was performed on a series of selected 
precursor ions. The obtained compounds were 
compared using a bioactive compound database 
(WorkStation database version 2.0, VARIAN, Palo 
Alto, CA, USA).

Isolation of phytopathogenic fungi. The 
phytopathogenic fungi Fusarium solani and 
Alternaria alternata were isolated from diseased 
plants (yellowing, curling of the leaves, scabs, 
stem and fruit rot). Five-millimeter pieces of plant 
material were cut from the diseased plants. The 
pieces were disinfected with NaClO (2%) for 1 
min, then immersed twice in sterile distilled water 
for 1 min and placed in Petri dishes with PDA 
medium (DifcoTM), which were incubated at 28±2 
°C for 7 days. After the germination of monosporic 
cultures, fungi with characteristics of A. alternata 
and F. solani were purified by hyphal tip (Morales 
et al., 2007). The taxonomic identification of the 
species was based on observations of the growth 
of the fungal colonies in the culture medium to 
determine their pigmentation, shape and growth 
speed, as well as the formation of sporodochia, 
the number of septa in the conidia, the presence of 
chlamydospores, and the shape of conidia (micro 
and macroconidia). The specific identification 
was done with a compound microscope (10x, 40x 
and 100x), observing slides with morphological 
structures and taxonomic characteristics typical 
of the species, according to the taxonomic keys of 
Simmons (2007) for A. alternata, and of Leslie and 
Summerell (2006) for Fusarium solani. 

taje de pulverización (5,0 kV), voltaje capilar (90,0 
V), y temperatura (350 °C). Los datos fueron reco-
lectados y procesados   usando el M.S. Workstation 
software (V 6.9). Las muestras se analizaron en 
primer lugar en modo de exploración completa ad-
quirida en el rango m/z 50–2000. Los análisis MS/
MS se realizaron en una serie de iones precursores 
seleccionados. Por último, los compuestos se com-
pararon utilizando una base de datos de compues-
tos bioactivos (base de datos WorkStation versión 
2.0, VARIAN, Palo Alto, CA, EE. UU.).

Aislamiento de hongos fitopatógenos. Los hon-
gos fitopatógenos Fusarium solani y Alternaria 
alternata se aislaron de plantas enfermas (amari-
llamiento, encorvamiento de las hojas, roñas, pu-
drición en tallo y fruto). Del material enfermo, se 
cortaron trozos de 5 mm de material vegetal, pos-
teriormente se desinfectó con NaClO al 2% por 1 
min, después se sumergió en agua destilada estéril 
por 1 min dos veces, para finalmente colocarlos en 
cajas Petri con medio PDA (DifcoTM), las cuales se 
incubaron a 28±2 °C durante 7 días. Después de la 
germinación de cultivos monospóricos, los hongos 
con características de A. alternata y F. solani fue-
ron purificados por medio de punta de hifa (Mora-
les et al., 2007).  Para la determinación taxonómica 
de las especies, se realizó observaciones del cre-
cimiento de las colonias fúngicas en el medio de 
cultivo para determinar la pigmentación, la forma 
y la velocidad del crecimiento de las colonias, la 
formación de esporodoquios y el número de sep-
tos en los conidios; la presencia de clamidosporas 
y la forma de conidias (micro y macroconidios). La 
identificación especifica se realizó bajo microsco-
pio compuesto (10x, 40X y 100x) al observar la-
minillas con estructuras morfológicas y criterios 
taxonómicos propios de la especie, empleando las 
claves taxonómicas de Simmons (2007) para A. 



358

Fully Bilingual
Mexican Journal of PHYTOPATHOLOGY
Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA

Online publication, September 2022

Preliminary determination of the polyphenol 
concentration. A preliminary test was carried 
out to determine the inhibitory effect of the 
concentration (6000, 8000 and 10000 ppm) of 
two groups of polyphenols (CD = m/v (1:8) and 
EtOH-70%, and CE= m/v (1:12) and EtOH-30%) 
from Larrea tridentata on the mycelial growth 
of Fusarium solani, compared to the following 
three controls: 1) without polyphenols (negative); 
2) EtOH 70% (positive); 3) fungicide [TectoR 60 
at 1% ] (positive). The evaluation was carried out 
under a completely randomized design with three 
replications, using 100 x 20 mm Petri dishes with 
PDA agar (DifcoTM). Five hundred microliters of 
each concentration of each group of polyphenols 
(CD and CE) suspended in 70% ethanol were 
added separately to each dish, including the three 
control treatments. The polyphenols were spread 
over the entire surface of the agar with the help of a 
glass rod adapted to the size of the Petri dish. They 
were left to stand for 30 min, during which time 
the polyphenols were absorbed into the agar. A 0.5 
cm diameter disk with F. solani mycelium was then 
placed inside each Petri dish (Berlanga-Padilla et 
al., 2011). The dishes were sealed and incubated 
at 25 °C until the mycelium of the negative control 
completely covered the dish. At that time, the 
colony diameter of each treatment (9 treatments) 
was measured. The arrangement of the Petri 
dishes in the incubator allowed for a completely 
randomized experimental design. Colony diameter 
values were converted into inhibition percentages 
(ICM), proportional to control 1, using the 
following mathematical expression (Apolonio-
Rodríguez et al., 2017): 

ICM (%) = [(dTa − dt)/dTa ] × 100

Where dTa and dt represent the diameter of the 
mycelial growth of control 1 and of each of the 
other treatments, respectively.
 

alternata, y de Leslie y Summerell (2006) para Fu-
sarium solani. 

Determinación preliminar de la concentración 
de polifenoles. Se realizó un ensayo preliminar 
para determinar el efecto de la concentración (6000, 
8000 y 10000 ppm) de dos grupos de polifenoles 
(CD = m/v (1:8) y EtOH-70%, y CE= m/v (1:12) y 
EtOH-30%) de Larrea tridentata, sobre la inhibi-
ción micelial de Fusarium solani vs tres testigos, 
1) sin polifenoles (negativo), 2) EtOH 70% (posi-
tivo) y 3) fungicida [TectoR 60 al 1%] (positivo). 
La evaluación se realizó bajo un diseño completa-
mente al azar con tres repeticiones, utilizando cajas 
Petri de 100 x 20 mm con agar PDA (DifcoTM). A 
cada caja se le agregó por separado, 500 μL de cada 
concentración especificada de cada grupo de poli-
fenóles (CD y CE) suspendidos en etanol al 70%, 
y se incluyeron los   tres tratamientos testigo. Los 
polifenoles se extendieron por toda la superficie del 
agar con la ayuda de una varilla de vidrio adapta-
da al tamaño de la caja Petri. Se dejó en reposo 
durante 30 min, tiempo en el cual los polifenoles 
se absorbieron en el agar, y en seguida se colocó 
un disco de 0.5 cm de diámetro con micelio de F. 
solani (Berlanga-Padilla et al., 2011). Las cajas se 
sellaron e incubaron a 25 °C, hasta que el micelio 
creciendo con el testigo negativo, cubrió totalmen-
te la caja. En ese momento se midió el diámetro 
de la colonia de cada tratamiento (9 tratamientos). 
La disposición de las cajas de Petri en la incuba-
dora permitió tener un diseño experimental com-
pletamente al azar. Dicho diámetro fue convertido 
a porcentaje de inhibición (ICM), en relación con 
el testigo 1 por la siguiente expresión matemática 
(Apolonio-Rodríguez et al, 2017): 

 ICM (%) = [(dTa − dt)/dTa ] × 100

 Donde dTa y dt representan el diámetro del creci-
miento micelial del testigo 1 y de cada uno del resto 
de los tratamientos, respectivamente.
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Based on the results of the preliminary assay, 
the concentration of 8000 ppm was selected to 
evaluate the groups of polyphenols (CA, CB, CC, 
CD and CE) obtained from Tarbush, Creosote bush 
and Soursop. Sowing and temperature conditions 
were similar to those used in the preliminary 
study. All groups of polyphenols were evaluated 
against F. solani and A. alternata. The controls for 
Fusarium were: 1) without polyphenols (negative); 
2) EtOH 70% (positive); 3) fungicide [TectoR 60 
at 1%] (positive). The controls for Alternaria were: 
1) without polyphenols (negative); 2) EtOH 70% 
(positive). The response variable was mycelial 
growth, converted to inhibition percentage using 
the formula indicated above (ICM).

Statistical analysis. The data resulting from all 
the bioassays were analyzed using an analysis of 
variance. The significance was determined with a 
probability of p<0.05. When necessary, the means 
of the treatments were compared using the Tukey 
test. All statistical analyses were performed using 
SAS software (version 9.0).  

RESULTS AND DISCUSSION

Preliminary determination of the polyphenol 
concentration. The analysis of variance showed 
no differences (P< 0.00001) in mycelial inhibition 
between the concentrations of each of the two 
groups of polyphenols (CD and CE) obtained 
from Creosote bush. However, the inhibition of 
mycelial growth did show differences between 
the two groups of polyphenols and between 
these groups and the negative control (Figure 1) 
(P<0.00001). The mycelial inhibition was greater 
in Fusarium solani when using the CD polyphenol 
group (obtained with a ratio of m/v 1:8 and 70% 
ethanol). With the CD polyphenol group, the range 

Después de analizar en el ensayo preliminar el 
efecto de concentración, se seleccionó la concen-
tración de 8000 ppm para evaluar los grupos de 
polifenoles (CA, CB, CC, CD y CE) obtenidos de 
hojasén, gobernadora y guanábana. Las condicio-
nes de siembra y de temperatura fueron similares 
a las empleadas en el estudio preliminar. Todos los 
grupos de polifenoles fueron evaluados contra F. 
solani y A. alternata; y se usaron como testigos 
para Fusarium 1) sin polifenoles (negativo), 2) 
EtOH 70% (positivo) y 3) fungicida [TectoR 60 al 
1%] (positivo). Mientras que para Alternaria como 
testigo se empleó: 1) sin polifenoles (negativo) y 2) 
EtOH 70% (positivo). La variable de respuesta fue 
crecimiento micelial, convertido a porcentaje de 
inhibición de igual manera por la fórmula señalada 
anteriormente (ICM).

Análisis estadísticos. Los datos resultantes de to-
dos los bioensayos fueron analizados utilizando el 
análisis de varianza, y la significancia se determinó 
con una probabilidad de (p<0.05), cuando fue nece-
sario, las medias de los tratamientos se compararon 
utilizando la prueba de Tukey. Todos los análisis 
estadísticos se realizaron usando el software SAS 
(versión 9.0).  

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Determinación preliminar de la concentración 
de polifenoles. El análisis de varianza no mostró 
diferencias (P< 0.00001) en la inhibición micelial 
entre las concentraciones dentro de cada uno de los 
dos grupos de polifenoles (CD y CE) obtenidos de 
gobernadora. Sin embargo, si se observó que la in-
hibición del crecimiento micelial fue diferente en-
tre los dos grupos de polifenoles y entre estos gru-
pos y el testigo negativo (Figura 1) (P< 0.00001). 
Se apreció que la inhibición micelial de Fusarium 
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of mycelial inhibition varied between 88 and 90%. 
In contrast, the group of polyphenols obtained with 
an m/v ratio of 1:12 and 30% ethanol only inhibited 
between 43 and 50% of mycelial growth, while the 
positive control (Tecto 60® (thiabendazole) at 1% 
inhibited only 27% of F. solani mycelial growth.

The results show that the polyphenols obtained 
from Creosote bush leaves by ultrasound-
microwave have biological activity against the 
fungus F. solani. Four groups were formed based 
on the percentage of mycelial growth inhibition: 
a group formed by the negative control (without 
polyphenols), another formed by the positive 
control (Tecto 60® (thiabendazole) at 1%, and 
another two formed by the polyphenolic groups 
CD and CE. This coincides with what was reported 
by Peñuelas-Rubio et al. (2017), who mention that 

solani fue mayor cuando se usó el grupo de poli-
fenoles CD (obtenido con una relación de m/v 1:8 
y etanol al 70%), el rango de afectación en la res-
puesta del crecimiento micelial con el grupo de po-
lifenoles CD varió entre 88 - 90 %. En contraste el 
grupo de polifenoles obtenidos con la relación m/v 
de 1:12 y etanol al 30% solo inhibió el crecimiento 
micelial entre 43-50%, mientras que el testigo posi-
tivo (Tecto 60® (tiabendazol) al 1%) solo inhibió el 
crecimiento micelial de F. solani en 27%. 

Los resultados muestran que hay actividad bio-
lógica de los polifenoles obtenidos de hojas de 
gobernadora por ultrasonido-microondas contra el 
hongo F. solani, donde por el porcentaje de inhibi-
ción del crecimiento micelial se formaron 4 grupos: 
un grupo formado por el testigo negativo (sin polifeno-
les), otro integrado por el testigo positivo (Tecto 60® 
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Figure 1. Growth inhibition percentage against Fusarium solani by different concentrations (ppm) of polyphenols from 
Creosote bush (Larrea tridentata) obtained with different m/v ratios and ethanol concentrations and using 
ultrasound-microwaves. Groups of CD polyphenols obtained with the m/v ratio of 1:8 and EtOH-70%, and CE 
polyphenols obtained with m/v ratio of 1:12 and EtOH-30%. Columns with the same letter are not different 
according to Tukey’s multiple range test. 

Figura 1. Porcentaje de inhibición del crecimiento de Fusarium solani por diferente concentración (ppm) de polifenoles de 
gobernadora (Larrea tridentata) obtenidos con diferentes relaciones m/v y concentraciones de etanol, y usando 
ultrasonido-microondas. Grupos de polifenoles CD obtenido con la relación m/v (1:8) y EtOH-70% y CE obtenido 
con la relación m/v (1:12) y EtOH-30%. Columnas con la misma letra no son diferentes de acuerdo con la prueba 
de rango múltiple de Tukey. 
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the inhibitory effect of fungal growth by extracts 
of L. tridentata can be attributed to the fact that the 
phenolic substances present in the extracts react 
with fungal enzymes, rendering them catalytically 
inactive. Farag et al. (2011) suggest that extracts 
with high amounts of polyphenols prevent the 
development of F. oxysporum due to the reduction 
of lipid peroxidation levels. In the present study, 
fungal growth inhibition was observed to be greater 
with the CD polyphenol group than with the CE 
group, which could be due to the presence of 
different polyphenolic compounds in each extract 
(Oufensou et al., 2020).  

Inhibition of Fusarium and Alternaria by 
polyphenols from Creosote bush, Tarbush and 
Soursop. In the case of Fusarium, the analysis of 
variance showed differences in mycelial growth 
inhibition against F. solani between the two 
groups of polyphenols (CD and CE) obtained from 
Creosote bush (L. tridentata) and the controls 
(negative and positive; tecto-60® and ethanol- 
70%) (Figure 2a). It was observed that at 8000 
ppm the polyphenols obtained with the 1:8 m/v 
ratio and 70% ethanol (CD), inhibited mycelial 
growth by 90%, while the polyphenols obtained 
with the 1:12 m/v ratio and ethanol 30%, and the 
positive control (Tecto 60® (thiabendazole) at 1%) 
only inhibited mycelial growth by 50% and 27%, 
respectively. The results of this study coincide with 
those reported by Peñuelas-Rubio et al. (2017) who 
mention that extracts at 500 ppm and obtained by 
the Soxhlet system and 70% ethanol, inhibited F. 
oxysporum by 98%, however, in the present work 
8000 ppm of polyphenols were needed to inhibit 
mycelial growth by 90%, when the polyphenols 
were extracted with EtOH-70% and 50% when 
EtOH-30% was used. In this study, polyphenols 
were extracted in 20 minutes using simultaneously 
ultrasound-microwave, while extraction using 

(tiabendazol) al 1%), y otro por los grupos polife-
nólicos CD y CE, lo cual coincide con lo reportado 
con Peñuelas-Rubio et al. (2017), quienes mencio-
nan que el efecto inhibitorio del crecimiento fún-
gico por los extractos de L. tridentata, puede atri-
buirse a que las sustancias fenólicas presentes en 
los extractos, reaccionan con las enzimas fúngicas, 
volviéndolas catalíticamente inactivas. Farag et al. 
(2011), sugieren que los extractos con altas canti-
dades de polifenoles previenen el desarrollo de F. 
oxysporum debido a la reducción de los niveles de 
peroxidación lipídica. Por otra parte, en el presente 
estudio se apreció la inhibición en el crecimiento 
fúngico fue mayor con el grupo de polifenoles CD 
que cuando se usó el grupo CE, esto pude ser de-
bido a la presencia de diferentes compuestos poli-
fenólicos en cada extracto (Oufensou et al., 2020).  

Inhibición de Fusarium y Alternaria por po-
lifenoles de gobernadora, hojasén y guanábana. 
Para Fusarium, el análisis de varianza mostró dife-
rencias en la inhibición micelial de F. solani entre 
los dos grupos de polifenoles (CD y CE) obtenidos 
de gobernadora (L. tridentata) vs testigos (negativo 
y positivo (tecto-60® y etanol-70%)) (Figura 2a). 
Se apreció que a 8000 ppm los polifenoles obte-
nidos con la relación m/v 1:8 y etanol 70% (CD), 
inhibieron el crecimiento micelial en 90 %, mien-
tras que los polifenoles obtenidos con la relación 
m/v 1:12 y etanol 30%, y el testigo positivo (Tecto 
60® (tiabendazol) al 1%) solo inhibieron el creci-
miento micelial en 50% y 27 %, respectivamente. 
Los resultados de este estudio coinciden con los re-
portados por Peñuelas-Rubio et al. (2017) quienes 
mencionan que extractos a 500 ppm y obtenidos 
por el sistema Soxhlet y etanol 70%, inhibieron F. 
oxysporum en un 98%, sin embargo, en el presen-
te trabajo se necesitaron 8000 ppm de polifenoles 
para inhibir el crecimiento micelial en 90%, cuan-
do los polifenoles se extrajeron con EtOH-70% y 
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Figure 2. Mycelial growth inhibition against Fusarium solani by different groups of polyphenols from a) Creosote bush 
(Larrea tridentata), b) Tarbush (Flourensia cernua) and c) Soursop (Annona muricata) obtained by ultrasound-
microwave, at a concentration of 8000 ppm, compared to controls (negative and positive; tecto- 60® and 
ethanol-70%). Polyphenol group CA obtained with m/v ratio of 1:16 and EtOH-70%; polyphenol group CB 
obtained with m/v ratio of 1:16 and EtOH-0%; polyphenol group CC obtained with m/v ratio of 1:8 and EtOH-
0%; polyphenol group CD obtained with m/v ratio of 1:8 and EtOH-70%; polyphenol group CE obtained with 
m/v ratio of 1:12 and EtOH-30%. Columns with the same letter within the same graph are not different according 
to Tukey’s multiple range test.

Figura 2. Inhibición micelial de Fusarium solani por diferentes grupos de polifenoles de a) gobernadora (Larrea tridentata), b) 
hojasén (Flourensia cernua) y c) guanábana (Anona muricata) a 8000 ppm obtenidos por ultrasonido-microondas 
vs testigos (negativo y positivo (tecto-60® y etanol-70%). Grupos de polifenoles CA obtenido con la relación m/v 
(1:16) y EtOH-70%, CB obtenido con la relación m/v (1:16) y EtOH-0%, CC obtenido con la relación m/v (1:8) y 
EtOH-0%, CD obtenido con la relación m/v (1:8) y EtOH-70%, CE obtenido con la relación m/v (1:12) y EtOH-
30%. Columnas con la misma letra dentro de una misma grafica no son diferentes de acuerdo con la prueba de 
rango múltiple de Tukey.
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Soxhlet takes at least 36 hours (Sepúlveda-Rincón 
et al., 2016). 

In the case of Tarbush (F. cernua), the analysis 
of variance showed significant differences in 
mycelial growth inhibition against F. solani 
between the different groups of polyphenols and 
the negative control (Figure 2b). The polyphenol 
groups (CA, CC, CD and CE) inhibited a greater 
proportion of mycelial growth than the positive 
control (tecto-60®). The groups of polyphenols 
extracted using ethanol as solvent (CA, CD and 
CE) had a greater inhibitory effect on mycelial 
growth, followed by the groups of polyphenols 
obtained using water (CB and CC). The inhibition 
efficiency of the polyphenolic groups extracted 
with ethanol was proportional to the m/v ratio, 
that is, polyphenols with a higher m/v ratio were 
associated with greater fungal growth inhibition. 
The inhibition percentage of the groups of 
polyphenols extracted with water was similar to 
that of the positive control (Tecto-60®). The group 
of polyphenols that had a greater inhibitory effect 
(60%) was the one obtained with 70% ethanol and 
an m/v ratio of 1:16 (CA), followed by the groups 
of polyphenols CE and CD, with 46.5 and 42.8%, 
respectively. The inhibition percentage of the 
polyphenols obtained with water (CC and CB) was 
very similar to the inhibition percentage associated 
with the positive control (Tecto-60®), 32 and 26%, 
respectively.

There are few studies on the effect of extracts of 
F. cernua against F. solani. Most studies have used 
F. oxysporum. The mycelial inhibition percentage 
of the polyphenolic groups of F. cernua studied 
here was greater than that reported by Gamboa-
Alvarado et al. (2003), who did not find any 
inhibitory effect against F. oxysporum with any of 
the extract concentrations that they studied (4000, 
8000, 12000, 16000 and 20000 ppm). This can be 
explained by the method (Soxhlet extraction) and 

50% cuando se usó EtOH-30%. En este estudio los 
polifenoles se extrajeron en 20 minutos usando si-
multáneamente ultrasonido-microondas, mientras 
que la extracción empleando Soxhlet tarda al me-
nos 36 horas (Sepúlveda-Rincón et al., 2016). 

Respecto a hojasén (F. cernua), el análisis de 
varianza mostró diferencias significativas en la in-
hibición del crecimiento micelial de F. solani entre 
los diferentes grupos de polifenoles vs el testigo ne-
gativo (Figura 2b). Los grupos de polifenoles (CA, 
CC, CD y CE) inhibieron en una mayor proporción 
que el testigo positivo (tecto-60®). Se apreció que 
los grupos de polifenoles extraídos usando etanol 
como disolvente (CA, CD y CE) tuvieron mayor 
efecto inhibitorio en el crecimiento micelial, segui-
dos por los grupos de polifenoles obtenidos em-
pleando agua (CB y CC). Así mismo, se observó 
que la eficiencia en la inhibición por los grupos po-
lifenólicos extraidos con etanol, es proporcional a 
la relación m/v, es decir, los polifenoles con mayor 
relación m/v promueven más la inhibición fúngica. 
Mientras que los grupos de polifenoles extraídos 
con agua inhibieron de manera similar al testigo 
positivo (Tecto-60®). En este sentido el grupo de 
polifenoles que más afectó la inhibición fue el ob-
tenido con etanol al 70% en la relación m/v 1:16 
(CA) con un valor superior a 60% de inhibición, 
seguido de los grupos de polifenoles CE y CD con 
46.5 y 42.8%, respectivamente. Los polifenoles 
obtenidos empleando agua (CC y CB) presentaron 
un porcentaje de inhibición muy similar al testigo 
positivo (Tecto-60®), con valores de 32% y 26 %, 
respectivamente. 

Son escasos los estudios que involucran los ex-
tractos de F. cernua contra F. solani y en su ma-
yoría se ha trabajado con F. oxysporum. Por otra 
parte, el porcentaje de inhibición en el crecimien-
to micelial observado con los grupos polifenóli-
cos de F. cernua en este estudio, son mayores a 
lo reportado por Gamboa-Alvarado et al. (2003), 
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solvent (methanol) used by Gamboa-Alvarado 
et al. (2003). They used a 10-day-long extraction 
method that turned out to be less efficient and 
effective than ultrasound-microwave technology, 
which achieves extraction in 20 minutes and with 
a more controlled and efficient mass transfer. There 
are reports of complete inhibition of Fusarium 
growth using extracts from tarbush, however, these 
results were against F. oxysporum (Peñuelas et al., 
2017).

Concerning the polyphenolic groups from 
soursop (A. muricata), the analysis of variance 
showed that, at 8000 ppm, there were significant 
differences among treatments (Figure 2c). The 
groups of polyphenols CA and CB showed a 
greater inhibitory effect against fungal growth, 
even greater than the positive controls (Tecto-60® 
and 70% ethanol). In addition, the polyphenols 
obtained with an m/v ratio of 1:16 had a greater 
inhibitory effect against F. solani, regardless of 
whether they were obtained with ethanol or water. 
The CA group of polyphenolic compounds showed 
the greatest inhibitory effect (43.7%) against 
the mycelial growth of F. solani. This group of 
polyphenols was obtained with an m/v ratio of 
1:16 and EtOH-70%. The CA group was followed 
by the groups of polyphenolic compounds CB and 
CD, with 36 and 27% of inhibition, respectively. 
The CE and CC polyphenol groups caused a lower 
percentage of inhibition than the positive control 
(Tecto-60®), 23 and 21%, respectively. Although 
soursop polyphenols showed a higher inhibitory 
effect against F. solani than the positive control 
(Tecto-60®), the growth of this fungus was not 
inhibited by more than 50% at a concentration 
of 8000 ppm. Thus, the fungicidal potential of 
these polyphenols should be tested at higher 
concentrations (Figure 2c). It was not possible 
to find reports about the antifungal properties 
of polyphenols obtained from soursop against 

quienes no encontraron ningún efecto inhibitorio 
del crecimiento de F. oxysporum en ninguna de las 
concentraciones de 4,000, 8,000, 12,000, 16,000 y 
20,000 ppm del extracto. Esto puede ser explica-
do por el método (extracción Soxhlet) y disolvente 
(metanol) empleados por Gamboa-Alvarado et al. 
(2003), quienes utilizaron un sistema de extrac-
ción con una duración de 10 días, el cual resulta 
ser menos eficiente y efectivo que la tecnología de 
ultrasonido-microondas, que logra la extracción en 
20 minutos y con una transferencia de masa más 
controlada y eficiente. Hay reportes de inhibición 
completa de Fusarium utilizando extractos de hoja-
sén, sin embargo, estos reportes son contra F. oxys-
porum (Peñuelas et al., 2017).

Para los grupos polifenólicos de guanábana (A. 
muricata) a 8000 ppm, el análisis de varianza mos-
tró diferencias significativas entre los tratamientos 
(Figura 2c). Se apreció que los grupos de polifeno-
les CA y CB presentaron una mayor inhibición del 
crecimiento fúngico, el cual fue aún mayor que los 
testigos positivos (Tecto-60® y etanol 70%). Ade-
más, se observó una mayor inhibición de F. solani 
con los polifenoles obtenidos con la relación m/v 
1:16 sin importar si se obtuvo con etanol o agua. 
En este sentido, el grupo de compuestos polifenóli-
cos CA promovió la mayor inhibición (43.7%) del 
crecimiento micelial de F. solani, dicho grupo de 
polifenoles fue obtenido por la relación m/v (1:16) 
y EtOH-70%, este efecto fue seguido por los gru-
pos de compuestos polifenólicos CB y CD, con 36 
y 27% de inhibición, respectivamente. Los grupos 
de polifenoles CE y CC, causaron un porcentaje de 
inhibición inferior al testigo positivo (Tecto-60®), 
23% y 21 %, respectivamente. Aunque, los polife-
noles de guanábana mostraron un efecto inhibitorio 
contra F. solani superior al testigo positivo (Tec-
to-60®), no se inhibió más del 50% el crecimiento 
de este hongo a la concentración de 8000 ppm, por 
lo que su potencial fungicida podría determinarse a 
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Fusarium solani, so the results obtained in the 
present study cannot be compared.

Against Alternaria alternata, the five groups 
of polyphenols obtained from Tarbush (F. cernua) 
and Soursop (A. muricata) were evaluated. The 
analysis of variance showed significant differences 
between these groups of polyphenols and the 
negative control (Figure 3a and 3b). The groups of 
polyphenols obtained from Tarbush and soursop 
inhibited between 51 and 58% of the mycelial 
growth of A. alternata, in contrast to the negative 
control. The results of this assay were lower 
than those reported by Guerrero et al. (2007), 
who mentioned that extracts from tarbush leaves 
inhibited 81.6-82.0% of the mycelial growth of A. 
alternata. However, these authors used solvents 
such as methanol: chloroform (1:1) and hexane, 
respectively, the latter being polar and alkaline in 

mayores concentraciones (Figura 2c). No fue posi-
ble encontrar reportes acerca de las propiedades an-
tifúngicas de polifenoles obtenidos de guanábana 
contra Fusarium solani, por lo que los resultados 
obtenidos en este trabajo no se pueden comparar.

Para Alternaría alternata se aplicaron los cinco 
grupos de polifenóles obtenidos de hojasén (F. cer-
nua) y de guanábana (A. muricata). El análisis de 
varianza mostró diferencias significativas entre es-
tos grupos de polifenoles vs el testigo negativo (Fi-
gura 3 a y 3b). Es decir, los grupos de polifenoles 
obtenidos a partir de hojasén y de guanábana, afec-
taron el crecimiento micelial con valores entre 51 y 
58% de inhibición, en contraste al testigo negativo. 
Los resultados de este ensayo fueron inferiores a 
los reportados por Guerrero et al. (2007), quienes 
mencionaron que los extractos de hojasén causa-
ron un 81.6-82.0% de inhibición del crecimiento 
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Figure 3. Mycelial inhibition against Alternaria alternata by 5 groups of polyphenolic compounds obtained by ultrasound-
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graph are not different according to Tukey’s multiple range test. 

Figura 3. Inhibición micelial de Alternaria alternata por 5 grupos de compuestos polifenólicos a 8000 ppm de a) hojasén 
(Flourensia cernua) y b) guanábana obtenidos por ultrasonido-microondas. Grupos de polifenoles CA obtenido 
con la relación m/v (1:16) y EtOH-70%, CB obtenido con la relación m/v (1:16) y EtOH-0%, CC obtenido con la 
relación m/v (1:8) y EtOH-0%, CD obtenido con la relación m/v (1:8) y EtOH-70%, CE obtenido con la relación 
m/v (1:12) y EtOH-30%. Columnas con la misma letra dentro de la misma gráfica, no son diferentes de acuerdo 
con la prueba de rango múltiple de Tukey.
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nature, characteristics that make it a very efficient 
solvent but also highly flammable, harmful to the 
environment and damaging to the health of those 
who breathe or are in direct contact with it (Pan 
et al., 2017). The same occurs with chloroform, 
whose C-Cl bond is useful for the polarization and 
synthesis of organic molecules, and with methanol, 
which has the ability to remove water from 
solutions, during synthesis or separation processes 
(Sridhar et al., 2011; Ashurst and Nappe, 2022). 
These three compounds are outstanding alternatives 
for extraction, but their harmful effects on human 
health and the environment are much greater than 
those of ethanol and water, which are used in the 
present study. The latter are cheap, efficient in the 
extraction of compounds and do not pose a threat 
to human or the environment. Moreover, ethanol 
can be produced by fermentation, and is highly 
volatile (Baümler et al., 2016). Guerrero et al. 
(2007) reported an inhibition percentage of 80.3% 
at 2000 ppm using ethanol as extraction solvent. 
The differences between these results and those 
obtained in the present study can be explained by 
the method used to obtain the extracts, the number 
of molecules with fungicidal activity, the affinity 
of the polyphenols with the solvent used, the 
polarity and type of solvent used, the temperature 
of the extraction process, and the forms of recovery 
(Gómez-Martínez et al., 2020).

All the polyphenolic groups of soursop (A. 
muricata) obtained by ultrasound-microwave 
showed an inhibitory effect between 55 and 
61% against the mycelial growth of A. alternata, 
compared to the negative control (Figure 3b). 
To date, no reports have been found about the 
antifungal properties of polyphenols obtained from 
soursop against A. alternata. The in vitro fungal 
inhibition values observed in the present study are 
promising (Vitola and Pérez, 2016). 

In general terms, it can be said that the 
simultaneous use of ultrasound and microwave 

micelial de A. alternata, sin embargo, estos auto-
res utilizaron solventes como metanol: cloroformo 
(1:1) y hexano, respectivamente, este último siendo 
de naturaleza polar y alcalina, características que 
lo convierten en un solvente muy eficiente, sin em-
bargo también es altamente inflamable, dañino para 
el ambiente y tiene efectos sobre la salud de quien 
respire o esté en contacto directo con este com-
puesto (Pan et al., 2017), esto mismo ocurre con el 
cloroformo, siendo útil su enlace C-Cl para la pola-
rización y síntesis de moléculas orgánicas y con el 
metanol, gracias a su capacidad de remover agua de 
las soluciones en síntesis o en procesos de separa-
ción (Sridhar et al., 2011; Ashurst y Nappe, 2022), 
siendo los tres compuestos, opciones destacables 
para la extracción, sin embargo sus inconvenientes 
a la salud y el ambiente no son comparables con las 
del etanol y agua, usados en este trabajo, debido a 
que son baratos, son eficientes en la extracción de 
compuestos, no representa un daño a las personas o 
al ambiente, además, el etanol puede ser producido 
por fermentación, y es altamente volátil (Baümler 
et al., 2016). Guerrero et al. (2007), también repor-
tan una inhibición de 80.3% a 2,000 ppm, utilizan-
do etanol como disolvente de extracción. Las dife-
rencias de estos resultados con los obtenido en el 
presente estudio, pueden ser explicadas por la me-
todología de obtención de los extractos, cantidad 
de moléculas con actividad fungicida, afinidad de 
los polifenoles con el disolvente empleado, polari-
dad y tipo de disolvente empleado, temperatura en 
el proceso de obtención, y formas de recuperación 
(Gómez-Martínez et al., 2020).

Con todos los grupos polifenólicos de guanába-
na (A. muricata) obtenidos mediante ultrasonido-
microondas se apreció una inhibición (entre 55 y 
61%) del crecimiento micelial de A. alternata en 
comparación al testigo negativo (Figura 3b). A la 
fecha, no se encontraron reportes acerca de las pro-
piedades antifúngicas de polifenoles obtenidos de 
guanábana contra A. alternata. Los valores de 
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was an efficient extraction method to obtain 
compounds with antifungal properties, at least 
against the pathogens Alternaria alternata and 
Fusarium solani. The inhibition percentage of 
these compounds against the mycelial growth of 
both pathogenic fungi exceeded 50% at 8000 ppm, 
compared to the negative control. Sixteen percent 
of the groups of polyphenols evaluated had an 
inhibitory effect greater than or equal to 50% against 
F. solani, while 90.9% of the groups of polyphenols 
had an inhibitory effect greater than or equal to 50% 
against A. alternata (Figure 4). This means that, 
at 8000 ppm, only 3 groups of polyphenols (CD, 
CE and CA) have polyphenolic compounds with 
mycelial inhibition capacity (between 50-90%) 
against F. solani, these being those obtained from 
L. tridentata and F. cernua with m/v ratio of 1:8 
and EtOH-70% as solvent (CD) and 1:12/EtOH-
30% (CE) for the first plant species, and 1:16/

inhibición fúngica in vitro observados en este estu-
dio son prometedores (Vitola y Pérez, 2016).

En términos generales, se puede mencionar que 
la metodología de extracción empleando simultá-
neamente ultrasonido-microondas es eficiente para 
obtener compuestos con propiedades antifúngicas 
al menos para los patógenos Alternaria alternata 
y Fusarium solani, ya que la inhibición del creci-
miento micelial a 8000 ppm superó el 50% en am-
bos fitopatógenos en contraste al testigo negativo, 
en este caso, el 16% de los grupos de polifenoles 
evaluados presentaron una tasa de inhibición supe-
rior o igual a 50% en F. solani, y un 90.9% de los 
grupos de polifenoles presentaron una tasa de inhi-
bición superior o igual a 50% en A. alternata (Fi-
gura 4).  Lo anterior, significa que solo 3 grupos de 
polifenoles (CD, CE y CA) a 8000 ppm tienen com-
puestos polifenólicos con capacidad de inhibición 
micelial (entre 50-90%) en F. solani, siendo estos 

Figure 4. Antifungal activity of various groups of polyphenolic compounds (at 8000 ppm) obtained with different m/v ratios 
and proportions of ethanol against Fusarium solani and Alternaria alternata. Group of polyphenols CA obtained 
with m/v ratio of 1:16 and EtOH-70%; polyphenols CB obtained with m/v ratio of 1:16 and EtOH-0%; CC 
polyphenols obtained with m/v ratio of 1:8 and EtOH-0%; polyphenols CD obtained with m/v ratio of 1:8 and 
EtOH-70%, polyphenols CE obtained with m/v ratio of 1:12 and EtOH-30%.

Figura 4. Actividad antifúngica de diversos grupos de compuestos polifenólicos a 8000 ppm obtenidos con diferentes 
relaciones m/v y porcentaje de etanol contra Fusarium solani y Alternaria alternata. Grupos de polifenoles 
CA obtenido con la relación m/v (1:16) y EtOH-70%, CB obtenido con la relación m/v (1:16) y EtOH-0%, CC 
obtenido con la relación m/v (1:8) y EtOH-0%, CD obtenido con la relación m/v (1:8) y EtOH-70%, CE obtenido 
con la relación m/v (1:12) y EtOH-30%.
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EtOH-70% (CA) for the latter one. In the three 
groups of polyphenols (CA, CD, and CE), ethanol 
was used as solvent at 70, 70 and 30% respectively. 
The differences in fungal inhibition might be 
associated with the amount of plant material used. 
In the case of the Creosote bush, the most efficient 
polyphenolic groups were those where ethanol was 
used at a higher concentration (70%) together with 
the largest amount of plant biomass (125 g L-1). In 
the case of Tarbush, the inhibitory efficiency was 
inversely proportional to the plant biomass used; 
the lower the biomass (62.5 g L-1), the higher the 
inhibitory effect (Figure 2). The mycelial growth 
of A. alternata was inhibited by all the groups of 
polyphenols evaluated, regardless of the m/v ratio 
and the type of solvent (Figure 4).

The different m/v ratios and solvent 
concentrations used in the extraction allowed 
obtaining different amounts of total polyphenols 
(condensed and water-soluble), expressed in mg 
per gram of plant material. Figure 5 shows that 

los obtenidos de L. tridentata y F. cernua con la 
relación m/v y disolvente de 1:8 / EtOH-70% (CD) 
y 1:12 / EtOH-30% (CE) para la primera especie 
vegetal, y 1:16 / EtOH-70% (CA) para la segunda. 
Se puede observar que en los tres grupos de poli-
fenoles (CA, CD, y CE) fue usado el etanol como 
disolvente en 70, 70 y 30 %, respectivamente, sin 
embargo, las diferencias en la inhibición fúngica 
pudieran estar asociadas a la cantidad de material 
vegetal utilizado, ya que en el caso de la goberna-
dora, los grupos polifenolicos más eficientes fueron 
aquellos donde se usó el etanol a mayor concentra-
ción (70%), y la mayor cantidad de biomasa ve-
getal (125 g L-1), y respecto a hojasén, se observó 
que la mayor eficiencia ocurre inversamente a la 
biomasa vegetal utilizada, menor biomasa (62.5 g 
L-1), mayor efecto inhibitorio (Figura 2). Por otro 
lado, también se observa que el crecimiento mice-
lial de A. alternata es inhibido por todos los grupos 
de polifenoles evaluados, sin importar la relación 
m/v y el tipo de disolvente (Figura 4).

Figure 5. Concentration of total polyphenols (condensed and water-soluble) obtained with different m/v ratios and ethanol 
proportions; a) Creosote bush polyphenols, b) Tarbush polyphenols. 

Figura 5. Concentración de polifenoles totales (condensados e hidrosolubles) obtenidos con las diferentes relaciones m/v y 
porcentaje de etanol; a) Polifenoles de gobernadora, b) Polifenoles de hojasén. 
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a m/v ratio of 1:16 and EtOH-70% (CA) made 
it possible to recover the highest proportion of 
both types of polyphenols in both plant species. 
However, the groups of Creosote bush polyphenols 
that had the greatest inhibitory effect against the 
mycelial growth of F. solani were those obtained 
with 1:8/EtOH-70% (CD) and 1:12/EtOH -30% 
(CE). When Tarbush was used, the greatest 
inhibitory effect coincided with one of the groups 
that had the highest amount of polyphenols (CA). 
All the polyphenol groups had a similar inhibitory 
effect against the mycelial growth of A. alternata. 
Therefore, the m/v ratio and the solvent proportion 
did not affect the mycelial inhibition percentage.

The inhibitory activity against mycelial growth 
may be caused by the polyphenolic compounds 
present in each group rather than by the amount 
of hydrolysable or condensed polyphenols. The 
differences in the profile of polyphenolic compounds 
of each group (Tables 2 and 3) are given by the 
m/v ratio, the affinity of polyphenols for the solvent 
used, the polarity and type of solvent used, the 
temperature during the production process, and the 
forms of recovery (Gómez-Martínez et al., 2020). 
A greater number of polyphenolic compounds was 
observed in the group of CD polyphenols than 
in the CE group obtained from Creosote bush. 
Some compounds found in the CD group, such 
as epirosmanol, have been reported to have an 
antimicrobial or antioxidant effect. Epirosmanol 
results from the oxidation of carnosic acid and has 
a high antioxidant capacity. The CD group also has 
molecules with not only highly antioxidant activity 
but also antimicrobial activity such as rosmadiol 
(Quintana et al., 2019; Ávila et al., 2011). The CD 
polyphenol group includes apigenin, a compound 
that has been described as one of the most abundant 
flavonoids. There is a positive relationship between 
the consumption of this flavonoid and a decrease 
in mortality due to stomach cancer. It also has 

Las diferentes relaciones m/v y concentraciones 
de los disolventes empleados en la extracción per-
mitieron obtener cantidad diferentes de polifenoles 
totales (condensados e hidrosolubles) en mg por 
gramo de material vegetal. En la Figura 5 se obser-
va que con la relación m/v 1:16 /EtOH-70% (CA) 
se logró recuperar la mayor proporción de ambos 
tipos de polifenoles, en ambas especies vegetales. 
Sin embargo, los grupos de polifenoles de goberna-
dora que tuvieron el más alto grado de inhibición 
del crecimiento micelial de F. solani fueron aque-
llos obtenidos con las relaciones m/v 1:8/EtOH-
70% (CD) y 1:12/ EtOH-30% (CE). Mientras que 
cuando se usó hojasén, la más alta inhibición co-
incide con uno de los grupos que presento mayor 
cantidad de polifenoles (CA). Por otro lado, todos 
los grupos de polifenoles mostraron similar nivel 
de inhibición en el crecimiento micelial de A. al-
ternata, por lo tanto, no importo la relación m/v y 
disolvente en el grado de inhibición micelial.  

La actividad inhibitoria del crecimiento micelial 
pude estar dada más por los compuestos polifenó-
licos presentes en cada grupo que por las cantida-
des de polifenoles hidrolizables o condensados, la 
diferencia en el perfil de compuestos polifenólicos 
encontrados en cada grupo (Cuadros 2 y 3) están 
dados por la relación m/v, afinidad de los polife-
noles con el disolvente empleado, polaridad y tipo 
de disolvente empleado, temperatura en el proceso 
de obtención, y formas de recuperación (Gómez-
Martínez et al., 2020). En el grupo de polifenoles 
CD obtenido de gobernadora se observaron ma-
yor número de compuestos polifenólicos, que en 
el grupo  CE; algunos compuestos que están en el 
grupo CD se han reportado que tienen efecto an-
timicrobiano o antioxidante como el epirosmanol, 
el cual es el resultado de la oxidación del ácido 
carnósico y que posee una alta capacidad antioxi-
dante, además de la detección de moléculas con 
actividades no solo altamente antioxidantes sino 
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Table 2. Compounds identified in Creosote bush powders according to the mass volume ratio.
Cuadro 2. Compuestos identificados según la relación de masa volumen para polvos de Gobernadora.

Compuestos
T.R 

(min)
Masa 
(m/z) Grupo  CD (70% 1:8) Grupo CE (30% 1:12) Familia

39.23 346.9 5- heptadecil resorcinol Alquilfenoles
34.09 504.8 Peonidin 3-O-(6-acetil-glucòsido) Antocianinas
27.6 288.8 Catequina Catequina
33.42 304.9 Epigalocatequina Catequina
22.61 304.8 Galocatequina Catequina
25.7 304.9 (+) Galocatequina Catequinas
35.08 302.8 Taxifolina o dihidroquercetia Dihidroflavonol
44.21 268.8 Apigenina Flavones
30.45 592.9 Apigenina 6,8- di glucósido Flavones
27.97 592.8 Luteolin 7- rutinoside Flavones
22.64 284.9 Luteolina Flavones
24.2 284.9 Scutellarina Flavones

34.37 608.9 Quercetina 3-O glucósido 
7-O rhamnoside Flavonoles

32.05 608.8 Quercetina 3-O-glucòsido 
7-O-rhamnoside Flavonoles

35.82 770.7 Quercetina 3-O-glucosyl-
ramnosil-galactòsido Flavonoles

32.28 754.9 Quercetina 3-O-ramnosil glucósido Flavonoles

30.17 754.8 Quercetina 3-O-ramnosil-
glucòsido Flavonoles

49.52 300.9 NDGA Lignanos
51.69 301 NDGA Lignanos
28.05 542.8 Ácido 3,4- feruloiquínico Ácido metoxicinámico
48.16 298.9 Hispidulina Methoxiflavones
48.46 298.9 Hispidulina Methoxiflavones
40.95 314.8 Nepetin Methoxiflavones
43.03 314.8 Nepetin Methoxiflavones
29.46 370.8 Sinensetina Methoxiflavones
27.59 328.9 3,7- Dimetil quercetina Methoxiflavones
44.96 328.8 3,7- Dimetil quercetina Methoxiflavones
52.48 283 Metil galadin Methoxiflavones
50.31 282.9 Metil galadin Methoxiflavones
38.28 330.8 Ácido carnósico Diterpeno fenólico
40.39 330.8 Ácido carnósico Diterpeno fenólico
42.39 344.7 Epirosmanol Diterpeno fenólico
41.58 344.8 Rosmadial Diterpeno fenólico

28.74 862.7 Procianidina C1 Trímeros de 
protoantocianidinas

En negritas compuestos similares encontrados en cada grupo obtenido con unas condiciones de extracción diferente.  /   In bold, 
similar compounds found in each group obtained with different extraction conditions.
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antiviral and antibacterial activity (Álvarez and 
Orallo, 2003). Catechins have a high antioxidant 
potential, with the ability to cross-link many 
proteins, which gives them antimicrobial activity, 
possibly by damaging microbial cytoplasmic lipids 
and proteins (Rahardiyan, 2019). The antifungal 
activity of catechin against phytopathogenic fungi 
has been mentioned in other studies (Istúriz et al., 
2019). It has also been reported that procyanidin 
C1 can inhibit microbial growth through the 
inhibition of extracellular enzymes, deprivation of 
essential microbial substrates, disintegration of the 

Table 3. Compounds identified according to the mass-volume ratio for powdered senna.
Cuadro 3. Compuestos identificados según la relación de masa volumen para polvos de hojasén.

Compuestos
T.R 

(min)
MASA 
(m/z) Grupo CA (70% 1:16) Grupo CB (0% 1:16)

FAMILIA

242.8 Dihidroquercetina Dihidroflavonoles
44.19 268.7 Apigenina Flavones
28.19 592.8 Apigenina 6,8 glucósido Flavones
28.06 592.8 Apigenina 6,8 glucósido  Flavones
29.9 562.8 Apigenina glucósido- arabinósido Flavones
29.92 562.8 Apigenina glucósido- arabinòsido Flavones
40.66 676.7 Metoxiflavona Flavones
44.97 298.7 Quercetina Flavonol
34.74 514.7 Ácido 1,3- dicafeoilquínico Ácido hidroxicinámico
35.79 514.7 Àcido 1,3- dicafeoilquìnico Ácido hidroxicinámico
18.51 352.8 Ácido 1-cafeoilquínico Ácido hidroxicinámico
24.16 352.8 Ácido 1-cafeoilquìnico Ácido hidroxicinámico
24.66 352.7 Ácido 3-cafeoilquínico Ácido hidroxicinámico
25 352.8 Ácido 3- cafeoilquìnico Ácido hidroxicinámico
47.11 358.7 Ácido rosmarínico Ácido hidroxicinámico
26.88 310.8 Cafeoil ácido tartárico Ácido hidroxicinámico
26.56 310.8 Cafeoil ácido tartárico Ácido hidroxicinámico
35.74 514.7 Ácido 1,5- dicafeoilquìnico Ácido hidroxicinámico
39.59 312.7 Cirsimaritina Methoxiflavona
45.72 314.7 Nepetin Methoxiflavona
32.01 370.9 Tangeretina Methoxiflavona
31.8 370.9 Tangeretina Methoxiflavona
42.59 344.7 Rosmanol terpenos fenólicos 

En negritas compuestos similares encontrados en cada grupo obtenido con diferentes condiciones de extracción. /  In bold, similar 
compounds found in each group obtained with different extraction conditions. 

que también antimicrobianas como el rosmadiol 
(Quintana et al., 2019; Ávila et al., 2011). También 
en el grupo de polifenoles CD se encontró apige-
nina, un compuesto el cual ha sido descrito como 
uno de los flavonoides más abundantes que poseen 
una relación positiva entre su consumo y la baja 
en la mortalidad debido al cáncer de estómago y 
a que tiene además una actividad antiviral y anti-
bacterial (Álvarez y Orallo, 2003), mientras que, 
catequina  presentan un alto potencial antioxidante 
y tiene capacidad de entrecruzarse con muchas pro-
teínas, lo que le confiere actividad antimicrobiana, 
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bacterial outer membrane and negatively affecting 
microbial metabolism (Dasiman et al., 2022). The 
CA and CB polyphenol groups obtained from 
Tarbush were compared. In addition to containing 
apigenin, the CA group also has rosmarinic acid, 
which can destroy bacterial cells and proteins and 
inhibit the activity of Na+/K+ -ATP-ase in cells 
(Zhang et al., 2021). The CA group of polyphenols 
also contains nepetin, which can decrease the 
virulence of various pathogens by binding to 
caseinolytic protein peptidase P (ClpP) and to Ser-
22 and Gln-47 amino acids of the CLpP protein. 
(Shisong et al., 2022). Another CA compound 
is quercetin, a flavonoid approved by the FDA 
with antimicrobial capabilities. It damages cell 
membranes, modifies membrane permeability, 
inhibits both nucleic acid and protein synthesis, 
reduces the expression of virulence factors, induces 
mitochondrial dysfunction, and prevents biofilm 
formation (Nguyen et al., 2022). The activity of 
quercetin against phytopathogenic fungi such as 
Penicillium expansum has been reported elsewhere 
(Sanzani et al., 2009). The antifungal activity of 
polyphenolic compounds has been of interest due 
to their low toxicity and ephemeral persistence in 
the environment, proving useful applications for 
organic agriculture (López et al., 2019). 

CONCLUSIONS

In the present study, it was possible to extract 
rapidly (20 minutes) polyphenolic compounds 
from Creosote bush, Tarbush and soursop leaves 
by simultaneously using environmentally friendly 
methods (ultrasound-microwave) and solvents 
(water and ethanol). Different polyphenolic 

posiblemente dañando los lípidos y proteínas 
citoplasmáticos microbianos (Rahardiyan, 2019). 
Además, se ha mencionado la actividad antifúngi-
ca de la catequina contra hongos fitopatógenos (Is-
túriz et al., 2019). Por otra parte, se ha reportado 
que procianidina C1 tiene capacidad de inhibir el 
crecimiento microbiano a través de la inhibición 
de enzimas extracelulares, privación de sustratos 
microbianos esenciales, desintegración de la mem-
brana externa bacteriana y afectar negativamente 
el metabolismo microbiano (Dasiman et al., 2022). 
En la comparación de los grupos de polifenoles CA 
y CB obtenidos de hojasén, el grupo CA además 
de contener apigenina también cuenta con ácido 
rosmarínico el cual tiene capacidad de destruir cé-
lulas y proteínas bacterianas e inhibir la actividad 
de la Na+/K+ -ATP-asa en las células (Zhang et al., 
2021). El grupo de polifenoles CA también contie-
ne nepetin, el cual puede disminuir la virulencia de 
diversos patógenos al unirse a la proteína caseino-
lítica peptidasa P (ClpP), mediante la unión de este 
polifenol a los aminoácidos Ser-22 y Gln-47 de la 
proteína CLpP (Shisong et al., 2022) y quercetina, 
el cual es un flavonoide aprobado por la FDA con 
que cuenta con capacidades antimicrobianas al da-
ñar la membrana celular, modificar la permeabili-
dad de la membrana, inhibir tanto síntesis de ácidos 
nucleicos como de proteínas, reducir la expresión 
de factores de virulencia, inducir disfunción mi-
tocondrial y prevenir la formación de biopelículas 
(Nguyen et al., 2022). Se ha reportado la actividad 
de la quercetina contra hongos fitopatógenos como 
Penicillium expansum (Sanzani et al., 2009). La 
actividad antifúngica de compuestos polifenólicos 
ha sido de interés gracias a su baja toxicidad y efí-
mera persistencia en el ambiente, siendo de utilidad 
en la agricultura orgánica (López et al., 2019). 
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compounds were extracted, depending on the 
plant material, the m/v ratio, the solvent and its 
concentration. The group of polyphenols CD 
extracted from Creosote bush showed levels of 
mycelial growth inhibition of F. solani of 90%. 
The mycelial growth of Alternaria alternata was 
inhibited by 50-60% by the groups of polyphenols 
obtained from tarbush and soursop leaves. In the 
group profile of CD polyphenols obtained from 
Creosote bush, various polyphenolic compounds 
reported to have antioxidant and antimicrobial 
activity were found, among which the following 
stand out: epirosmanol, rosmadiol, Apigenin, 
catechin, and procyanidin C1. 
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Abstract. Pepper plants with viral symptoms were 
collected in the Yucatan Peninsula, Mexico (YPM) 
with the objective to characterize the partial identity 
and the genetic and phylogenetic relationship of the 
begomoviruses infecting different pepper species, 
including Capsicum chinense, various C. annuum 
landraces, C. frutescens, C. a. var. aviculare, as well 
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Resumen. Se colectaron plantas de chile con sín-
tomas virales en la Península de Yucatán, México 
(YPM), con el objetivo de caracterizar la identidad 
parcial y las relaciones genéticas y filogenéticas de 
los begomovirus que infectan diferentes especies 
de chile, que incluyen Capsicum chinense, varie-
dades locales de C. annuum, C. frutescens y C. 
annuum var. aviculare, así como algunas especies 
de maleza. Las muestras de hoja fueron colectadas 
durante dos temporadas de infestación severa de 
mosquita blanca. El ADN genómico de las plan-
tas se extrajo y un fragmento de los begomovirus 
se amplificó utilizando cebadores universales. Los 
amplicones fueron secuenciados y utilizados para 
análisis genéticos y filogenéticos. Los resultados 
demostraron que el 90.1% de las plantas colecta-
das (151) estuvieron infectadas por begomovirus. 
Los datos mostraron que el Pepper golden mosaic 
virus (PepGMV) es el virus más frecuente en las 
plantas cultivadas, semicultivadas y silvestres que se 

DOI: https://doi.org/10.18781/R.MEX.FIT.2206-6
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as some weeds. The leaf samples were collected 
during two severe whitefly infestation seasons. 
Total genomic DNA from the sampled plants was 
extracted and a fragment of the begomoviruses 
was amplified using universal primers. Amplicons 
obtained were sequenced and sequences were used 
for genetic and phylogenetic analysis.  Our results 
demonstrate that 90.1 % of the total sampled plants 
(151) were infected with begomoviruses. The data 
identified Pepper golden mosaic virus (PepGMV) 
as the most frequent species found within 
cultivated, semi-cultivated, and wild-analyzed 
samples. In addition, sequence analysis indicates 
the presence of Euphorbia mosaic virus-Yucatán 
Peninsula (EuMV-YP) infecting a Habanero chili 
plant, as well as the predominance of PepGMV 
in different weed plant species. Genetic variation 
based on nucleotide distance analysis from partial 
DNA-A begomovirus sequences indicated that the 
PepGMV isolates were closely related among them 
sharing 95 to 99% nucleotide sequence identity. 
Data showed that begomovirus that infected the 
sampled plants included the partially identified 
species of PepGMV, Pepper huasteco yellow vein 
virus (PHYVV), Tomato severe leaf curl virus 
(ToSLCV), Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) 
and EuMV-YP.

Key words: Capsicum annuum landraces, habanero 
chili, phylogeny, weed plants

Members of the family Geminiviridae have 
circular, single-stranded DNA (ssDNA) genomes 
encapsidated in twinned icosahedral particles; they 
form the second-largest family of plant viruses.  The 
genus Begomoviridae comprises viruses with 
monopartite (one ~2.9-kb DNA) and/or mostly 
bipartite genomes (two ~2.6-kb DNAs, referred as 
DNA-A and DNA-B) (Brown et al., 1995; Fauquet 

analizaron en este trabajo. Además, las secuencias 
analizadas indicaron la presencia del Euphorbia 
mosaic virus-Yucatán Peninsula (EuMV-YP) en 
plantas de chile habanero, así como la predominan-
cia del PepGMV en diferentes especies de maleza. 
La variación genética de las secuencias del frag-
mento del componente A de los begomovirus, mos-
tró que los aislados del PepGMV analizados están 
estrechamente relacionados entre ellos y compar-
ten un 95-99% de identidad. Los datos mostraron 
que los begomovirus que infectan a las plantas co-
lectadas incluyen a las especies parcialmente iden-
tificadas como PepGMV, Pepper huasteco yellow 
vein virus (PHYVV), Tomato severe leaf curl virus 
(ToSLCV), Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) 
and EuMV-YP.

Palabras clave: razas silvestres de Capsicum, chi-
le habanero, filogenia, maleza.

Los miembros de la familia Geminiviridae, que 
tienen genomas circulares de ADN monocatenario 
(ssDNA) encapsidados en partículas icosaédricas 
gemelas, forman la segunda familia más grande de 
virus de plantas. El género Begomovirus compren-
de virus con genomas monopartitas (un componen-
te de ADN de ~2,9 kb) y/o en su mayoría bipartitas 
(dos componentes de ADN de ~2,6 kb, denomina-
dos ADN-A y ADN-B) (Brown et al., 1995; Fau-
quet y Stanley, 2005; Jones, 2003). Los begomo-
virus incluyen más de 440 especies, algunas de las 
cuales pueden infectar plantas dicotiledóneas. Las 
especies de begomovirus son transmitidas por mos-
quitas blancas del complejo de especies crípticas 
Bemisia tabaci (Fiallo-Olive et al., 2021). Se han 
documentado enfermedades devastadoras causadas 
por begomovirus en diferentes cultivos en América 
Central, México, la cuenca del Caribe, el sur de los 
Estados Unidos de América y América del Sur. Las 
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and Stanley, 2005; Jones, 2003). Begomoviruses 
includes more than 440 species, members of 
which infect dicot plants and are transmitted by 
whiteflies of the Bemisia tabaci cryptic species 
complex (Fiallo-Olive et al., 2021). In particular, 
devastating diseases to cultivated plants caused 
by begomoviruses have been documented through 
Central America, Mexico, the Caribbean Basin, 
the Southern United States of America, and South 
America, yield losses range from 50 to 90% of total 
production. (Ala-Poikela et al., 2005; Brown et al., 
2005; Morales et al., 2005; Rausch et al., 2005; 
Torres-Pacheco et al., 1996). Previous reports have 
confirmed the incidence of begomoviruses in a 
range of solanaceous crop plants and native flora 
from various parts of Mexico (Ascencio-Ibañez et 
al., 1999; Garrido-Ramirez and Gilbertson, 1998; 
Gregorio-Jorge et al., 2010; Hernandez-Zepeda 
et al., 2007a; Hernandez-Zepeda et al., 2007b; 
Hernandez-Zepeda et al., 2007c; Torres-Herrera 
et al., 2019; Torres-Pacheco et al., 1996). In 
particular, PepGMV was reported in cultivated and 
wild pepper, in different regions of Mexico, as Baja 
California, Sinaloa, Sonora, the Comarca Lagunera, 
Campeche, Yucatan, San Luis Potosi, Michoacan, 
among others (Hernandez-Espinal et al., 2018; 
Morales-Aguilar et al., 2019; Rodelo-Urrego et al., 
2015; Rodriguez-Negrete et al., 2019). 

Capsicum annuum (family: Solanaceae), a 
high-value crop for its non-pungent (sweet pepper) 
and pungent (chili syn. hot pepper) fruits, is the 
foremost pepper species cultivated worldwide 
(Bosland and Votova, 2000; Park et al., 2021). 
This species, together with other pungent, valuable 
species, originating and domesticated in the 
tropical Americas—such as C. chinense (chili 
Habanero), C. pubescens (chili Manzano), and 
C. frutescens (chili Tabasco or Picopaloma)—
are broadly cultivated and consumed in the diet 
throughout Mexico (Cazares-Sánchez et al., 2005). 

pérdidas oscilan entre el 50 y el 90 % de la pro-
ducción total (Ala-Poikela et al., 2005; Brown et 
al., 2005; Morales et al., 2005; Rausch et al., 2005; 
Torres-Pacheco et al., 1996). Reportes previos han 
confirmado la incidencia de begomovirus en una 
variedad de plantas cultivadas de la familia Sola-
nácea y flora nativa de varias regiones de México 
(Ascencio-Ibañez et al., 1999; Garrido-Ramirez 
y Gilbertson, 1998; Gregorio-Jorge et al., 2010; 
Hernández-Zepeda et al., 2007a; Hernández-Zepe-
da et al., 2007b; Hernández-Zepeda et al., 2007c; 
Torres-Herrera et al., 2019; Torres-Pacheco et al., 
1996). En particular, el PepGMV ha sido reportado 
en chile cultivado y silvestre en diferentes regiones 
de México como Baja California, Sinaloa, Sono-
ra, la Comarca Lagunera, Campeche, Yucatán, San 
Luis Potosí y Michoacán, entre otros lugares (Her-
nandez-Espinal et al., 2018; Morales-Aguilar et 
al., 2019; Rodelo-Urrego et al., 2015; Rodriguez-
Negrete et al., 2019).

Capsicum annuum (familia: Solanaceae), un 
cultivo de alto valor debido a sus frutos no picantes 
(pimiento dulce) y picantes (chile syn. hot pepper), 
es la especie de chile más cultivada en todo el mun-
do (Bosland y Votova, 2000; Park et al., 2021). Esta 
especie, junto con otras especies picantes y valiosas 
que se originaron y domesticaron en América tropi-
cal, como C. chinense (chile habanero), C. pubes-
cens (chile manzano) y C. frutescens (chile tabasco 
o picopaloma), se cultivan y se consumen amplia-
mente en México (Cazares-Sánchez et al., 2005). 
Los problemas persistentes que afectan a estos cul-
tivos incluyen una variedad de virus y sus vectores. 
Gran parte de las pérdidas de rendimiento se atri-
buyen a enfermedades virales causadas por bego-
movirus y al uso de genotipos de chile susceptibles 
(Anaya-Lopez et al., 2003; Torres-Pacheco et al., 
1996). La diversidad del chile es un recurso esen-
cial para la mejora genética y el manejo del cultivo. 
En combinación con la maleza, los chiles actúan 
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Persistent problems affecting these crops include 
a range of viruses and their vectors. Of these, the 
viral disease that accounts for much of the yield 
losses is attributed to begomoviruses and the use 
of susceptible cultivated pepper genotypes (Anaya-
Lopez et al., 2003; Torres-Pacheco et al., 1996). 
Pepper diversity is an essential resource for genetic 
improvement and crop management; in combination 
with natural weeds, they are host reservoirs of 
viruses, which, together with the whitefly-vector, 
might support pathogen-diversifying events that 
should be investigated. In the states of the Yucatan 
Peninsula of Mexico (YPM), variations in C. 
annuum var. annuum landraces (such as those the 
Mayan named Ya´ax iik, X´kat iik, Dulce, and the 
wild grown C. annuum var. aviculare, named Maax 
iik) in response to changing biotic and/or abiotic 
stresses are significant. These landraces, which 
are primarily grown in home gardens, the Milpa 
system (associated with other crops), or harvested 
in situ, are utilized for local consumption and as a 
source for rural family income (Cazares-Sanchez 
et al., 2005). Despite their importance, information 
regarding the distribution and disease incidence 
by different pathogens, such as begomoviruses, is 
limited. In addition, the Habanero chili, an essential 
crop for both local use and export, is cultivated in 
extensive cropping areas; however, increased use 
of agrochemicals has not diminished losses on 
fruit harvest; rather, whitefly infestation and viral 
diseases exceeded 90% during the dry season 
(March to May of each year, farmer, and author 
observations). The severity of these problems has 
impacted Habanero field cultivation; traditional 
field production has moved toward alternative 
cropping systems, such as mulching, tunneling 
and greenhouses. Thus, as a first step towards the 
development of broad control strategies, pathogens 
common to cultivated, wild relatives, and weed 
species, as well as their vectors, must be recognized 

como reservorio hospedero de virus que, junto con 
la mosquita blanca, contribuyen a la diversificación 
de patógenos en un proceso que debe investigarse 
más a fondo. En los estados de la Península de Yu-
catán en México (YPM), variaciones significativas 
en las razas nativas de C. annuum var. annuum (cu-
yos nombes mayas son Ya´ax iik, X´kat iik, Dulce y 
el chile silvestre C. annuum var. aviculare, llamado 
Maax iik), se producen en respuesta a cambios de 
estrés biótico y/o abiótico. Estas variedades loca-
les, que se cultivan principalmente en huertos fa-
miliares con el sistema de Milpas (asociado a otros 
cultivos), o se cosechan in situ, se utilizan para el 
consumo local y como fuente de ingresos de las fa-
milias rurales (Cazares-Sánchez et al., 2005). A pe-
sar de su importancia, existe información limitada 
sobre la distribución e incidencia de diferentes pa-
tógenos como los begomovirus. El chile habanero, 
un cultivo esencial tanto para uso local como para 
exportación, se cultiva en extensos campos agríco-
las. Sin embargo, el mayor uso de agroquímicos no 
ha reducido las pérdidas de la cosecha. Más bien, 
la infestación de la mosquita blanca y las enferme-
dades virales todavía afectan al 90% del cultivo du-
rante la estación seca (marzo a mayo de cada año; 
observaciones de agricultores locales y del autor). 
La severidad de estos problemas ha afectado el cul-
tivo de chile habanero en campo. La producción de 
campo tradicional se ha desplazado hacia sistemas 
de cultivo alternativos como el acolchado, la agri-
cultura en microtúnel y los invernaderos. El primer 
paso hacia el desarrollo de estrategias amplias de 
control es la identificación y caracterización ge-
nética de los patógenos (y sus vectores), que son 
comunes a las especies de chile silvestre y culti-
vado, así como a las especies de maleza que están 
asociadas con ellas. El presente estudio tuvo como 
objetivo caracterizar la identidad parcial y las re-
laciones genéticas y filogenéticas de los begomo-
virus que infectan diferentes chiles, incluyendo C. 
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and genetically characterized. The objective of this 
study was to characterize the partial identity, the 
genetic diversity and the phylogenetic relationship 
of the begomoviruses infecting different peppers, 
including the cultivated C. chinense, various C. a. 
annuum landraces and C. frutescens and the wild 
grown C. annuum var. aviculare (Maax iik), as 
well as some uncultivated plants grown as weeds 
from different locations in the state of Yucatan and 
Campeche. Genetic and phylogenetic analyses 
based on nucleotide sequences of the core Coat 
Protein gene (Cp) region (CPR) were used to 
explore begomovirus genetic diversity and resolve 
the possible relationship with other known bipartite 
begomovirus. 

MATERIALS AND METHODS

Plant material and source of viruses

A total of 151 symptomatic plant samples were 
collected, including cultivated Capsicum chinense 
Habanero-type (45) and Scotch Bonet-type (12), C. 
annuum var. annuum landraces regionally identify 
as Dulce (18), X´kat iik (12), and Ya´ax iik (8) plants 
of C. annumm. var. aviculare locally called Maax 
iik (43), and C. frutescens (8) Tabasco-type plants 
that grow wild or in-home gardens. Additionally, 
we collected representative weeds from different 
families: Callicarpa spp., (Verbenaceae) (1), Croton 
malvaviscifolius (Euphorbiaceae) (1), Dicliptera 
sexangularis (Acanthaceae) (1), Herissantia 
crispa (Malvaceae) (1), and Nicotiana tabacum 
(Solanaceae) (1). Plant material was collected in 
locations within the states of Yucatan (YS) and 
Campeche (CS) in the YPM (Table 1, Figure 1). 
The weed leaf samples were gathered from wild 
grown plants in non-cropping sites and from 
pepper cultivated areas during a severe whitefly 

chinense cultivado, varias variedades locales de 
C. a. annuum y C. frutescens y la especie silves-
tre C. annuum var. aviculare (Maax iik), así como 
algunas plantas silvestres que crecen como maleza 
en diferentes localidades del estado de Yucatán y 
Campeche. Se utilizaron análisis genéticos y filo-
genéticos basados   en secuencias de nucleótidos de 
la región central del gen de la proteína de la capside 
(Cp) (CPR) para explorar la diversidad genética de 
los begomovirus y determinar la posible relación 
con otros begomovirus bipartitas conocidos. 

MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetal y fuentes de virus 

Se utilizaron un total de 151 muestras de plan-
tas de chile con síntomas, incluidas las cultivadas 
de tipo habanero Capsicum chinense (45) y tipo 
Scotch Bonet (12); las variedades locales de C. 
annuum var. annuum identificadas regionalmente 
como Dulce (18); X´kat iik (12) y Ya´ax iik (8); 
plantas de C. annumm. var. aviculare conocida lo-
calmente como Maax iik (43) y plantas de C. fru-
tescens (ocho) tipo Tabasco, que crecen silvestres o 
en huertos familiares. Adicionalmente, se recolectó 
maleza representativa de diferentes familias: Calli-
carpa spp., (Verbenaceae) (uno), Croton malvavis-
cifolius (Euphorbiaceae) (uno), Dicliptera sexan-
gularis (Acanthaceae) (uno), Herissantia crispa 
(Malvaceae) (uno) y Nicotiana tabacum (Solana-
ceae) (uno). El material vegetal recolectó en dife-
rentes localidades de los estados de Yucatán (YS) 
y Campeche (CS), ambos ubicados en la YPM 
(Cuadro 1, Figura 1). Se recolectaron muestras de 
hojas de maleza en sitios no agrícolas y en áreas de 
cultivo de chile, durante dos temporadas de infesta-
ción severa de mosquita blanca (de febrero a mayo 
y de julio a principios de octubre de 2017). Las 
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Table 1. Locations where the biological material was collected within the Yucatan (YS), and Campeche 
(CS) states in Mexico.

Cuadro 1. Ubicaciones donde se recolectó el material biológico en los estados de Yucatán (YS) y Campeche 
(CS), México.

State Region/ zone District

Yucatan

Metropolitan influence zone Conkal (10)z, Cholul (8),  Chicxulub Pueblo (8), Dzitya (5), 
Hunucma (6), Hunxectaman (6), Merida (6), Uman (8)

North-central coastal Dzidzantun (6)
East coastal zone Espita (10)
Western coastal zone Halacho (6)
South central zone Cuzama (8)
Southern zone Catmis (6), Peto (10), Polinkin (6), Tixmehuac (6), Tekax (10)
Southwestern zone Timucuy (8), Subincancab (8)

Campeche Region of Yaxchii Hopelchen (10)

zNumbers between parentheses represent the number of plants collected by locality.  /  zLos números entre 
paréntesis representan el número de plantas recolectadas por localidad.

 
Figure 1. Map indicating the locations in the YPM, where symptomatic plants were collected for this study.  Symbols 

represent the locations were the symptomatic plants were collected.
Figura 1. Mapa que indica las ubicaciones de la YPM en donde se recolectaron plantas sintomáticas para este estudio. Los 

símbolos representan los lugares donde se recolectaron las plantas sintomáticas.
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infestation seasons (February-May and July to the 
beginning of October of 2017). The samples were 
stored -20 ºC in the molecular virology laboratory 
of CICY, to serve as a source of viral DNA. Total 
genomic DNA from the leaves of pepper and weed 
plants was extracted according to the methods of 
Dellaporta et al. (1983) and Echevarria-Machado et 
al. (2005), respectively. Leaf samples were cleaned 
with sterile water before the DNA extraction in 
order to eliminate the possible contamination of 
whiteflies. 

Polymerase chain reaction (PCR) amplification, 
cloning, sequencing, and sequence analysis

The primer pair prAV324/AC889 was used for 
PCR amplification of the begomoviruses diagnostic 
~576 bp core coat protein (core Cp) gene fragment 
(Brown et al., 2005), following the protocol 
recommended by the authors. Positive virus-
specific PCR products of ~576 bp were purified 
with a QIAEX II kit (QIAGEN) and cloned into 
pGEM T-Easy vector (Promega, Madison, WI, 
USA) following the manufacturer’s instructions. 
The nucleotide sequences were determined with an 
ABI 377 sequencer (Davis Sequencing Co., CA, 
USA). Most clones were sequenced in forward 
and reverse directions. To enhance the possibility 
of detecting multiple begomoviral genotypes due 
to mixed infections in field samples, three to five 
PCR products were cloned and their nucleotide 
sequences analyzed. The nucleotide sequences 
(120) from randomly selected cloned samples 
(52) were edited manually to remove degeneracy 
imposed by the primers (EditSeq, DNASTAR 
version 5.08, Madison, WI, USA), resulting 
in a 533 nt sequence of the core Cp, and partial 
identification of Begomovirus species was done by 
comparing with sequences available in the NCBI-
GenBank database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
by BLASTn (Altschul et al., 1997). 

muestras se almacenaron a -20 ºC en el laboratorio 
de virología molecular del CICY para utilizarlas 
como fuente del ADN viral. El ADN genómico to-
tal de las hojas de plantas de chile y de maleza se 
extrajo de acuerdo con los métodos de Dellaporta 
et al. (1983) y Echevarría-Machado et al. (2005), 
respectivamente. Las muestras de hojas se limpia-
ron con agua destilada estéril antes de la extracción 
de ADN para eliminar una posible contaminación 
por mosquita blanca. 

Amplificación, clonación, secuenciación y análi-
sis de secuencias mediante la reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR) 

Se utilizó el par de cebadores prAV324/AC889 
para la amplificación por PCR del fragmento gé-
nico de la región central del gen de la proteína de 
la capside viral (core Cp) de ~576 pb para el diag-
nóstico de los begomovirus (Brown et al., 2005), 
siguiendo el protocolo recomendado por los auto-
res. Los productos de PCR específicos de begomo-
virus de ~576 pb se purificaron con un kit QIAEX 
II (QIAGEN) y se clonaron en el vector pGEM T-
Easy (Promega, Madison, WI, EE. UU.) siguiendo 
las instrucciones del fabricante. Las secuencias de 
nucleótidos se determinaron con un secuenciador 
ABI 377 (Davis Sequencing Co., CA, EE. UU.). 
La mayoría de las clonas se secuenciaron en direc-
ción directa e inversa. Para aumentar la probabili-
dad de detectar múltiples especies de begomovirus 
en muestras de campo con infecciones mixtas, se 
clonaron de tres a cinco productos de PCR y se ana-
lizaron sus secuencias de nucleótidos. Las secuen-
cias de nucleótidos (120) de muestras clonadas 
seleccionadas al azar (52) se editaron manualmen-
te para reducir la degeneración en los cebadores 
(EditSeq, DNASTAR versión 5.08, Madison, WI, 
EE. UU.), lo que resultó en una secuencia de 533 
nt del core Cp. La identificación parcial de especies 
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Sequence data analysis

For genetic and phylogenetic analysis, data 
of 25 selected core Cp partial begomoviruses 
sequences identified in the present study were 
used, 23 of which were isolated from species and 
landraces of Capsicum and two from different 
weed species. In addition, 36 reference standard 
sequences were obtained by cropping the core 
Cp of the full-length begomoviral genome from 
the GenBank database (Table 2), and included 
in the phylogenetic analysis. Multiple sequence 
alignment of the taxa was prepared with the 
CLUSTAL W in MegAlign (DNASTAR version 
5.08, Madison, WI). Genetic distance matrix, 
diversity and pattern of nucleotide substitutions 

de los Begomovirus se realizó mediante la compa-
ración con secuencias disponibles en la base de da-
tos NCBI-GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
por BLASTn (Altschul et al., 1997). 

Análisis de datos de las secuencias

Los análisis genéticos y filogenéticos se realiza-
ron sobre los datos de 25 secuencias parciales del 
core Cp de begomovirus identificadas en el presen-
te estudio, 23 de las cuales se aislaron de especies y 
variedades locales de Capsicum y de dos diferentes 
especies de maleza. Además, se obtuvieron 36 se-
cuencias de referencia estándar, editando el core Cp 
del genoma begomoviral completo de secuencias 
obtenidas de la base de datos GenBank (Tabla 2). 

Table 2. Geminivirus used in the nucleotide alignment and phylogenetic analyses and the respective virus acronym 
and GenBank accession number.

Cuadro 2. Geminivirus utilizado en el alineamiento de nucleótidos y análisis filogenéticos, con el respectivo acrónimo 
del virus y número accesión de GenBank.

Geminivirus Acronym GB Acc No

African cassava mosaic virus-[Nigeria] ACMV-[NG] X17095
Abutilon mosaic virus AbMV X15983
Bean calico mosaic virus BCaMV AF11018
Bean golden mosaic virus-[Brazil] BGMV-[BR] M88686
Bean golden yellow mosaic virus-[Mexico] BGYMV-[MX] AF17355
Bean golden yellow mosaic virus-[Guatemala] BGYMV-[GT] M91604
Cabbage leaf curl virus CaLCuV U65529
Chino del tomate virus CdTV AF22666
Corchorus yellow vein virus CYVV-[Hoa] AY72790
Cotton leaf curl Gezira virus CLCuGV AY03600
Cucurbit leaf crumple virus-[Arizona] CuLCrV-[Ari] AF25620
Euphorbia  mosaic virus-[Yucatan Peninsula] EuMV-[YP] DQ31893
Euphorbia  mosaic virusz H6-EuM-YP (C.chinense cv. Habanero)z EU15585
Maize streak virus MSV-CP NC00134
Melon chlorotic leaf curl virus-[Guatemala] MCLCuV-[GT] AF32549
Pepper golden mosaic virus-[Chiapas] PepGMV-[Chi] AF07702
Pepper golden mosaic virus-[Costa Rica] PepGMV-[CR] AF14922
Pepper golden mosaic virus-[Distorter] PepGMV-[D] AY92851
Pepper golden mosaic virus-[Mo] PepGMV-[Mo] AY92851
Pepper golden mosaic virus-[Serrano] PepGMV-[Ser] AY92851
Pepper golden mosaic virus-[Tamaulipas] PepGMV-[Tam] U57457
Pepper golden mosaic virus-[Nicaragua] PepGMV-[Ni] AJ842140
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(total, synonymous and non-synonymous) analyses 
were complete with 23 PepGMV CP selected 
nucleotide sequences (Table 2). Selected PepGMV 
sequences included three samples of each Capsicum 
species and one sequence of each weed plant; the 
CP genomic region (CPR) comprised position 147-

Estas secuencias se incluyeron en el análisis filoge-
nético. La alineación de secuencias múltiples de los 
taxones se realizó con CLUSTALW en MegAlign 
(DNASTAR versión 5.08, Madison, WI). El análi-
sis de la matriz de distancia genética, la diversidad 
y el patrón de sustituciones de nucleótidos (total, 

Pepper golden mosaic virusz

1-3-PepGMV (D. sexangularis)z

3-PepGMV (C. annuum cv Sweet pepper)z

43-PepGMV (C. annuum)z

45-PepGMV C.annuum cv Cubano)z

120-PepGMV (C. chinense cv Habaneroz

122-PepGMV (C. chinense cv Habaneroz

138-PepGMV(C. annuum cv Sweet pepper) z

144-PepGMV (C. annuum cv Xkaticz

151-PepGMV (C. annuum cv Sweet pepper)z

164-PepGMV (C. annuum cv Xkaticz

240-2-PepGMV (C. annuum cv Maax) z

250-2-PepGMV (H. crispa) z

R3-PepGMV (C. annuum) z

R6-PepGMV (C. frutescens) z

R10-PepGMV (C. chinense cv Habaneroz

R13-PepGMV C. chinense cv Scotch bonnetz

R15-PepGMV (C. annuum cv Maax) z

R16-PepGMV (C. chinense cv Habaneroz

EU155830
EU155831
EU155834
EU155835
EU155836
EU155838
EU155839
EU155841
EU155843
EU155844
EU155846
EU155847
EU155853
EU155854
EU155855
EU155856
EU155858
EU155859

R12-PepGMV (C. annuum cv Maax)z

Pepper huasteco yellow vein virus PHYVV X70418

Pepper huasteco yellow vein virusz
40-PHYVV (C. annuum)z 
120- PHYVV (C. chinense cv Habanero)z

183- PHYVV (C. chinense cv Habanero)z

EU155833 
EU155837
EU155845

Rhynchosia golden mosaic virus RhGMV AF239671
Rhynchosia golden mosaic virus-[Chiapas] RhGMV-[Chi] AF408199
Sida golden mosaic Costa Rica virus SiGMCRV X99550
Sida golden mosaic virus-[Florida] SiGMV-[Flo] AF049336
Sida golden mosaic Honduras virus SiGMHV Y11097
Squash leaf curl virus SLCV M38183
Tomato golden mosaic virus-Yellow vein TGMV-YV K02029
Tomato mild yellow leaf curl Aragua virus TMYLCAV AY927277
Tomato mottle virus-[Florida] ToMoV-[Flo] L14460
Tomato severe leaf curl virus-[Guatemala] ToSLCV-[GT] AF130415
Tomato severe leaf curl virusz 144- Tomato severe leaf curl virus Guz EU155842
Tomato yellow leaf curl virus-Mild TYLCV-Mld X76319
Tomato yellow leaf curl virus-[Dominican Republic] TYLCV-[DR] AF024715
Tomato yellow leaf curl virusz 138-TYLCV DR (C. annuum cv Sweet pepper)z EU155840

zBegomovirus clones isolated from plants collected in the states of Campeche and Yucatan.  /  zClonas de begomovirus 
aislados de plantas recolectadas en los estados de Campeche y Yucatán.

Table 2. Continue.
Cuadro 2. Continúa.

Geminivirus Acronym GB Acc No
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679 according to GenBank sequence AF077025. 
Molecular evolutionary testing was conducted 
using the Kimura 2-parameter and Kumar methods, 
Bootstrap analysis with 1000 replicates, with 
MEGA version 11 (Tamura et al., 2021). Codon-
based Z-test analysis averaging over all sequence 
pairs was performed to test for the selective force 
operating on CP sequences, using the Kumar 
method in MEGA 11. All positions containing 
gaps and missing data were eliminated (complete 
deletion option). There were a total of 177 positions 
in the final dataset. To reconstruct a phylogenetic 
tree, multiple aligned sequences were analysed by 
multiple parsimony using MEGA 11 with 1000 
iterations per search. The strict consensus tree was 
constructed using the standard settings of MEGA 
11, and statistical support for each major clade was 
calculated using Bootstrap with 1000 iterations per 
search. The tree was rooted using the CP sequence 
edited from the core CP sequence of the Maize 
streak virus (MSV-CP) of the genus Mastrevirus, 
family Geminiviridae (Table 2).

RESULTS 

Search for viral symptoms in cultivated and 
field plants

In a disease survey during high whitefly 
infestation seasons at locations of the YS and CS 
(Figure 1), virus-like symptoms were collected on 
diverse cultivated and non-cultivated pepper and 
weed plants. All of sampled cultivated pepper plants, 
namely C. chinense, C. a. var. annuum, landrace 
Dulce, X´kat iik and Ya´ax iik, C. frutescens, and 
wild grown C. a. var. aviculare Maax iik, showed 
symptoms of golden mosaics, distorted leaves and 
stunting growth. Symptoms, clearly distinguished 
in C. frutescens, were often moderately perceived 

sinónima y no sinónima) se realizó con 23 secuen-
cias de nucleótidos del core Cp del PepGMV (Cua-
dro 2). Las secuencias del PepGMV seleccionadas 
incluyeron tres muestras de cada especie de Capsi-
cum y una secuencia de cada maleza. La región ge-
nómica del core Cp (CPR) corresponde a la región 
del gen en las posiciones 147-679, de acuerdo a la 
secuencia del GenBank AF077025. Las pruebas 
evolutivas moleculares se realizaron utilizando los 
métodos de 2 parámetros de Kimura y Kumar. El 
análisis Bootstrap con 1000 repeticiones se realizó 
utilizando el software MEGA versión 11 (Tamura 
et al., 2021). Se realizó una prueba Z basada en 
codones, promediando secuencias generales, para 
probar la fuerza selectiva que opera en secuencias 
del core Cp, utilizando el método Kumar en MEGA 
11. Se eliminaron todas las posiciones que conte-
nían espacios y datos faltantes (opción de elimina-
ción completa). Hubo un total de 177 posiciones en 
el conjunto de datos final. Para reconstruir el árbol 
filogenético, se analizaron múltiples secuencias 
alineadas por parsimonia múltiple usando MEGA 
11, con 1000 iteraciones por réplica. El árbol de 
consenso estricto se construyó usando la configura-
ción estándar de MEGA 11. El soporte estadístico 
para cada clado principal se calculó usando Boots-
trap con 1000 iteraciones por réplica. El árbol se 
enraizó usando la secuencia del core Cp editada del 
virus del rayado del maíz (MSV-CP) del género 
Mastrevirus, familia Geminiviridae (Tabla 2). 

RESULTADOS 

Búsqueda de síntomas virales en plantas culti-
vadas y de campo.

En un estudio de la enfermedad durante tem-
poradas de alta infestación de mosquita blanca, en 
localidades de YS y CS (Figura 1), se encontraron 
plantas de chile de diferentes especies y maleza con 



387

Fully Bilingual
Mexican Journal of PHYTOPATHOLOGY

Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA

Online publication, September 2022

in one or two branches of Maax iik, rarely affecting 
the whole plant (Figure 2A). On the other hand, 
landrace X´kat iik (Figure 2B), Chile Dulce (Figure 
2C and D) and Habanero chili (Figure 2E and F) 
plants showed noticeable foliar symptoms of varied 
severity, including yellowing with downward curly 
leaves, golden mosaics, and stunting growth. 
Comparable symptoms were recorded for weed 

síntomas similares a los causados por virus. Todas 
las plantas de chile cultivadas colectadas, como C. 
chinense, C. a. var annuum, variedad local Dulce, 
X´kat iik y Ya´ax iik, C. frutescens y la especie 
silvestre C. annuum var. aviculare Maax iik, mos-
traron síntomas como mosaicos dorados, deforma-
ción en las hojas y retraso en el crecimiento. En C. 
frutescens los síntomas se observaban claramente, 

 
Figure 2. Symptoms observed in wild-grown (A) and cultivated (B, C, D, E and F) plants sampled at Catmis (A), Muna (B), 

Merida (C), Cuzama (D), and Tekax (E and F) infected with Begomovirus (PCR+). (A) Capsicum annuum var. 
aviculare (Maax iik) plant showing branches with golden mosaic and distorted leaves, and stunting growth; (B) 
C. annuum var. annuum (X´kat iik) with severe golden mosaic, and distorted leaves; (C and D) C. annuum var. 
annuum (Chile Dulce) with severe golden mosaics, distorted leaves, and stunting growth; (E and F) C. chinense 
(Habanero type) with golden mosaics, and with downward curly leaves and severe stunting growth.

Figura 2. Síntomas observados en plantas silvestres (A) y cultivadas (B, C, D, E y F) muestreadas en Catmis (A), Muna 
(B), Mérida (C), Cuzama (D) y Tekax (E y F) infectadas con Begomovirus (PCR+). (A) Capsicum annuum var. 
aviculare (Maax iik) que muestra ramas con mosaicos dorados, hojas distorsionadas y crecimiento atrofiado; (B) 
C. annuum var. annuum (X´kat iik) con mosaico dorado severo y hojas distorsionadas; (C y D) C. annuum var. 
annuum (Chile Dulce) con mosaicos dorados severos, hojas distorsionadas y crecimiento atrofiado; (E y F) C. 
chinense (tipo Habanero) con mosaicos dorados, hojas rizadas hacia abajo y crecimiento gravemente atrofiado.
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species (images not shown). Nevertheless, in the 
majority of cases, chili plants showing small curled 
leaves were stunted and bushy in appearance 
because of reduced length internodes (Figure 2D). 

Begomoviruses preliminary identification 

Of the total collected plant samples (151), 
including 146 peppers and 5 weeds, 90.1% 
were PCR positive using the core CP primer 
(Table 3). That is, 89.7% of the peppers (131), 
including plant samples of all the pepper species 
and all the weed (5) plant samples were positive 
to begomoviruses. Sequencing of amplicons, on 
average two to three per sample of plants (52), 
uncovered the likely incidence of single and 
mixed begomovirus infections. Of these, virus 
species determined in 120 sequenced clones were 

mientras que en el chile Maax iik, a menudo apare-
cían moderadamente presentes en una o dos ramas 
y rara vez afectaban a toda la planta (Figura 2A). 
Las variedades locales X´kat iik (Figura 2B), Chile 
Dulce (Figura 2C y D) y Chile Habanero (Figura 
2E y F) mostraron síntomas foliares notables de di-
versa gravedad, que incluyen amarillamiento, hojas 
rizadas hacia abajo, mosaicos dorados y retraso en 
el crecimiento. Se observaron síntomas compa-
rables en especies de maleza (imágenes no mos-
tradas). En la mayoría de los casos, las plantas de 
chile mostraron hojas pequeñas y rizadas y tenían 
un aspecto atrofiado y tupido, debido a la longitud 
reducida de los entrenudos (Figura 2D). 

Identificación preliminar de Begomovirus

Del total de muestras de plantas colectadas 
(151), incluyendo 146 chiles y cinco plantas de 

Table 3. Provisional sequence identification of Begomovirus (identity >89% nt) found in samples of cultivated*, 
semi-cultivated☼, wild † grown pepper plants and weed (w) plants collected in the state of Yucatan. 
Viruses revealed by PCR with universal primers for the core Cp. Number of +PCR positives clones over 
total sampled plants per species and/or landrace type. In parenthesis number of positive sequenced 
clones, underlined are the possible mixed virus infections found.

Cuadro 3. Identificación provisional de Begomovirus  (identidad >89% nt) basado en secuencias parciales, 
encontrada en muestras de plantas de chile cultivadas*, semicultivadas☼, silvestres† y plantas de maleza 
(w) recolectadas en el estado de Yucatán y Campeche. Virus amplificados por PCR con cebadores 
universales para core Cp. Número de clonas positivas +PCR sobre el total de plantas muestreadas 
por especie y/o tipo de raza local. Entre paréntesis, el número de clonas secuenciadas positivas. Las 
posibles infecciones virales mixtas aparecen subrayadas.

Host species No. +PCR / total samples  Virus species identity >89% nt 
(No. of sequenced clones to core Cp)

Capsicum chinense   (habanero)z 53/57 (35) PepGMV, (6) PHYVV, (2) ToSLCV, (4) EuMV-
YP, 1PepGMV:1PHYVV

C. annuum var. Annuum (dulce)* 16/18 (12) PepGMV, (3) ToSLCV,
 1PepGMV:1TYLCV.

C. a. var. Annuum (X´kat iik)* 11/12 (9) PepGMV, 1PepGMV:1ToSLCV.
C. a. var. Annuum (Ya´ax iik ) ☼ 8/8 (7) PepGMV
C. frutescens (Pico de paloma) ☼ 6/8 (5) PepGMV  
C. a. var. aviculare (Maax iik)† 37/43 (18) PepGMV
Callicarpa spp (w) 1/1 (3) PepGMV
Croton malvaviscifolius (w) 1/1 (3) PepGMV
Nicotiana tabacum (w) 1/1 (3) PepGMV
Dicliptera sexangularis(w) 1/1 (2 ) PepGMV
Herissantia crispa (w) 1/1 (2) PepGMV
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provisionally identified based on the comparison of 
nucleotide identity (>89% nt) with viral core CP 
sequences of well-studied begomoviruses (Table 
3). Single infections with Pepper golden mosaic 
virus PepGMV predominated, representing 82.5% 
of the sequenced clones (99) detected in materials 
of the different Capsicum species and in the weed 
species Callicarpa spp., C. malvaviscifolius, D. 
sexangularis, H. crispa, and N. tabacum (Table 
3). This was followed by Pepper huasteco yellow 
vein virus PHYVV (5 %) found in two C. chinense 
plants, one clone isolated from Habanero and the 
other from Scotch Bonnet type, plus the Tomato 
severe leaf curl virus ToSLCV (4.2%) found in 
the Habanero and Dulce plants. Interestingly, four 
sequenced clones (3.3%) from a single Habanero 
chili plant (sample H6 EuMV-YP[C. chinense H]) 
displayed high identity (98-99%) to the Euphorbia 
mosaic virus-[Yucatan Peninsula] EuMV-YP 
isolate described from Euphorbia heterophylla 
(Hernandez-Zepeda et al., 2007b). Possible mixed 
infections were confirmed by bi-directionally 
searching of three to five clones of each partial 
begomoviral species isolated from each plant. 
These included a mixture of PepGMV-PHYVV in 
the Habanero chili (sample 120, C. chinense H), 
the PepGMV-TYLCV in the Dulce pepper (sample 
138, C. annuum D) and the PepGMV-ToSLCV in a 
X´kat iik plant (sample 144, C. annuum, Table 3).

Genetic variation of PepGMV isolates based on 
nucleotide distance analysis from partial DNA-A 
begomovirus sequences

Genetic distance analysis based on pairwise 
analysis of 23 chosen core CP nucleotide sequences 
(Table 4) indicated that PepGMV isolates were 
closely related strains sharing from 95 to 99% 
nucleotide sequence identity; percentage nt identity 
was calculated as [1-genetic distance] x100 

maleza, el 90.1% fueron PCR positivas con los 
cebadores que amplifican el core Cp (Cuadro 3). 
Es decir, el 89.7% de los chiles (131), incluyen-
do las muestras de plantas de todas las especies 
de chile y todas las muestras de maleza (5), fue-
ron positivas para begomovirus. La secuenciación 
de los amplicones, en promedio de dos a tres por 
muestra de planta (52), reveló la probable inciden-
cia de infecciones simples y mixtas de begomovi-
rus. Las especies de virus detectadas en 120 clonas 
secuenciadas se identificaron provisionalmente en 
base a comparaciones de identidad de nucleótidos 
(> 89% nt) con secuencias del core Cp viral de be-
gomovirus reportados previamente (Cuadro 3). Las 
infecciones simples con el virus del mosaico do-
rado del chile (PepGMV) fueron las más frecuen-
tes, representando el 82.5% de las cloneas secuen-
ciadas (99), detectados en hojas de las diferentes 
especies de Capsicum y en las especies de maleza 
Callicarpa spp., C. malvaviscifolius, D. sexangula-
ris, H. crispa y N. tabacum (Cuadro 3). Le siguió 
el virus de la vena amarilla del pimiento huasteco 
(PHYVV) (5%), que se encontró en dos plantas 
de C. chinense, una clona aislada de Habanero y 
el otro de tipo Scotch Bonnet. Además, se encon-
tró el virus del enrollamiento severo de la hoja del 
tomate (ToSLCV) (4.2%) en plantas de Habanero 
y Dulce. Curiosamente, cuatro clonas secuenciadas 
(3.3%) de una sola planta de chile habanero (mues-
tra H6 EuMV-YP[C. chinense H]) mostraron una 
alta identidad (98-99%) con el virus del mosaico 
de Euphorbia-[Península de Yucatán] EuMV-YP 
aislado en Euphorbia heterophylla (Hernandez-
Zepeda et al., 2007b). Las posibles infecciones 
mixtas se confirmaron realizando una búsqueda 
bidireccional de la secuencia parcial de tres a cin-
co clonas de cada especie begomoviral aislada en 
cada planta. Estas incluyeron una mezcla del Pe-
pGMV-PHYVV en chile Habanero (muestra 120, 
C. chinense H), PepGMV-TYLCV en chile Dulce 
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(Brown et al., 2005). The average nt distance of 
CPR estimated for the number of base substitutions 
per site over all 23 sequence pairs was equal to 
0.027 (±0.004 SE), with a calculated transitional 
to transversional distance per site ratio (R) equal 
to 0.641(± 0.21 SE). In general, the estimated 
average codon-based divergence of all sequence 
pairs showed a low value of nonsynonymous (dN) 
substitutions to synonymous (dS) substitutions, dN 
= 0.003 < dS = 0.130, and a low dN / dS ratio of 
0.023 (Table 4), respectively. 

Phylogenetic analysis based on partial DNA-A 
begomovirus sequences

The phylogenetic analysis examined the 
probable relationship between begomovirus-
infected pepper and those of weed species collected 
in the YS and CS relative to their corresponding 
sequences from a database (Gen-Bank). The 
analysis incorporated the nt sequences of the 
Coat protein gene (CP) core region from 61 taxa. 
The matrix was constructed with 23 nt sequences 
isolated from Capsicum spp., two from plants 
grown as weeds (Table 3), and 36 from Gen-Bank 
sequences (Table 2). The evolutionary history was 
inferred using the Maximum Parsimony method. 
The most parsimonious tree with length =3191 was 
show (Figure 3). The consistency index is 0.376378 
(0.309704), the retention index is 0.634911 
(0.634911) and the composite index is 0.238966 
(0.196634) for all sites and parsimony-informative 
sites (in parentheses). The percentage of replicate 
trees in which the associated taxa clustered 
together in the bootstrap test (1000 replicates) 
were show next to the branches. The MP tree was 
obtained using the Subtree-Pruning-Regrafting 
(SPR) algorithm with search level 1 in which the 
initial trees were obtained by the random addition 
of sequences (10 replicates). There were a total 

(muestra 138, C. annuum D) y PepGMV-ToSLCV 
en una planta X´kat iik (muestra 144, C. annuum, 
Cuadro 3). 

Variación genética de aislados del PepGMV 
basada en análisis de distancia de nucleótidos 
a partir de secuencias parciales del ADN-A de 
begomovirus 

El análisis de distancia genética basado en el 
análisis por parejas de 23 secuencias de nucleótidos 
del core Cp seleccionadas (Cuadro 4), indicó que 
los aislados del PepGMV son cepas estrechamen-
te relacionadas, que compartían entre 95 y 99% de 
identidad de secuencia de nucleótidos. El porcenta-
je de identidad de nt se calculó como [1-distancia 
genética] x100 (Brown et al., 2005). La distancia 
promedio de nt del CPR estimada para el número 
de sustituciones de bases por sitio en los 23 pares 
de secuencias fue igual a 0.027 (± 0.004 SE), con 
una distancia de transición a transversión calculada 
por proporción de sitio (R) igual a 0.641 (± 0.21 
SE). En general, la divergencia promedio estimada 
basada en codones de todos los pares de secuencias 
mostró un valor bajo de sustituciones no sinónimas 
(dN) a sustituciones sinónimas (dS) (dN = 0.003 < 
dS = 0.130) y una proporción dN/dS baja de 0.023 
(Cuadro 4). 

Análisis filogenético basado en secuencias par-
ciales del ADN-A de begomovirus 

El análisis filogenético analizó la relación pro-
bable entre los begomovirus encontrados que in-
fectan chiles y aquellos que infectan especies de 
maleza colectadas en YS y CS, según sus secuen-
cias correspondientes en el GenBank. El análisis 
incorporó las secuencias de nt de la región central 
del gen de la proteína de la capside (core Cp) de 
61 taxones. La matriz se construyó con secuencias 
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Figure 3. Cp sequence-inferred phylogenetic relationships of begomoviruses identified in field-grown and cultivated pepper 
plants from Yucatan and Campeche, Mexico; the analysis also includes the Cp sequence of selected, well-studied 
begomoviruses which are available in GenBank. Presented is the single most parsimonious tree; numbers placed 
at nodes represent Bootstrap values over than 50%, lower values are not shown (1000 iterations).

Figura 3. Relaciones filogenéticas inferidas por la secuencia parcial del core Cp de begomovirus identificados en plantas 
de chile cultivadas y silvestres provenientes de Yucatán y Campeche, México. El análisis también incluye la 
secuencia del core Cp de begomovirus seleccionados y bien estudiados que están disponibles en el GenBank. La 
figura muestra el árbol más parsimonioso. Los números colocados en los nodos representan valores de Bootstrap 
superiores al 50%. Los valores más bajos no se muestran (1000 iteraciones).
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of 566 positions in the final dataset. Evolutionary 
analyses were conducted in MEGA11. The cluster 
of Eastern Hemisphere begomoviruses with a 99% 
Bootstrap supported value includes the Tomato 
yellow leaf curl virus, of which clone 138-TYLCV-
[C. annuum D], isolated from a single plant with 
a likely mix infection (Table 3, Figure 3), showed 
high identity (99%) to the Dominican Republic 
isolate of TYLCV. Interestingly, a divergent clade 
containing three clones of PepGMV isolates from 
different C. annuum cultivars was observed close to 
the MSV-CP, the Mastrevirus that was selected as 
root of the phylogenetic tree, with 89% Bootstrap 
supported value. The Western Hemisphere cluster 
divides into two subclades (63% support node). 
One group holds the Tomato severe leaf curl virus 
clone 144-ToSLCV-[C.annuum X]), isolated from 
a X´kaat ik plant with a probable mixed infection 
(Table 3, Figure 3). This is related to the ToSLCV-
[GT] reference isolate (82% Bootstrap), shares 
common nodes with other begomoviruses, and is 
grouped with species of Sida golden mosaic virus 
(SiGMV), Tomato mottle virus (ToMoV), Chino 
del tomate virus (CdTV), and Abutilon mosaic virus 
(AbMV). The second group, with two branches, 
contains the pepper isolate of the Euphorbia 
mosaic virus isolate, H6 EuMV-YP (C. chinense 
H) with its sister species, the EuMV-YP reference 
isolate (99% Bootstrap) and the Tomato mild yellow 
leaf curl Aragua virus (TMYLCAV), a relation 
supported by a 77% value (Figure 3). The former 
groups are assembled with a begomovirus species 
that received no Bootstrap support, including the 
SLCV clade. The other relationships inferred 
for the collections with no Bootstrap support are 
subdivided into two subclades. One subclade 
comprising the Pepper huasteco yellow vein virus 
(PHYVV) cluster is grouped with three isolates 
from C. chinense, clones 120 and 183 of PHYVV- 
from Habanero and the 40-PHYVV isolate from the 

de 23 nt aisladas de Capsicum spp., dos de male-
za (Cuadro 3) y 36 de secuencias publicadas en el 
GenBank (Cuadro 2). La historia evolutiva se in-
firió utilizando el método de Máxima Parsimonia. 
La Figura 3 muestra el árbol más parsimonioso, 
con una longitud =3191. El índice de consisten-
cia es 0.376378 (0.309704), el índice de retención 
es 0.634911 (0.634911) y el índice compuesto es 
0.238966 (0.196634) para todos los sitios y sitios 
informativos de parsimonia (entre paréntesis). El 
porcentaje de árboles replicados en los que los 
taxones asociados se agruparon por Bootstarp 
(1000 repeticiones) se muestra junto a las ramas. 
El árbol MP se generó utilizando el algoritmo Sub-
tree-Pruning-Regrafting (SPR) (nivel de búsqueda 
1). Los árboles iniciales se obtuvieron mediante la 
adición aleatoria de secuencias (10 repeticiones). 
Hubo un total de 566 posiciones en el conjunto de 
datos final. Los análisis evolutivos se realizaron en 
MEGA11. El grupo de begomovirus del hemisferio 
oriental con un valor de Bootstrap del 99% incluye 
el virus del enrollamiento de la hoja amarilla del 
tomate (Tomato yellow leaf curl virus), del cual la 
clona 138-TYLCV-[C. annuum D], aislado de una 
planta con una probable infección mixta (Cuadro 
3, Figura 3), mostró una alta identidad (99%), con 
el aislado de TYLCV de la República Dominica-
na. Curiosamente, se observó un clado divergente 
que contenía tres clones de aislados del PepGMV 
de diferentes cultivares de C. annuum cerca del 
MSV-CP, el Mastrevirus, que se seleccionó como 
la raíz del árbol filogenético, con un 89 % del valor 
de Bootstrap. El grupo del Hemisferio Occidental 
se divide en dos subclados (63% soporte del nodo). 
Un grupo incluye el virus del enrollamiento seve-
ro de la hoja del tomate (Tomato severe leaf curl 
virus) clon 144-ToSLCV-[C. annuum X]), aislado 
de una planta X´kaat ik con una probable infección 
mixta (Cuadro 3, Figura 3). Este grupo está asocia-
do con el aislado de referencia ToSLCV-[GT] (82% 
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Maax iik plant, with 88 to 99 % Bootstrap values. 
The second subclade is composed of collections of 
the Pepper golden mosaic virus PepGMV from the 
most of the pepper and weed isolates set with well-
known begomovirus reference isolates forming 
a major PepGMV clade supported by Bootstrap 
(83%). This PepGMV clade visibly split into 
three subclades (Bootstrap 89%) (Figure 3). Two 
clones of PepGMV, R3 and 164 were grouped in 
a separate clade with TYLCV-DR, with 89%% 
of Bootstrap support. A future analysis with the 
complete sequence of the A Component of both 
clones should be necessary, in order to corroborate 
this phylogenetic relationship.

DISCUSSION 

Plant viruses have enormous potential for 
genetic variation and rapid evolution; although 
mutation, reassortment, and recombination are 
known as mechanisms that generate variation, less 
is known about the selection pressures that operate 
and drive their evolution (Font et al., 2007; Garcia-
Arenal et al., 2003; Seal et al., 2006). Evidence is 
provided here that YPM infections by members of 
the genus Begomovirus are common in cultivated 
peppers, as well as non-cultivated weed plants. 
Nearly all plants in fields with cultivated peppers, 
landrace Dulce, X´kat ikk, Ya´ax ikk, Pico de 
Paloma, and Habanero chili analyzed during this 
work showed severe symptoms. In fact, most 
of the collected tested samples (90%) were PCR 
begomovirus-positive (PCR-BG-+), in which the 
conserved core Coat Protein region of the AV1 
gene was used for the provisional identification 
of begomoviruses. This partial sequence provides 
provisional virus identification, while for definite 
classification, complete DNA-A and DNA-B 
particle sequences are required (Brown et al., 2001; 
Fauquet et al., 2003). Actually, Central America, 

de Bootstrap), comparte nodos comunes con otros 
begomovirus y se agrupa con especies del virus del 
mosaico dorado de Sida (Sida golden mosaic virus 
-SiGMV), el virus del moteado del tomate (Tomato 
mottle virus -ToMoV), el virus del Chino del to-
mate (Chino del tomate virus - CdTV) y el virus 
del mosaico de Abutilon (Abutilon mosaic virus - 
AbMV). El segundo grupo, con dos ramas, inclu-
ye una clona del virus del mosaico de Euphorbia 
(Euphorbia mosaic virus), H6 EuMV-YP (C. chi-
nense H), aislado de chile, con su especie hermana, 
el aislado de referencia EuMV-YP (99% de Boots-
trap) y el virus del encrespado amarillo de la hoja 
del tomate (Tomato mild yellow leaf curl Aragua 
virus - TMYLCAV), relación sustentada con un va-
lor de Bootstrap del 77% (Figura 3). Los primeros 
grupos se ensamblan con una especie de begomo-
virus que no recibió soporte de Bootstrap, incluido 
el clado SLCV. Las otras relaciones inferidas para 
las colecciones no tienen soporte de Bootstrap y 
se subdividen en dos subclados. Un subclado que 
comprende el cluster del virus huasteco de la vena 
amarilla del chile (Pepper huasteco yellow vein vi-
rus - PHYVV) se agrupa con tres aislados de C. 
chinense, las clonas 120 y 183 de PHYVV- de Ha-
banero y el aislado 40-PHYVV de la planta Maax 
iik, con 88 a 99 % de valores Bootstrap. El segundo 
subclado está formado por secuencias del virus del 
mosaico dorado del chile (Pepper golden mosaic 
virus - PepGMV) de la mayoría de los aislamientos 
de chile y maleza con aislamientos de referencia de 
begomovirus bien conocidos, formando un clado 
principal del PepGMV respaldado por Bootstrap 
(83%). Este clado del PepGMV se dividió visible-
mente en tres subclados (Bootstrap 89%) (Figura 
3). Dos clonas del PepGMV, R3 y 164, se agrupa-
ron en un clado separado con el TYLCV-DR, con 
un 89% de soporte de Bootstrap. Es necesario un 
análisis posterior con la secuencia completa del 
Componente A de ambos clonas para corroborar 
esta relación filogenética.
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México, and Brazil appear to be important Western 
Hemisphere centers of begomovirus diversity 
(Ala-Poikela et al., 2005; Fernandes et al., 2006; 
Hernandez-Zepeda et al., 2007a; Rodriguez-
Negrete et al., 2019). Actually, more than 440 
begomovirus species are reported, and among these 
a large number are emerging pathogens of pepper, 
bean (Phaseolus vulgaris), cotton (Gossypium sp.), 
cucurbits, okra (Abelmoschus esculentus), papaya 
(Carica papaya), tomato (Solanum lycopersicum), 
and weed plants (ICTV, 2022). In a previous 
study, from 119 symptomatic plants belonging 
to 16 different species, only 58% of the YPM 
samples were positive to begomovirus. In these 
samples, 13 distinct begomovirus species were 
identified, including the PepGMV isolated from 
C. annuum (Hernandez-Zepeda et al., 2007c). In 
contrast, almost 90% of the analyzed samples in 
this work were positive to PepGMV. In both cases, 
all the collected plants showed viral symptoms. 
As reported before, one possibility is that some 
symptomatic plants collected here were infected 
with other viruses that produce similar symptom 
(Hernandez-Zepeda et al., 2007c). Another report 
showed that geminivirus infection in tomato, with 
similar symptoms to those caused by geminivirus 
was induced by Potyviridae and Tobamoviridae 
(Polston and Anderson, 1997). It is notable that C. 
anuumm var. aviculare Maax iik plants examined 
here did show mild symptoms present in even one 
branch of the plant and rarely in two. Yet 86% of 
the collected material of Maax iik was PCR-BG-+. 
Symptom remission or host recovery has been 
associated with specific resistance of pepper plants 
to PepGMV, and silencing mechanisms in the 
recovery process have been suggested (Carrillo-
Trip et al., 2007). This is important, as evidence 
from the literature suggests that the sources of 
resistance to PHYVV and PepGMV are to be 
found within wild relatives of C. annuum and some 

DISCUSIÓN 

Los virus de las plantas tienen un enorme po-
tencial para la variación genética y la rápida evo-
lución. La mutación, el reordenamiento y la re-
combinación son mecanismos conocidos que ge-
neran variación genética, pero se sabe poco sobre 
las presiones de selección que operan e impulsan 
su evolución (Font et al., 2007; Garcia-Arenal et 
al., 2003; Seal et al., 2006). Aquí se proporciona 
evidencia de que las infecciones en la YPM cau-
sadas por miembros del género Begomovirus son 
comunes en chiles cultivados y plantas de maleza. 
Casi todas las plantas de chile cultivadas en campo 
estudiadas en el presente trabajo, incluidas las va-
riedades locales Dulce, X´kat ikk, Ya´ax ikk, Pico 
de Paloma y chile habanero, mostraron síntomas 
graves de infección por Begomovirus. De hecho, la 
mayoría de las muestras recolectadas (90%) fueron 
positivas para begomovirus por PCR (PCR-BG-+). 
La región central conservada del gen AV1 de la 
proteína de la capside (core Cp) se utilizó para la 
identificación provisional de los begomovirus. Esta 
secuencia parcial permitió la identificación provi-
sional del virus. Para una clasificación definitiva, se 
requieren secuencias completas de los componen-
tes ADN-A y ADN-B (Brown et al., 2001; Fauquet 
et al., 2003). Centroamérica, México y Brasil pare-
cen ser importantes centros de diversidad de bego-
movirus en el hemisferio occidental (Ala-Poikela 
et al., 2005; Fernandes et al., 2006; Hernandez-Ze-
peda et al., 2007a; Rodriguez-Negrete et al., 2019). 
Se han reportado más de 440 especies de begomo-
virus, incluyendo un gran número de patógenos 
emergentes que afectan chile, frijol (Phaseolus 
vulgaris), algodón (Gossypium sp.), cucurbitáceas, 
okra (Abelmoschus esculentus), papaya (Carica 
papaya), tomate (Solanum lycopersicum) y ma-
leza (ICTV, 2022). En un estudio anterior, de 119 
plantas sintomáticas pertenecientes a 16 especies 
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accessions of C. chinense (Anaya-Lopez et al., 
2003; Hernandez-Espinal et al., 2018; Hernandez-
Verdugo et al., 2001). 

Based on the Cp sequences, the five partially 
identified species of begomovirus associated 
with cultivated pepper plants in the YPM are in 
accordance with those described by other authors 
(Anaya-Lopez et al., 2003; Godinez-Hernandez 
et al., 2001; Hernandez-Espinal et al., 2018; 
Hernandez-Zepeda et al., 2007b; Morales-Aguilar 
et al., 2019). The unusual finding of EuMV-YP 
infecting a Habanero chili plant, reported here, is 
remarkable given that this viral species commonly 
lives in the neotropical weed Euphorbia heterophylla 
(Ala-Poikela et al., 2005; Gregorio-Jorge et al., 
2010; Hernandez-Zepeda et al., 2007a; Hernandez-
Zepeda et al., 2007c). In Mexico, this virus was 
reported in the YPM and in Jalisco (Gregorio-Jorge 
et al., 2010; Hernandez-Zepeda et al., 2007a). In 
Cuba, it was reported that the EuMV infects tobacco 
plants collected in the field (Fiallo-Olive, 2010). 
Although experimental data have confirmed that P. 
vulgaris, S. lycopersicum, Nicotiana benthamiana, 
C. annuum, C. chinense, Cnidoscolus chayamansa, 
Jatropha curcas, Ricinus comunis, Arabidopsis 
thaliana, and Nicotiana tabacum plants are hosts 
of EuMV-YP (Hernandez-Zepeda et al., 2007b; 
Villanueva-Alonzo et al., 2013), additional field 
studies are needed to establish the extent of host 
range and distribution of EuMV-YP in Mexico and 
other countries of Central and South America. 

In the present study, PepGMV was the most 
widespread begomoviral species found to infect 
cultivated C. chinense, C annuum landrace 
Dulce and X´kat iik, the home-garden grown C. 
frutescens, and wild grown Maax ikk, as well as 
collected weed plants in the YPM. Most weed 
samples should be analyzed in order to look for 
PepGMV infection in the YPM. This species has 
also been reported in Central America, infecting 

diferentes, solo el 58% de las muestras de la YPM 
fueron positivas a begomovirus. En ese estudio, se 
identificaron 13 especies distintas de begomovirus, 
incluido el PepGMV aislado de C. annuum (Her-
nandez-Zepeda et al., 2007c). Por el contrario, casi 
el 90% de las muestras analizadas en el presente 
trabajo fueron positivas para PepGMV. En ambos 
casos, todas las plantas recolectadas presentaron 
síntomas virales. Como se comentó anteriormen-
te, una posible explicación es que algunas plantas 
sintomáticas recolectadas en el presente estudio es-
taban infectadas con otros virus que producen sín-
tomas similares (Hernandez-Zepeda et al., 2007c). 
Otro reporte mostró que una infección de tomate 
con síntomas similares a los causados   por gemi-
nivirus fue inducida por Potyviridae y Tobamovi-
ridae (Polston y Anderson, 1997). Es notable que 
las plantas de C. anuumm var. s aviculare Maax iik 
examinadas en el presente estudio mostraron sín-
tomas leves en una rama de la planta y rara vez en 
dos. Sin embargo, el 86% del material recolectado 
de Maax iik fue PCR-BG-+. La remisión de los sín-
tomas o la recuperación del huésped se ha asociado 
con la resistencia específica de las plantas de chile 
al PepGMV y se han sugerido mecanismos de si-
lenciamiento en el proceso de recuperación (Carri-
llo-Trip et al., 2007). Esto es importante, ya que 
la evidencia de la literatura sugiere que las fuentes 
de resistencia a PHYVV y PepGMV se encuentran 
entre los parientes silvestres de C. annuum y algu-
nas accesiones de C. chinense (Anaya-Lopez et al., 
2003; Hernandez-Espinal et al., 2018; Hernández-
Verdugo et al., 2001).

En base a las secuencias del core Cp, las cin-
co especies de begomovirus parcialmente identifi-
cadas asociadas a plantas de chile cultivadas en la 
YPM concuerdan con las descritas por otros auto-
res (Anaya-Lopez et al., 2003; Godinez-Hernandez 
et al., 2001; Hernandez-Espinal et al., 2018; Her-
nández-Zepeda et al., 2007b; Morales-Aguilar et 
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peppers in Costa Rica and Honduras (Lotrakul 
et al., 2000; Morales et al., 2005), and tomato, 
pepper, and cucurbits in Nicaragua (Ala-Poikela et 
al., 2005). In addition, tested samples of Habanero 
chili showed a single infection with PHYVV and 
ToSLCV, consistent with other studies reported 
for other parts of Mexico and Nicaragua (Ala-
Poikela et al., 2005; Hernandez-Espinal et al., 
2018; Morales-Aguilar et al., 2019). Moreover, the 
finding of an isolate of TYLCV reported here in a 
possible mixture with PepGMV infecting a single 
plant of C. annuum Dulce is supported by earlier 
reports of the presence of TYLCV in tomato in 
Yucatan since 1999 Ascencio-Ibañez et al., 1999). 
This strain of TYLCV shares 99% identity with the 
Dominican Republic strain (Ascencio-Ibañez et al., 
1999), a strain that is considered a component of 
the Eastern North American and Caribbean clade 
(ENAC) of TYLCV (Duffy and Holmes, 2007). 
The other possible mixed infections, PepGMV-
PHYVV, PepGMV-TYLCV and PepGMV-
ToSLCV, frequently occur in association with 
only cultivated peppers, such as Habanero chili 
and C. annuum var. annuum, landrace Dulce and 
X´kat ikk, in farming areas where striking whitefly 
infestations were recorded (Escobedo-Garcia 
Medrano, unpublished data). It is remarkable that 
PepGMV and PHYVV mixed infections indeed 
occur naturally in many horticultural crops in 
México, where the distribution of the two viruses 
often overlaps (Hernandez-Espinal et al., 2018; 
Morales-Aguilar et al., 2019). Symptom expression 
in PepGMV-PHYVV interactions seems to be host-
dependent (Mendez-Lozano et al., 2003). Future 
research on PepGMV-PHYVV, PepGMV-TYLCV, 
and PepGMV-ToSLCV interactions should address 
the biological significance of each mixture, how 
their respective genomes interact with the host cell 
genome during each of these mixed infections, 
and what is their relationship to the vector biotype 
involved in their transmission. 

al., 2019). El hallazgo inusual del EuMV-YP infec-
tando una planta de chile habanero, reportado aquí, 
es notable dado que esta especie viral comúnmente 
infecta la maleza neotropical Euphorbia heterophy-
lla (Ala-Poikela et al., 2005; Gregorio-Jorge et al., 
2010; Hernández-Zepeda et al., 2007a; Hernández-
Zepeda et al., 2007c). En México, este virus ha sido 
reportado en la YPM y en Jalisco (Gregorio-Jorge 
et al., 2010; Hernandez-Zepeda et al., 2007a). En 
Cuba se reportó que el EuMV infecta plantas de 
tabaco recolectadas en el campo (Fiallo-Olive, 
2010). Aunque los datos experimentales han confir-
mado que las plantas P. vulgaris, S. lycopersicum, 
Nicotiana benthamiana, C. annuum, C. chinense, 
Cnidoscolus chayamansa, Jatropha curcas, Ricin-
us communis, Arabidopsis thaliana y N. tabacum 
son hospederos del EuMV-YP (Hernández- Zepeda 
et al., 2007b; Villanueva-Alonzo et al., 2013), se 
requieren estudios de campo adicionales para es-
tablecer la extensión del rango de hospederos y la 
distribución del EuMV-YP en México y otros paí-
ses de América Central y del Sur. 

En el presente estudio, el PepGMV fue la espe-
cie de begomovirus más extendida que se encontró 
infectando a C. chinense cultivada, C. annuum va-
riedad local Dulce y X´kat iik, a C. frutescens cul-
tivada en huertos domésticos y la planta silvestre 
Maax ikk, así como a la maleza recolectada en la 
YPM. Se deben analizar mas muestras de maleza 
para establecer la distribución del PepGMV en es-
tas plantas en la YPM. Esta especie de virus tam-
bién ha sido reportada en América Central, infec-
tando chiles en Costa Rica y Honduras (Lotrakul et 
al., 2000; Morales et al., 2005), así como plantas de 
tomate, chile y cucurbitáceas en Nicaragua (Ala-
Poikela et al., 2005). Además, las muestras anali-
zadas de chile habanero presentaron una infección 
simple con el PHYVV y el ToSLCV, en concor-
dancia con los resultados de otros estudios en otras 
partes de México y Nicaragua (Ala-Poikela et al., 
2005; Hernandez-Espinal et al., 2018; Morales- 
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The results shown here concerning C. annuum 
var. aviculare, Maax iik, and the weed, e.g., D. 
sexangularis, and H. crispa are relevant because 
they demonstrate that native hosts could be 
reservoirs of genetic diversity for PepGMV-
associated viruses. This may be important for 
the understanding of epidemic dynamics and 
evolution of the viruses under the prevailing 
conditions in YPM. Support for this comes from 
this fact: although Maax ikk plants showed mild 
virus symptoms when collected, the majority that 
tested BG positive by PCR (86.05%) turned out 
to be infected by the partially identified PepGMV. 
It is interesting to note that the genetic evidence 
provided here concerning a low genetic diversity 
within PepGMV (particularly the low nucleotide 
substitutions of dN/dS ratio in the CP-core gene 
region (CPR) analyzed) strongly suggests that a 
negative selective pressure (dN/dS) is operating 
on the gene region analyzed. This is comparable to 
that reported for TYLCV (Font et al., 2007). 

CONCLUSIONS

In this work, almost 90% of the sampled plants 
were positive to begomovirus, including the 
partially identified species of PepGMV, PHYVV, 
ToSLCV, TYLCV and EuMV-YP. Single infections 
with PepGMV predominated, representing 82.5% 
of the sequenced clones. Mixed infection including 
the PepGMV-PHYVV the PepGMV-TYLCV and 
the PepGMV-ToSLCV were observed in different 
plant species. These partial sequences provide 
provisional virus identification isolates in the YPM, 
while for definite classification and phylogenetic 
analyzes, complete DNA-A and DNA-B component 
sequences will be required.

Aguilar et al., 2019). En el presente estudio, el ha-
llazgo de un aislado de TYLCV en posible com-
binación con el PepGMV que infecta una planta 
de C. annuum Dulce, está respaldado por reportes 
anteriores de la presencia de TYLCV en plantas de 
tomate en Yucatán desde 1999 (Ascencio-Ibañez et 
al., 1999). Esta cepa de TYLCV comparte un 99% 
de identidad con la cepa de República Dominica-
na (Ascencio-Ibañez et al., 1999), una cepa que 
se considera un componente del clado del este de 
América del Norte y el Caribe (ENAC) del TYLCV 
(Duffy y Holmes, 2007). Las otras posibles infec-
ciones mixtas, de PepGMV-PHYVV, de PepGMV-
TYLCV y de PepGMV-ToSLCV, se presentaron 
frecuentemente en asociación solo con chiles cul-
tivados, como el chile habanero y C. annuum. Var. 
annuum, variedad local Dulce y X´kat ikk, en áreas 
de cultivo con registros de infestaciones de mos-
quita blanca (Escobedo-García Medrano, datos 
no publicados). Es de destacar que las infecciones 
mixtas con el PepGMV y el PHYVV ocurran natu-
ralmente en muchos cultivos hortícolas en México 
en donde la distribución de los dos virus a menu-
do se superpone (Hernandez-Espinal et al., 2018; 
Morales-Aguilar et al., 2019). La expresión de sín-
tomas en las interacciones de PepGMV-PHYVV 
parece depender del hospedero (Mendez-Lozano et 
al., 2003). Las investigaciones futuras sobre las in-
teracciones PepGMV-PHYVV, PepGMV-TYLCV 
y PepGMV-ToSLCV deberían abordar la impor-
tancia biológica de cada combinación, cómo inte-
ractúan sus respectivos genomas con el genoma de 
la célula hospedera durante cada una de estas infec-
ciones mixtas y cuál es su relación con el biotipo 
del vector implicado en su transmisión.

Los resultados del presente estudio sobre C. 
annuum var. aviculare, Maax iik y maleza (p. ej., 
D. sexangularis y H. crispa) son relevantes porque 
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Abstract. Forests are important for their 
economic, ecological, and social contribution to 
humanity. However, there is a decrease in the forest 
mass due to different causes such as fire, intensive 
agriculture, overgrazing, air pollution, and the 
presence of pests and diseases of fungal origin. A 
practice to deal with diseases caused by fungi has 
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Resumen. Los bosques son importantes por la 
contribución económica, ecológica y social a la 
humanidad. Sin embargo, existe disminución de la 
masa forestal debido a diferentes causas como el 
fuego, la agricultura intensiva, sobrepastoreo, con-
taminación atmosférica y la presencia de plagas y 
enfermedades de origen fúngico. Una práctica para 
atender a las enfermedades causadas por hongos ha 
sido la aplicación de fungicidas de amplio espec-
tro, con consecuencias negativas al ambiente. El 
control biológico es una alternativa para el manejo 
de enfermedades en especies de pinos. Debido a la 
necesidad de conservar la diversidad de especies de 
pino, en esta revisión se abordan temas relevantes 
a la importancia de los bosques en el mundo, las 
enfermedades en Pinus spp., el control fúngico por 
agentes químicos y biológicos, haciendo referencia 
a diferentes mecanismos de control biológico y los 
biofungicidas más estudiados como Trichoderma 
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been the application of broad-spectrum, fungicides 
with negative consequences on the environment. 
Biological control is an alternative for disease 
management in pine species. Due to the need to 
conserve the diversity of pine species, this review 
addresses issues relevant to the importance of 
forests in the world, diseases in Pinus spp., fungal 
control by chemical and biological agents, referring 
to different biological control mechanisms and the 
most studied biofungicides such as Trichoderma 
sp. and Bacillus sp. in Pinus spp. The various 
scientific reports on the biological control of fungi 
in different pine species places it as a promising 
option in reducing the pathogenicity and incidence 
of fungal diseases with less negative effects on the 
environment than synthetic pesticides of chemical 
origin. Therefore, this review aims to transmit 
information on biological control in pine trees as a 
friendly alternative for the recovery of forests.

Keywords: Forest health, biocontrol, conservation, 
fungal diseases.

Forests are natural assets with high 
environmental value due to their contribution to 
ecosystems and society. They provide raw materials 
such as wood and products for food medicine, and 
fuel. They also provide ecosystem services such 
as soil erosion protection, oxygen generation, 
carbon sequestration, regulation of global climatic 
conditions and biodiversity preservation (FAO, 
2011; FAO, 2018). Furthermore, 75% of the 
freshwater available on the planet comes from 
hydrographic basins associated with forests 
(Springgay, 2019). In addition, agroforestry 
activities provide recreational and tourist activities 
that can be turned into a source of income 
(Balvanera, 2012; Brown and Verschuuren, 2018).

An estimated 1000 million people throughout 
the world depend on forest ecosystems for their 

sp. y Bacillus sp. en Pinus spp.  Los diversos repor-
tes científicos sobre el control biológico de hongos 
en diferentes especies de pino, lo coloca como una 
opción prometedora en la disminución de la pato-
genicidad e incidencia de las enfermedades fúngi-
cas con menos efectos negativos al ambiente como 
lo hacen los plaguicidas sintéticos de origen quí-
mico. Por lo que, esta revisión tiene como objetivo 
difundir información sobre el control biológico en 
plantas de pino como una alternativa amigable para 
la recuperación de los bosques.

Palabras clave: Sanidad forestal, biocontrol, con-
servación, enfermedades fúngicas.

Los bosques son bienes naturales de alto va-
lor ambiental por su aporte a los ecosistemas y a 
la sociedad, al proveer materias primas como ma-
dera y productos para alimentos, medicamentos, 
dendroenergía; además de servicios ecosistémicos 
como protección de la erosión del suelo, genera-
ción de oxígeno, sumidero de carbono, regulación 
de condiciones climáticas del planeta y preserva-
ción de la biodiversidad (FAO, 2011; FAO, 2018). 
Por otro lado, el 75% del agua dulce disponible en 
el planeta, proviene de cuencas hidrográficas aso-
ciadas a los bosques (Springgay, 2019). Adicional-
mente, las actividades agroforestales proporcionan 
espacios recreativos y turísticos como una fuente 
de ingresos (Balvanera, 2012; Brown y Verschuu-
ren, 2018). 

Se calcula que alrededor de 1000 millones de 
personas en el mundo, dependen de estos ecosis-
temas para su subsistencia como fuente directa o 
indirecta al proporcionar más de 580 000 millones 
de dólares al año de ingresos laborables, y 8000 
millones de dólares de productos forestales no ma-
derables (FAO, 2018; FAO y UNEP, 2020). Sin em-
bargo, debido al uso intensivo y no sustentable de 
los bosques existe disminución forestal ocasionada 
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subsistence as a direct or indirect source of income. 
Forests provide more than 580 000 million dollars 
a year of labor income, as well as 8000 million 
dollars of non-timber forest products (FAO, 2018; 
FAO and UNEP, 2020). However, the intensive and 
unsustainable use of forests, which is associated 
with fires, intensive agriculture, overgrazing, 
atmospheric pollution, and the presence of pests 
and diseases, has caused them to decline (Ken et 
al., 2020).

In Mexico, despite the efforts made by the 
forestry sector, only a low proportion of the 
forested area is subjected to diagnosis and timely 
detection of pests and diseases. Pesticides, 
which are applied indiscriminately to keep the 
phytosanitary conditions below the economic 
threshold, are another great cause of adverse 
effects. Most of these products are highly toxic 
chemical formulations that should be used 
under pest incidence monitoring and integrated 
forest systems to avoid affecting the balance of 
ecosystems. The use of new technologies, such as 
biological control agents, that are safer and more 
effective than traditional methods of pest control 
should be more widely promoted. Until now, these 
technologies have been little used by the forestry 
sector (Villacide and Corley, 2012; Flores-Villegas 
et al., 2019). The present work is a review of the 
current knowledge on the phytopathogenic agents 
associated with the main forestry diseases and the 
biological control agents that have been used to 
control them.

Diseases of Pinus spp. Pine Forest diseases are 
alterations of forest health associated with the 
interaction between pathogens, susceptible trees, 
and a favorable environment. Fungal diseases are 
one of the main causes of the decrease in forest 
biomass in Mexico (Gutiérrez-Flores et al., 2020). 
The presence of diseased Pinus spp. trees favors 

por explotaciones indiscriminadas y condiciones 
adversas como el fuego, agricultura intensiva, so-
brepastoreo, contaminación atmosférica, y presen-
cia de plagas y enfermedades (Ken et al., 2020). 

En el caso de México, a pesar de los esfuerzos 
realizados por el sector forestal, existe una baja 
proporción de la superficie arbolada sujeta al diag-
nóstico y detección oportuna de las plagas y enfer-
medades, en comparación con la superficie estable-
cida. Otro de los efectos adversos son los plagui-
cidas, al aplicarse de forma indiscriminada con el 
esfuerzo de mantener el estatus fitosanitario por de-
bajo del umbral económico. Además, estos produc-
tos en su mayoría son formulaciones químicas de 
alta toxicidad y su uso debe de integrarse bajo un 
monitoreo de incidencia de plagas e implementar 
un manejo integrado de la población forestal que 
permita su conservación sin afectar el equilibrio de 
los ecosistemas. Aunado a ello, la implementación 
de nuevas tecnologías seguras y efectivas que los 
métodos tradicionales, como es el uso de agentes 
de control biológico de enfermedades debe de im-
plementarse a mayor escala, ya que está área  ha 
sido poco abordada en el sector forestal (Villacide 
y Corley, 2012; Flores-Villegas et al., 2019). Es por 
ello, el interés de esta revisión, conocer los agentes 
fitopatógenos asociados a las principales enferme-
dades en los forestales y los agentes de control bio-
lógico que se han implementado para el control de 
las mismas.

Enfermedades en Pinus spp. Las enfermedades 
en bosques de pino, son alteraciones a la salud fo-
restal asociadas a la interacción de un patógeno, un 
árbol susceptible y ambiente favorable. Las enfer-
medades fúngicas son una de las causas principales 
de la disminución de la biomasa boscosa en Méxi-
co (Gutiérrez-Flores et al., 2020). La presencia de 
árboles de Pinus spp. enfermos favorece la dise-
minación del patógeno en el ecosistema, a través 
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the dissemination of pathogens in the ecosystem 
through natural and anthropic factors (Figure 
1). Phytopathogenic fungi attack different parts 
of pine trees, causing various diseases (Belén et 
al., 2011). In Pinus patula, for example, fungal 
infection causes the needles to fall. The damage 
starts from the needles and spreads to the branches, 
stems and sometimes even the roots, causing the 
tree to die and the forest population to decrease 
(Figure 2). This disease is mainly associated with 
pathogens such as Alternaria alternata and Meria 
laricis, but there are also reports of its association 
with the genera Annulohypoxylon, Botryosphaeria, 
Curvularia, Daldinia, Diplodia, Lophodermium, 
and Myrmaecium in different pine species such 
as P. arizonica, P. cembroides, P. patula, and 
P. pseudostrobus from different places such 
throughput the world as Canada, China, USA, and 
Mexico, among others (Table 1) (Guo et al., 2008; 

de factores naturales y antrópicos (Figura 1). Los 
hongos fitopatógenos atacan diferentes partes de 
los árboles de pino ocasionando varias enferme-
dades (Belén et al., 2011). Por ejemplo, en Pinus 
patula ha causado la caída de acículas, el daño ini-
cia desde las acículas extendiéndose a ramas, tallos 
y en ocasiones hasta la raíz, generando la muerte 
del árbol lo que provoca una disminución de la po-
blación forestal (Figura 2). Esta enfermedad está 
asociada a patógenos como Alternaria alternata y 
Meria laricis principalmente, también se señalan a 
los géneros de Annulohypxylon, Botryosphaeria, 
Curvularia, Daldinia, Diplodia, Lophodermium y 
Myrmaecium en distintas especies de pino como 
P. arizonica, P. cembroides, P. patula, y P. pseu-
dostrobus de diferentes sitios como Cánada, China, 
EUA, México, entre otros (Cuadro 1) (Guo et al., 
2008; Cram et al., 2012; Marmolejo-Monciváis, 
2018; Gutiérrez-Flores et al., 2020). La disponibilidad 

Figure 1. Dissemination of pathogens associated with diseases in pine forest. 
Figura 1. Forma de diseminación de patógenos asociados a enfermedades en bosque de pino.
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Cram et al., 2012; Marmolejo-Monciváis, 2018; 
Gutiérrez-Flores et al., 2020). The availability of 
nutrients in the soil also contributes to needle drop 
(Gutiérrez-Flores et al., 2020).

Diplodia sapinea is an opportunistic pathogen 
with a worldwide distribution that mainly affects 
P. patula and P. sylvestris. It has been associated 
with dieback, a disease in which diseased needles 
initially turn yellow, then red, brown or gray, and 
branch deformation results in needle death, with 
cankers on stems, branches and buds (Ospina et 
al., 2011; Cram et al., 2012; Gutiérrez-Flores et al., 
2020; Larsson et al., 2021). Other pathogens such 
as Fusarium circinatum cause pine pitch canker, in 
which the needles wither and change from yellow 
to reddish until dry, and the shoots are defoliated, 

de nutrientes en el suelo también contribuyen a la 
caída de acículas (Gutiérrez-Flores et al., 2020).

Por otro lado, Diplodia sapinea es un patóge-
no oportunista de distribución mundial que afecta 
principalmente a P. patula y P. sylvestris; y ha sido 
asociado a la muerte descendente en donde las ací-
culas enfermas al inicio tienen una apariencia de 
color amarillo, luego de rojo a marrón o gris, con 
deformación de ramas dando como resultado de 
la muerte de la acícula, chancros en tallos, ramas 
y yemas (Ospina et al., 2011; Cram et al., 2012; 
Gutiérrez-Flores et al., 2020; Larsson et al., 2021). 
Otros patógenos como Fusarium circinatum oca-
siona el chancro resinoso del pino, donde las ací-
culas se marchitan y cambian de color amarillo a 
rojizo hasta secarse, y quedar los brotes defoliados 

 

Figure 2. Symptoms associated with phytopathogenic fungi. The symptoms observed in Pinus patula trees are foliage ye-
llowing, needle drop, yellow lesions and central wood necrosis.

Figura 2. Síntomas asociados a hongos fitopatógenos. Los síntomas se observan en amarillamiento del follaje, caída de ací-
culas y lesiones de color amarillo y en el centro necrosis en árboles de Pinus patula.
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Table 1. Fungi reported national and internationally that are associated with the main diseases present in Pinus spp. 
Cuadro 1. Hongos reportados nacional e internacionalmente que se asocian con las principales enfermedades presentes en 

especies de Pinus spp. 

Patógeno fúngico Enfermedad Hospedante Distribución Referencia

Alternaria alternata Caída de acículas

Pinus sp.
P. arizonica
P. cembroides
P. patula
P. pseudostrobus

China
México

Guo et al., 2008
Marmolejo-Monciváis, 2018
Gutiérrez-Flores et al., 2020

Annulohypoxylon stygium Caída de acículas P. patula México Gutiérrez-Flores et al., 2020
Botrytis cinerea Moho Gris P. massoniana Suecia Capieau et al., 2004

Botryosphaeria dothidea Caída de acículas
Muerte regresiva

Pinus sp. 
P. patula

México
Sudáfrica

Marsberg et al. 2017
Gutiérrez-Flores et al., 2020

Ceratocystis sp. Mancha azul en trozas
P. patula 
P. radiata 
P. tropicalis

Colombia
Guerra et al., 2004
Osorio, 2007
Ospina et al., 2011

Cronartium quercuum Roya de agallas Pinus sp. EUA Cram et al., 2012
Cronartium quercuum 
f. sp. fusiforme Oxidación fusiforme Pinus sp. EUA Cram et al., 2012

Curvularia sp.C. lunata
C. pseudobrachyspora 
C. spicifera
C. trifolii

Caída de acículas P. patula México Gutiérrez-Flores et al., 2020

Cylindrocarpon sp. Pie negro Pinus sp. EUA Cram et al., 2012
Daldinia sp. 
D. eschscholtzii 
D. fissa 
D. petriniae

Caída de acículas
Chancrosis

P. patula 
P. sylvestris

España 
México

Stadler et al. 2014
Sanz-Ros et al. 2015
Gutiérrez-Flores et al., 2020

Diplodia sapinea Caída de acículas
Muerte descendente

Pinus sp. 
P. patula 
P. sylvestris

Colombia
EUA
México
Suecia

Ospina et al., 2011
Cram et al., 2012
Gutiérrez-Flores et al., 2020
Larsson et al., 2021

Dothistroma sp. Banda roja

Pinus sp.
P. contorta 
P. ponderosa 
P. nigra
P. radiata 

México
Suiza

Cibrían, 2007
Cram et al., 2012
Queloz et al., 2014
Alenezi et al., 2015

Fusarium sp. 
F. oxysporum 
F. solani

Fusariosis vascular
Pinus sp.
P. patula
P. pseudostrobus

Colombia
México

Ospina et al., 2011
Robles-Yerena et al., 2016

F. circinatum Chancro resinoso 
del pino

Pinus sp. 
P. greggii 
P. massoniana 
P. nigra 
P. pinaster 
P. pinea 
P. radiata 
P. sylvestris 
P. tadea

Chile
China
EUA 
España
México

Cram et al., 2012
Carrasco et al., 2016
Martínez-Álvarez et al., 2016
Flores-Pacheco, 2017
Iturritxa et al., 2017
García-Díaz et al., 2019
Yu y Luo, 2020
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frequently causing crown dieback and eventually 
leading to the death of the tree. This pathogen is 
widely distributed in various countries, including 
Mexico. Therefore, it affects a wide variety of pine 
species (Cram et al., 2012; Carrasco et al., 2016; 
Martínez-Álvarez et al., 2016; Flores-Pacheco, 
2017; Iturritxa et al., 2017; García-Díaz et al., 2019; 
Yu and Luo, 2020). The genus Lophodermium is 
present in forests of Mexico, Europe and Asia. 
It has been associated with the species Pinus 
ayacahuite, P. patula, Pinus montezumae, and P. 
sylvestris. Infected needles develop brown spots 
with yellow margins, ending with tissue death 
(Cibrián et al., 2007; Reignoux et al., 2014; 

con la probabilidad de estrangular el ápice de cre-
cimiento y muerte del árbol; este patógeno se en-
cuentra ampliamente distribuido en diversos países 
incluido México por lo que afecta a una gran va-
riedad de especies de pinos (Cram et al., 2012; Ca-
rrasco et al., 2016; Martínez-Álvarez et al., 2016; 
Flores-Pacheco, 2017; Iturritxa et al., 2017; Gar-
cía-Díaz et al., 2019; Yu y Luo, 2020). El género 
Lophodermium está presente en bosques de Méxi-
co, Europa y Asia; y se ha asociado a las especies 
de Pinus ayacahuite, P. patula, Pinus montezumae, 
y P. sylvestris; donde las acículas infectadas desa-
rrollan manchas pardas con márgenes amarillos, 
finalizando con la muerte del tejido (Cibrián et al., 

Lecanosticta acicola Banda marrón
Pinus sp.
P. mugo 
P. sylvestris

Guatemala
México
Polonia
Turquía

van der Nest et al., 2019
Oskay et al., 2020
Raitelaityté et al., 2020

Lophodermium sp. 
L. indianum
L. seditiosum

Caída de acículas
Chancrosis

P. ayacahuite 
P. montezumae 
P. patula
P. sylvestris 

Escocia
México
Polonia
Rusia

Reignoux et al. 2014
Behnke‐Borowczyk et al., 2018
Gutiérrez-Flores et al., 2020
Sheller et al., 2020

Meria laricis Caída de acículas Pinus sp. Cánada
EUA Cram et al., 2012

Mycosphaerella sp. Banda roja de la acícula Pinus sp. 
P. patula

Colombia
EUA

Ospina et al., 2011
Cram et al., 2012

Myrmaecium rubricosum Caída de acículas P. patula México Gutiérrez-Flores et al., 2020
Passalora sequoiae Moho de la hoja Pinus sp. EUA Cram et al., 2012
Pestalotiopsis funerea Tizón del follaje Pinus sp. EUA Cram et al., 2012
Phoma eupyrena Phomosis Pinus sp. EUA Cram et al., 2012
Phomopsis juniperovora
P. lokoyae Phomosis Pinus sp. EUA Cram et al., 2012

Phythophthora cinnamomi Muerte de raíces P. radiata Chile Ahumada et al., 2013
Phytophthora sp. 
Pythium sp. 
Rhizoctonia sp.

Volcamiento o 
pudrición de la raíz

Pinus sp.
P. patula

Colombia
EUA

Ospina et al., 2011
Cram et al., 2012

Ophiostoma sp. 
O. pulvinisporum
O. pluriannulatum

Mancha 
azul de la madera

P. leiophylla 
P. teocote México Moreno-Rico et al., 2015

Patógeno fúngico Enfermedad Hospedante Distribución Referencia

Table 1. Continue.
Cuadro 1. Continúa.
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Behnke‐Borowczyk et al., 2018; Gutiérrez-Flores 
et al., 2020; Sheller et al., 2020). Other fungal 
genera that have been reported to affect Pinus 
spp. are Botrytis, Ceratocystis, Cylindrocarpon, 
Cronartium, Curvularia, Daldinia, Dothistroma, 
Mycosphaerella, Lecanosticta, Phytophthora, 
Pythium, and Rhizoctonia (Figure 3). These fungi 
trigger different pathologies such as gray mold, 
regressive death, blue spot, blackfoot, blight, etc. 
(Table 1) (Ospina et al., 2011; Cram et al., 2012; 
Moreno-Rico et al., 2015; van der Nest et al., 2019; 
Gutiérrez-Flores et al., 2020; Oskay et al., 2020; 
Raitelaityté et al., 2020).

The phytopathogenic fungi associated 
with Pinus spp. are difficult to identify, due to 
the relationship between their life cycles, the 
phenological development of the host, and the 
presence of environmental factors that makes them 
behave as saprophytes and mutualists (Gutiérrez-
Flores et al., 2020). The great diversity of fungal 
agents that cause foliar loss and death in Pinus 
spp. throughout the world has elicited concern 
and interest among the scientific community and 
society in general (Gutiérrez-Flores et al., 2020; 
Larsson et al., 2021). This phytosanitary situation 
has driven the search for ways to manage and 
control diseases of fungal origin using synthetic 
molecules and biological agents (Adusei-Fosu and 
Rolando, 2018; Kang et al., 2019).

Importance of pesticides. Pesticides are 
anthropogenic substances or mixtures of substances 
with broad-spectrum activity and environmental 
persistence that are intended to prevent, destroy or 
control crop pests (Narváez-Valderrama et al., 2012; 
del Puerto-Rodríguez et al., 2014). The dispersion 
of pesticide chemicals among plants depends on 
the physicochemical properties of pesticides, their 
formulation and presentation, climatic conditions, 
geological characteristics, forms of application 

2007; Reignoux et al. 2014; Behnke‐Borowczyk 
et al., 2018; Gutiérrez-Flores et al., 2020; Sheller 
et al., 2020). Otros géneros que se han reportado 
han sido Botrytis, Ceratocystis, Cylindrocarpon, 
Cronartium, Curvularia, Daldinia, Dothistro-
ma, Mycosphaerlla, Lecanosticta, Phytophthora, 
Pythium y Rhizoctonia asociados a Pinus spp., (Fi-
gura 3) donde desencadenan diferentes patologías 
como moho gris, muerte regresiva, mancha azul, 
pie negro, tizones, etc. (Cuadro 1) (Ospina et al., 
2011; Cram et al., 2012; Moreno-Rico et al., 2015; 
van der Nest et al., 2019; Gutiérrez-Flores et al., 
2020; Oskay et al., 2020; Raitelaityté et al., 2020).

Los hongos fitopatógenos asociados a Pinus 
spp. son difíciles de identificar, debido a la interre-
lación entre sus ciclos de vida, el desarrollo fenoló-
gico del hospedero, y los factores ambientales; hace 
que se comporten como saprófitos y mutualistas 
(Gutiérrez-Flores et al., 2020). Lo que ha originado 
preocupación e interés de la comunidad científica 
y la sociedad, sobre la gran diversidad de agentes 
fúngicos que causan la pérdida foliar, y muerte de 
árboles de Pinus spp. en los continentes Africano, 
Americano, Asiático y Europeo (Gutiérrez-Flores 
et al., 2020; Larsson et al., 2021); ante esta situa-
ción fitosanitaria se ha indagado sobre el manejo y 
control de enfermedades de origen fúngico a base 
de moléculas sintéticas de origen químico y agen-
tes de origen vivo (Adusei-Fosu y Rolando, 2018; 
Kang et al., 2019).

Importancia de los plaguicidas. Los plaguicidas 
son sustancias o mezcla de sustancias antrópicas 
destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier 
plaga, con medios de acción de amplio espectro y 
que comúnmente son persistentes en el ambiente 
(Narváez-Valderrama et al., 2012; del Puerto-Ro-
dríguez et al., 2014). Su dispersión de los químicos 
en la planta depende de sus propiedades fisicoquí-
micas, las condiciones climáticas, las características 
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Figure 3. Most frequent fungi associated with Pinus patula de Tetela de Ocampo, Puebla, México. A. Alternaria alternata 
M1AAR1; B. Annulohypoxylon stygium T1R1; C. Botryosphaeria dothidea M7MtPpA-CH3 (2); D. Curvularia 
lunata M1MtPpA-AA; E. C. pseudobrachyspora M41MtPpA-CHR1; F. C. spicifera M21MtPpA-AAR2; G. C. 
trifolii M2MtPpA-AA; H. Daldinia eschscholtzii T5R2; I. Daldinia sp. M3MtPpA-CHR2 (2); J. Diplodia sapinea 
M3MtPpA-CH; K. Lophodermium indianum M1MtPpA-PDAR1; and L. Myrmaecium rubricosum M1MtPpA-
PDA ((Modified by Gutiérrez-Flores et al., 2020).

Figura 3. Hongos más frecuentes asociados a Pinus patula de Tetela de Ocampo, Puebla, México. A. Alternaria alternata 
M1AAR1; B. Annulohypoxylon stygium T1R1; C. Botryosphaeria dothidea M7MtPpA-CH3 (2); D. Curvularia 
lunata M1MtPpA-AA; E. C. pseudobrachyspora M41MtPpA-CHR1; F. C. spicifera M21MtPpA-AAR2; G. C. 
trifolii M2MtPpA-AA; H. Daldinia eschscholtzii T5R2; I. Daldinia sp. M3MtPpA-CHR2 (2); J. Diplodia sapinea 
M3MtPpA-CH; K. Lophodermium indianum M1MtPpA-PDAR1; y L. Myrmaecium rubricosum M1MtPpA-PDA 
(Modificado de Gutiérrez-Flores et al., 2020).
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and transport processes (Ramírez and Lacasaña, 
2001). Pesticides can be classified according to 
their use as insecticides, fungicides, herbicides, 
bactericides, etc.; They are also classified based on 
their chemical composition into organochlorines, 
organophosphates, carbamates, pyrethroids, 
bipyridyl compounds, inorganic salts, etc (Ferrer, 
2003; Serra et al., 2020). The excessive and 
irrational use of these chemical products is an 
important problem not only because their residual 
persistence in the environment and the resistance 
that pest organisms can generate against them, 
but also because they can get into human bodies 
through drinking water, air, soil, and indirectly, 
through the biological chain of food. This can 
cause several health problems, including genetic 
mutations, hormonal alterations and endocrine 
modifications (Tobón-Marulanda et al., 2010; Ortíz 
et al., 2014; Bravo et al., 2020).

Fungal control by chemical agents. Fungicides 
have been widely used to control fungi and 
are classified according to their characteristics, 
including their chemical or biological origin. 
Chemical fungicides have been applied as foliar 
sprays to control phytopathogenic fungi in forest 
species. In Mexico, fungicides used in forestry 
have also been used in agriculture. These include 
Azoxystrobin, Chlorothalonil, Fosetil-Al, 
Calcium Phosphite, Copper Phosphite, Potassium 
Phosphite, Mancozeb, Metalaxyl-Chlorothalonil, 
and Propiconazole (Table 2). These function as 
residual or contact protectants that control or 
prevent the spread of fungi to healthy hosts when 
applied correctly (Adusei-Fosu and Rolando, 
2018). Table 2 lists some fungicides with systemic 
action, Azoxystrobin (strobilurins), Fosetil-Al 
(organophosphate), Metalaxil (acylalanines), and 
Propiconazole (triazoles), as well as fungicides 
with protective and healing activity, Chlorothalonil 

geológicas, de la formulación y presentación del 
producto, formas de aplicación y procesos de trans-
porte (Ramírez y Lacasaña, 2001). Los plaguicidas, 
pueden clasificarse en función de su empleo como 
insecticidas, fungicidas, herbicidas, bactericidas, 
etc.; también se clasifican con base a su compo-
sición química en organoclorados, organofosfora-
dos, carbamatos, piretroides, compuestos bipiridí-
licos, sales inorgánicas, entre otros (Ferrer, 2003; 
Serra et al., 2020). La importancia del uso exce-
sivo e irracional de estos productos químicos, no 
solo radica en la residualidad de estos en el medio 
ambiente, resistencia que puede generar en las pla-
gas, sino, también porque puede llegar al hombre 
directamente a través del agua potable, aire, suelo, 
e indirectamente, a través de la cadena biológica 
de los alimentos con expresión de daños a la salud 
de la población, como mutaciones genéticas, alte-
raciones hormonales y modificaciones endócrinas 
(Tobón-Marulanda et al., 2010; Ortíz et al., 2014; 
Bravo et al., 2020).

Control fúngico por sustancias químicas. Los 
fungicidas se han utilizado ampliamente para el 
control de hongos, y son clasificados de acuerdo 
a las características de los productos, entre ellos, 
por su naturaleza como químicos y biológicos. Para 
el control de hongos fitopatógenos en especies fo-
restales, se han aplicado fungicidas químicos como 
aerosoles foliares. En México, los fungicidas que 
utilizan para los forestales también se encuentran 
documentados para uso agrícola como el Azoxys-
trobin, Clorotalonil, Fosetil-Al, Fosfito de Calcio, 
Fosfito de Cobre, Fosfito de Potasio, Mancozeb, 
Metalaxil-Clorotalonil y Propiconazol (Cuadro 2). 
Estos funcionan como protectantes, residuales o de 
contacto para controlar o prevenir la propagación 
de los hongos a hospederos sanos y proteger con-
tra nuevas infecciones si su aplicación es correcta 
(Adusei-Fosu y Rolando, 2018). En el Cuadro 2 se 
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(chloronitriles), and Mancozeb (dithiocarbamates), 
that must be applied before the fungal infection to 
prevent the development of new lesions (DEAQ, 
2022). It is important to know which fungi affect 
forest trees because there are many tree diseases 
that are natural (old age) and cyclical ecological 
phenomena, and most of them are untreatable with 
fungicides (Adusei-Fosu and Roland, 2018). 

Fungicides are classified as highly dangerous 
since they can cause harmful effects in humans such 
as contact dermatitis, chronic skin diseases, visual 
disturbances, and pulmonary edema, sometimes 
with lethal consequences. This is often the result 
of not complying with the criteria established by 
the United Nations Organization (UN) for the 
use and commercialization of fungicides (Speck-
Planche et al., 2012; FAO and WHO, 2016). Some 
fungicides authorized for use in Mexico by the 
Federal Commission for the Protection against 
Sanitary Risks (COFEPRIS) include Azoxystrobin, 
Chlorothalonil, Fosetil-Al, Mancozeb, Metalaxyl-
Chlorothalonil, and Propiconazole (COFEPRIS, 
2019). However, Chlorothalonil is on the list of 

mencionan algunos fungicidas que actúan de forma 
sistémica: Azoxystrobin (estrobilurinas), Fosetil-
Al (organofosforado), Metalaxil (acilalaninas) y 
Propiconazol (triazoles); o bien que actúan como 
fungicidas de protección y curación: Clorotalonil 
(cloronitrilos) y Mancozeb  (ditiocarbamatos) que 
deben aplicarse antes de la infección fúngica para 
evitar el desarrollo de nuevas lesiones (DEAQ, 
2022). Por otro lado, es importante conocer los 
hongos asociados a los forestales, ya que existen 
muchas enfermedades de los árboles como fenó-
menos ecológicos naturales (vejez en árboles) y cí-
clicos, y en su mayoría son intratables con el uso de 
fungicidas (Adusei-Fosu y Rolando, 2018). 

Los fungicidas están clasificados como alta-
mente peligrosos y pueden causar afectaciones en 
el ser humano como dermatitis de contacto, enfer-
medades crónicas de la piel, alteraciones visuales, 
edema pulmonar y daño letal; esto al no cumplir 
con los criterios establecidos por la Organización 
de las Naciones Unidas (ONU) para su uso y co-
mercialización (Speck-Planche et al., 2012; FAO 
y WHO, 2016). Algunos se encuentran autorizados 

Table 2. Main chemical fungicides recommended for forestry use in Mexico.
Cuadro 2. Principales fungicidas químicos recomendados para uso forestal en México.

Ingrediente activo: 
concentración (%) Actividadz Grupo

químico

Intervalo entre 
aplicaciones 

(días)

Dosis para 
uso forestal 

en 100 L

Azoxystrobin: (23) Sistémico, protector y curativo Estrobilurinas 7-14 0.20-0.40 L
Clorotalonil: (52-54) Protector y curativo Cloronitrilos 7-10 1.75-2.6 L
Fosetil-Al: (80) Sistémico Organofosforados 10-14 200-300 g
Fosfito de calcio: (25) Inductor de defensa, y aporta nutrientes Oxisal 7-14 0.25 L 
Fosfito de cobre: (40) Inductor de defensa, y aporta nutrientes Oxisal 20-25 0.25 L
Fosfito potásico: (70) Inductor de defensa, y aporta nutrientes Oxisal 7-10 0.250 L
Mancozeb: (30-80) Protector no sistémico Ditiocarbamatos 7-10 250-300 g
Metalaxil: (9), 
Clorotalonil: (72) Sistémico, protector y curativo Acilalaninas, 

Cloronitrilos 10-14 400-1000 g

Propiconazol: (26) Sistémico, protector y curativo Triazoles 7-10 0.5 L

zDictionary of Agrochemical Specialties (DEAQ, 2022); Federal Commission for the Protection against Sanitary Risks. / zDiccionario 
de Especialidades Agroquímicas (DEAQ, 2022); Comisión Federal para la Protección contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS, 2019). 
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extremely dangerous substances for human health 
(NJ Health, 2017) due to its carcinogenic properties 
and the fact that it is highly toxic to fauna, posing 
a serious environmental risk (Reglinski and Dick, 
2005; Ortíz et al., 2014). 

Unfortunately, there is a lack of information 
about the characterization and effective use of 
chemical fungicides in pine trees. Not enough is 
known about the physiological, biochemical and 
molecular modes of action of these products, the 
procedures that should be followed to avoid the 
development of resistance to chemical molecules 
in disease-causing agents, their effects on the soil 
microbiota, the application dose, or the time, place 
and methods with which to apply them (Adusei-
Fosu and Rolando, 2018). 

Fungal control by biological agents. Biological 
fungicides, also known as biofungicides (Heydari 
and Pessarakli, 2010; Liu et al., 2021) or biocontrol 
agents, are formulations developed from bacteria or 
fungi that are designed to control and/or eradicate 
pathogenic fungi. These products have been used 
as an alternative method to reduce the damage 
caused by pathogenic fungi while generating little 
or no environmental contamination and without 
generating resistance in the targeted fungi (Guédez 
et al., 2008; Heydari and Pessarakli, 2010).

The biological control of fungi and also involve 
the participation of an antagonist organism, an 
agent or a combination of biological agents that 
can interfere with the physiological processes of 
pathogenic parasites (Legrand et al., 2017). The 
efficient use of biological control agents affects 
various interactions between the biological control 
agent, the pathogen, the host, and the environment, 
among others. It can be effective in reducing 
the incidence of pathogenic fungi among forest 
populations (Figure 4).

por la Comisión Federal para la Protección contra 
Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) como: Azoxystro-
bin, Clorotalonil, Fosetil-Al, Mancozeb, Metalaxil-
Clorotalonil y Propiconazol (COFEPRIS, 2019). 
Sin embargo, el Clorotalonil se encuentra en la lista 
de substancias extremadamente peligrosas para la 
salud (NJ Health, 2017) ya que es carcinógeno, y 
de alta toxicidad para la fauna por lo que representa 
un riesgo ambiental (Reglinski y Dick, 2005; Ortíz 
et al., 2014). 

Desafortunadamente se carece de suficiente in-
formación sobre la identificación y el uso efectivo 
de los fungicidas químicos en árboles de pino. En-
tre estos, los modos de acción fisiológico, bioquí-
mico y molecular; así como los mecanismos para 
evitar el desarrollo de resistencia en los agentes 
causantes de enfermedades a las moléculas quími-
cas, efectos sobre la microbiota del suelo, dosis de 
aplicación, tiempo, lugar y métodos de aplicación 
de los fungicidas (Adusei-Fosu y Rolando, 2018). 

Control fúngico por agentes biológicos. Por otra 
parte, los fungicidas biológicos son formulacio-
nes desarrolladas a partir de bacterias u hongos, 
destinados al control y/o erradicación de hongos 
patógenos, conocidos también como biofungici-
das (Heydari y Pessarakli, 2010; Liu et al., 2021), 
o agentes de biocontrol. Estos productos se han 
utilizado como una alternativa para disminuir los 
daños  causantes por patógenos, con bajos o nulos 
problemas de contaminación ambiental y de gene-
rar resistencia en los hongos (Guédez et al., 2008; 
Heydari y Pessarakli, 2010). 

En el control biológico de hongos interviene 
otro organismo llamado antagonista, el cual es un 
agente o mezcla de agentes biológicos, con poten-
cial para interferir en cualquiera de los procesos 
vitales  fisiológicos del parasitismo de los patóge-
nos (Legrand et al., 2017). La eficiencia del uso 
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The interest in biological control has increased in 
recent decades due to its advantages over traditional 
fungal control methods (Table 3), mainly due to the 
indiscriminate use of chemical products, which 
has led pathogens to develop resistance (Gepp 
et al., 2012; Yang et al., 2019). The increasing 
commitment to environmental conservation has 
promoted the development of sustainable and 
comprehensive methods to reduce the excessive use 
of agrochemicals. Biological control agents have 
shown to be effective in reducing the inoculum load 
of the pathogen. Antagonist organisms are involved 
in different mechanisms that may act together 
against pathogens, such as competition for space 
and nutrients, parasitism, production of secondary 
metabolites (antibiotics, lytic enzymes and volatile 

de agentes de control biológico involucra diversas 
interacciones basadas en el sistema epidemiológi-
co entre el agente de control biológico, patógeno, 
hospedante, ambiente, entre otros; y en consecuen-
cia puede ser efectivo al reducir la incidencia del 
hongo en una población forestal (Figura 4).

El interés por el control biológico ha aumentado 
en las últimas décadas por las ventajas que tiene 
sobre los métodos tradicionales (Cuadro 3); debi-
do principalmente a que el uso indiscriminado de 
productos químicos ha ocasionado resistencia a los 
patógenos (Gepp et al., 2012; Yang et al., 2019). 
Actualmente, existe un mayor compromiso por la 
conservación del ambiente lo que ha promovido el 
desarrollo de prácticas sustentables e integrales con 
el fin de reducir el uso excesivo de los agroquímicos.

Figure 4. Interactions that play a role in biological control (Adaptado de Mora-Aguilera et al., 2017).
Figura 4. Interacciones involucradas en el control biológico (Adaptado de Mora-Aguilera et al., 2017).

 

Pinus spp.
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compounds), and induced systemic resistance in 
plants (Hernández-Lauzardo et al., 2007; Martínez 
et al., 2013). 

Some microorganisms secrete secondary 
metabolites that aid in biological control. These 
compounds are not directly involved in the growth, 
development or reproduction of pathogens, but 
can interfere indirectly with their growth and/or 
activities. An example of this metabolic action is 
the production of antibiotics. Some microorganisms 
produce and secrete one or more antibiotic 
compounds (Liu et al., 2021). The production of 
lytic enzymes that can hydrolyze a wide variety 
of polymeric compounds, such as chitin, proteins, 
cellulose, hemicellulose and DNA, is associated 
with the control of pathogens (Vargas-Hoyos and 
Gilchrist-Ramelli, 2015). 

Another biocontrol mechanism is 
mycoparasitism, in which the antagonist acts as a 
mycoparasite, with the pathogen as the host (Steyaert 
et al., 2003). An example of mycoparasitism 
(attack of a fungus by another fungus) is the genus 
Trichoderma, which is widely used as biological 
control agent (Alfiky and Weisskopf, 2021) against 
a variety of phytopathogenic fungi.

Es por ello, que se debe buscar efectividad de 
los agentes de control biológico para reducir la car-
ga de inoculo del patógeno. Estos antagonistas pue-
den tener varios mecanismos que actúan de manera 
conjunta; como la competencia por espacio y nu-
trientes, el parasitismo, producción de metabolitos 
secundarios (antibióticos, enzimas líticas y com-
puestos volátiles), y la resistencia sistémica indu-
cida en plantas (Hernández-Lauzardo et al., 2007; 
Martínez et al., 2013). 

Por otro lado, existen microorganismos que se-
cretan metabolitos secundarios que colaboran en el 
control biológico, estos compuestos no están direc-
tamente involucrados en su crecimiento, desarro-
llo o reproducción, pero pueden interferir con el 
crecimiento y/o actividades de algún patógeno. Un 
ejemplo de esta acción metabólica, es la producción 
de antibióticos; algunos microrganismos producen 
y secretan uno o más compuestos con antibióticos 
(Liu et al., 2021). Por otra parte, la producción de 
enzimas líticas que pueden hidrolizar una amplia 
variedad de compuestos poliméricos, como quitina, 
proteínas, celulosa, hemicelulosa y ADN, están re-
lacionados al control de patógenos (Vargas-Hoyos 
y Gilchrist-Ramelli, 2015). 

Table 3. Advantages and disadvantages of the use of biological control agents for fungal ma-
nagement.

Cuadro 3. Ventajas y desventajas del uso de agentes de control biológico para manejo de 
hongos.

Ventajas Desventajas

Mayor especificidad Ignorancia sobre el método
Baja resistencia de las plagas al control biológico Falta de apoyo económico
Sustitución parcial o total a los plaguicidas 
sintéticos de sustancias químicas Falta de personal especializado

Relación coste/beneficio mayor Antagonistas susceptibles a plaguicidas
Evita plagas secundarias No provee una supresión inmediata
Escasas intoxicaciones Poca investigación toxicológica
Amigable con el ambiente Sobrevivencia y adaptabilidad

Source: Guédez et al. (2008); Holmes et al. (2016).  /  Fuente: Guédez et al. (2008); Holmes et al. 
(2016).  /  Fuente: Guédez et al. (2008); Holmes et al. (2016).
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Pathogenic fungi can also be managed through 
induced systemic resistance (ISR), a promising 
non-chemical strategy for effective disease 
management (Meena et al., 2020). It is an infection-
activated plant response that is enhanced by plant 
growth-promoting rhizobacteria (PGPR) such as 
Azospirillum, Azotobacter, Gluconacetobacter, 
Pseudomonas, and Bacillus. These bacteria 
represent a biological alternative for pathogen 
control and ecosystem conservation (Choi et al., 
2014; Guo et al., 2015; Moreno-Reséndez et al., 
2018). However, the systemic resistance response 
can be limited by stress conditions affecting the 
plant such as water deficiency, causing alterations 
in the signals associated with the containment 
of the pathogen (Arango-Velez et al., 2016). In 
conifers, the systemic resistance response works 
through lignification induced by the inoculation of 
pathogens, as is the case with the fungi Sphaeropsis 
sapinea and Diplodia scrobiculata in Pinus nigra 
(Bonello and Blodgett, 2003; Blodgett et al., 2007).

Nutrient competition is another mechanism that 
can be used to control pathogenic fungi. It is a proven 
biocontrol method when the growth of antagonist 
organisms causes the depletion of nutrients and/or 
the invasion of the space available for pathogens, 
thereby reducing their growth rate and incidence 
(Guerrero-Prieto et al., 2011; van Lenteren et 
al., 2018). An example of this mechanism is the 
bacterium Serratia marcensces strain PWN146, 
isolated from Pinus pinaster specimens with 
wilting symptoms. The genome of this bacterium 
contains genes associated with the production of 
siderophores, heavy metal transporters that are 
involved in the sequestration and transport of 
iron. The genome also contains genes related to 
the biosynthesis of antibiotics, such as the igrB 
gene (gramicidin), tycC (tyrocidine), ppsDE 
(plipastatin), and srfAD (surfactin), enzymes that 
degrade the cell wall (Chitinase Class I) and a toxin 

Otro mecanismo de biocontrol es el micoparasi-
tismo, donde el antagonista actúa como micopará-
sito y el patógeno es el hospedero (Steyaert et al., 
2003). Ejemplo de micoparasitismo (ataque de un 
hongo por otro hongo), es el uso del género Tri-
choderma el cual es ampliamente utilizado como 
agente de control biológico (Alfiky y Weisskopf, 
2021) para una diversidad de hongos fitopatógenos.

Otra forma de manejar los patógenos, es la re-
sistencia sistémica inducida (RSI), es una de las es-
trategias no químicas prometedoras para el manejo 
efectivo de las enfermedades y es adquirida después 
de un estímulo (Meena et al., 2020). Esta respues-
ta es potenciada por rizobacterias promotoras del 
crecimiento vegetal (PGPR) como Azospirillum, 
Azotobacter, Gluconacetobacter, Pseudomonas y 
Bacillus durante la interacción planta-microorga-
nismo; y representan una alternativa biológica para 
el control de patógenos, y conservación de ecosis-
temas (Choi et al., 2014; Guo et al., 2015; Moreno-
Reséndez et al., 2018). Sin embargo, la respuesta 
sistémica se puede ver limitada por condiciones de 
estrés en la planta como la deficiencia hídrica; lo 
que provoca alteración en las señales involucradas 
en la contención de un patógeno (Arango-Velez et 
al., 2016). La respuesta sistémica en coníferas, a 
partir de la lignificación inducida, se ha documen-
tado como resultado de la inoculación de patóge-
nos como el hongo Sphaeropsis sapinea y Diplodia 
scrobiculata en Pinus nigra (Bonello y Blodgett, 
2003; Blodgett et al., 2007).

Otra manera de controlar a los hongos, es por 
competencia de nutrientes, probado como método 
de biocontrol cuando el crecimiento de los antago-
nistas genera el agotamiento de los nutrientes y/o 
la invasión del espacio disponible para los agentes 
patógenos y por lo tanto, reducen su tasa de cre-
cimiento y su incidencia (Guerrero-Prieto et al., 
2011; van Lenteren et al., 2018). Un ejemplo de este 
mecanismo es la bacteria Serratia marcensces cepa 
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with insecticide activity (cytolytic delta-endotoxin 
cyt1Aa type-1Aa) (Vicente et al., 2016).

The biological control of fungi is a method 
widely used in the agricultural sector. It has also 
been proposed for the management of forest 
diseases as an alternative to the use of chemical 
agents that can help conserve and recover forests 
that have been lost or degraded by disease. Table 4 
shows some examples of biological control agents 
against fungi affecting pine trees. The most widely 
studied biofungicides are species belonging to 
Trichoderma and Bacillus. 

Trichoderma. Biofungicides based on the genus 
Trichoderma are considered highly effective. They 

PWN146 aislada de Pinus pinaster con síntomas 
de marchitamiento, las secuencias de su genoma 
mostraron genes relacionados con la producción de 
sideróforos para el secuestro y transporte de hierro, 
transportadores de metales pesados, genes involu-
crados en la biosíntesis de antibióticos como el gen 
igrB de gramicidina, tycC de tirocidina, ppsDE de 
plipastatina, y srfAD de surfactina. Así, como enzi-
mas que degradan la pared celular (quitinasa Clase 
I) y una toxina para insectos (cyt1Aa de endotoxi-
na-delta citolítica tipo-1Aa) (Vicente et al., 2016).

El control biológico de hongos ha sido amplia-
mente utilizado en el sector agrícola, y se ha pro-
puesto también para el manejo de las enfermedades 

Table 4. Use of biological control agents for the control of fungi that cause diseases in Pinus spp.
Cuadro 4. Uso de agentes de control biológico para el control de hongos causantes de enfermedades en Pinus spp.

Agente de Biocontrol Patógeno Planta Aplicación Referencia

Hongos
a. Trichoderma
    T. harzianum Fusarium circinatum P. greggii Invernadero García-Díaz et al., 2019

    T. koningiopsis Fusarium oxysporum P. massoniana In vitro
Invernadero Yu y Luo, 2020

    T. harzianum
    T. polysporum Botrytis cinerea P. sylvestris In vitro

Vivero Capieau et al., 2004

    T. virens, T. atrobrunneum Armillaria spp. Robles y abetos In vitro
Campo Chen et al., 2019

b. Otro

Chaetomium, Alternaria F. circinatum

P. nigra
P. pinaster
P. pinea
P. radiata
P. sylvestris 

In vitro
Campo Martínez-Álvarez et al., 2016

Bacterias
a. Aneurinibacillus
    Aneurinibacillus migulanus Dothistroma septosporum P. contorta In vitro Alenezi et al., 2015
b. Bacillus

    B. pumilus Sphaeropsis sapinea P. massoniana In vitro
Invernadero Dai et al., 2021

    B. simplex Heterobasidion annosum
Armillaria mellea P. radiata In vitro

Invernadero Mesanza et al., 2016

F. circinatum P. radiata In vitro
Invernadero Iturritxa et al., 2017

    B. subtilis Fusarium sambucinum P. elliottii In vitro
Invernadero Maciel et al., 2014

F. circinatum P. taeda In vitro Soria et al., 2012
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work by producing enzymes (chitinases, b-1,3 
glucanases and proteases), antibiotics (6-pentyl-
a-pyrone), volatile compounds, siderophores, and 
acid indole-3-acetic acid. They also promote plant 
growth (Michel-Aceves et al., 2004; Infante et al., 
2009; Rios-Velasco et al., 2016; Ruiz-Cisneros 
et al., 2018; Illa et al., 2020; Yu and Luo, 2020). 
Another mechanism associated with Trichoderma 
involves chemotropism induced by the existence 
of a chemical gradient of amino acids and/
or sugars, recognition (physical interaction by 
specific binding to the host surface), penetration 
and finally, mycoparasitism of the host cell wall by 
the action of lytic enzymes. (Steyaert et al., 2003; 
Alfiky and Weisskopf, 2021). Some studies show 
that strains of Trichoderma sp. isolated from forest 
plants have the ability to biocontrol pathogenic 
fungi of the genus Armillaria, which causes root 
rot (Chen et al., 2019). Commercial products 
such as Binab® TF.WP, formulated with strains of 
Trichoderma harzianum and T. polysporum, have 
been used as fungicides and have been as effective 
as the chemical fungicide (tolylfluanine 50% p/p) 
recommended against Botrytis cinerea. They have 
also reduced needle damage in P. sylvestris by up to 
94% in growth chambers and by 57% under nursery 
conditions (Capieau et al., 2004). T. harzianum 
(PHC®) reduces the incidence of the disease caused 
by F. circinatum in P. greggii seedlings by up to 
22% (García-Díaz et al., 2019). T. koningiopsis 
inhibits the growth of F. oxysporum (in vitro) by up 
to 78.6% and decreases the incidence of the disease 
by 50% in P. massoniana while promoting seedling 
growth (Yu and Luo, 2020).

Bacillus. It is the most exploited bacterial 
genus for the production of biofungicides due 
to its versatility in terms of biological control 
mechanisms. Members of this genus can produce 
volatile compounds, antibiotics (bacillomycin, 
iturins, phenycins, fengycins, subtilins, 

forestales, como alternativa al combate químico 
para conservar y recuperar bosques que se han per-
dido o degradado por las enfermedades. Algunos 
ejemplos de agentes de control biológico de hongos 
en árboles de pino se muestran en el Cuadro 4, con 
los biofungicidas más estudiados que corresponden 
a Trichoderma y Bacillus principalmente. 

Trichoderma. Algunos biofungicidas están basados 
en el uso del género Trichoderma, y se consideran 
de alta efectividad al producir enzimas (quitinasas, 
b-1,3 glucanasas y proteasas), antibióticos (6-pen-
til-a-pirone), compuestos volátiles, sideróforos, 
ácido indol-3-acetico; y promover el crecimiento 
vegetal (Michel-Aceves et al., 2004; Infante et al., 
2009; Rios-Velasco et al., 2016; Ruiz-Cisneros et 
al., 2018; Illa et al., 2020; Yu y Luo, 2020). Otro de 
sus mecanismos implica un quimiotropismo oca-
sionado por un gradiente químico de aminoácidos 
y/o azúcares, reconocimiento (interacción física 
por uniones específicos de superficie del huésped), 
penetración y finalmente, el micoparasitismo de la 
pared celular del huésped por la acción de enzimas 
líticas (Steyaert et al., 2003; Alfiky y Weisskopf, 
2021). Algunas investigaciones demuestran que 
cepas de Trichoderma sp. aisladas del bosque, tie-
nen la capacidad de biocontrolar hongos patógenos 
del género Armillaria, que causa podredumbre en 
la raíz de árboles forestales (Chen et al., 2019). Se 
han utilizado productos comerciales como Binab® 
TF.WP formulado por cepas de Trichoderma har-
zianum y Trichoderma polysporum, igual de efec-
tivo que el fungicida químico recomendado (tolil-
fluanina 50% p/p) contra Botrytis cinerea, también 
reduce el daño en acículas hasta 94% en cámaras 
de crecimiento y 57% bajo condiciones de vivero 
en P. sylvestris (Capieau et al., 2004). T. harzianum 
de PHC®, reduce hasta el 22% la incidencia de la 
enfermedad ocasionada por F. circinatum en plán-
tulas de P. greggii (García-Díaz et al., 2019); y T. 
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surfactins), lytic enzymes (chitinases and b-1,3-
glucanases), siderophores (Bacillibactin), and 
toxins (d-endotoxins). They also have the ability 
to promote plant growth (Villarreal-Delgado et 
al., 2017; Jiménez-Delgadillo et al., 2018; Kang 
et al., 2019; Ocegueda-Reyes et al., 2020; Dai et 
al., 2021). Some studies have shown that these 
bacteria can induce a systemic resistance response 
in plants by eliciting molecules (lipopeptides, 
phytohormones, and volatile compounds). They 
also activate the synthesis of salicylic acid, 
ethylene, jasmonic acid and abscisic acid, which 
regulate the defense system of different crop plants 
(Villarreal-Delgado et al., 2017; Vinod and Sabah, 
2018). B. subtilis has demonstrated its ability to 
control fungi, inhibiting up to 18.7% of the in vitro 
growth of F. sambucinum, and providing greater 
vigor and growth to P. elliottii seedlings (Maciel 
et al., 2014). The secondary metabolites produced 
by B. subtilis represent an efficient fungicide 
alternative. They inhibit 50% of the growth of 
F. circinatum isolated from P. taeda (Soria et 
al., 2012). Biocontrol methods have managed 
to reduce the high incidence and severity of F. 
circinatum infection in P. radiata and P. muricata 
(Gordon et al., 2006). In addition, B. simplex is 
capable of biocontrolling Heterobasidion annosum 
and Armillaria mellea in vitro. It also reduces by 
55% the infection incidence of H. annosum and 
by 46.9% the infection incidence of A. mellea in 
P. radiata seedlings (Mesanza et al., 2016). B. 
simplex also has antagonistic activity against F. 
circinatum (17%) in vitro and reduces P. radiata 
lesions by up to 22% in two-year-old trees grown 
in greenhouses (Iturritxa et al., 2017). B. pumilus 
isolated from P. massoniana can biocontrol 85% of 
the damage caused by Sphaeropsis sapinea in vitro 
and 90% under greenhouse conditions due to the 
production of secondary metabolites that damage 
the mycelium and delay spore germination (Dai et 
al., 2021). 

koningiopsis inhibe hasta 78.6% el crecimiento de 
F. oxysporum (in vitro) además, disminuye al 50% 
la incidencia de la enfermedad y promueve el cre-
cimiento de plántulas de P. massoniana (Yu y Luo, 
2020).

Bacillus. Es el género bacteriano más explotado 
para la producción de biofungicidas debido a su 
versatilidad de mecanismos de control biológico, 
como la producción de compuestos volátiles, an-
tibióticos (bacilomicina, iturinas, fenicinas, fen-
gicinas, subtilinas, surfactinas), enzimas líticas 
(quitinasas y b-1,3-glucanasas), sideróforos (Baci-
llibactina), toxinas (d-endotoxinas); además de la 
capacidad de promoción del crecimiento vegetal 
(Villarreal-Delgado et al., 2017; Jiménez-Delgadi-
llo et al., 2018; Kang et al., 2019; Ocegueda-Reyes 
et al., 2020; Dai et al., 2021). Algunos estudios 
han demostrado que estas bacterias, pueden inducir 
respuesta sistémica en plantas por moléculas eli-
citoras (lipopéptidos, fitohormonas y compuestos 
volátiles), y activa la síntesis de ácido salicílico, 
etileno, ácido jasmónico y ácido abscísico que re-
gulan el sistema de defensa de diferentes cultivos 
agrícolas (Villarreal-Delgado et al., 2017; Vinod y 
Sabah, 2018). B. subtilis ha demostrado su capaci-
dad como control de hongos, inhibe hasta 18.7% 
el crecimiento in vitro de F. sambucinum, y pro-
porciona mayor vigor y crecimiento a las plántulas 
de P. elliottii (Maciel et al., 2014). Los metabolitos 
secundarios producidos por B. subtilis representan 
una alternativa, ya que inhiben 50% el crecimiento 
de F. circinatum aislado de P. taeda (Soria et al., 
2012). El biocontrol ha logrado disminuir la alta 
incidencia y severidad de la infección por F. cir-
cinatum en P. radiata y P. muricata (Gordon et 
al., 2006). Además, B. simplex a nivel in vitro es 
capaz de biocontrolar a Heterobasidion annosum 
y Armillaria mellea, también reduce la incidencia 
de infección al 55% de H. annosum y 46.9% de A. 
mellea en plántulas de P. radiata (Mesanza et al., 
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CONCLUSIONS

Pine forests are ecosystems of great importance 
due to the ecological, economic, and social benefits 
they provide. The global forest biomass has been 
reduced by several factors such as excessive 
logging and the conversion of forests into 
agricultural or residential areas. In addition, forests 
face biotic problems such as fungal diseases that 
spread through natural and anthropogenic factors. 
Therefore, it is important to have a comprehensive 
understanding of the various fungi that have been 
reported to infect pine species (Alternaria, Botrytis, 
Ceratocystis, Cylindrocarpon, Cronartium, 
Curvularia, Daldinia, Diplodia, Dothistroma, 
Fusarium, Meria, Mycosphaerella, Lecanosticta, 
Lophodermium, Phytophthora, Pythium, and 
Rhizoctonia, among others). It is also important 
to know the different factors involved in plant 
fungal infections, such as the host, environmental 
conditions, management, and anthropogenic 
influences.

In Mexico, the forestry sector has made 
excessive use of chemical products to control 
fungi; however, these products are registered for 
agricultural and non-forestry use. Given the recent 
interest in reducing the use of agrochemicals, the 
use of biological control agents is promoted as a 
friendly alternative for the recovery of forests with 
no negative ecological impact. These products can 
be implemented in urban areas since they pose be 
no danger to people or animals that interact with 
forests.

The information documented in the present 
work shows that Trichoderma sp. and Bacillus sp. 
are the most studied biofungicides associated with 
Pinus spp. The use of these agents helps maintain 
and conserve forest resources. Further research 
is needed to promote the use, management and 
conservation of forests with biological methods 
that allow to control phytopathogenic species.

2016). B. simplex in vitro también presenta activi-
dad antagónica en F. circinatum (17%), y disminu-
ye hasta 22% las lesiones en árboles de dos años 
de P. radiata a nivel invernadero (Iturritxa et al., 
2017). Por otro lado, B. pumilus aislada de P. mas-
soniana puede biocontrolar el 85% de la afectación 
causada por Sphaeropsis sapinea a nivel in vitro y 
90% bajo condiciones de invernadero, debido a la 
producción de metabolitos secundarios que dañan 
al micelio y retrasan la germinación de esporas 
(Dai et al., 2021). 

CONCLUSIONES

Los bosques de pino son ecosistemas de gran 
importancia por los beneficios ecológicos, econó-
micos, y sociales que nos brindan; sin embargo, se 
ha reducido esta biomasa boscosa por varios facto-
res como la tala inmoderada, la conversión de bos-
ques en áreas agrícolas o habitacionales. Adicio-
nalmente, los bosques se enfrentan ante problemas 
de tipo biótico como enfermedades fúngicas que se 
propagan a través de factores naturales y antrópi-
cos. Por ello, es importante tener una comprensión 
integral de los diversos hongos que se han reporta-
do en especies de pino (Alternaria, Botrytis, Cera-
tocystis, Cylindrocarpon, Cronartium, Curvularia, 
Daldinia, Diplodia, Dothistroma, Fusarium, Me-
ria, Mycosphaerlla, Lecanosticta, Lophodermium, 
Phytophthora, Pythium, Rhizoctonia, entre otros) 
como causantes de enfermedades; conocer los di-
ferentes factores que interaccionan en este sistema 
como el hospedero, las condiciones ambientales, 
manejo, así como la influencia antropogénica del 
hombre sobre la incidencia y severidad de estos 
hongos. 

En México el sector forestal ha usado de forma 
excesiva los productos químicos para el control de 
hongos, no obstante, estos productos tienen registro 
para uso agrícola y no forestal. Ante la preocupación 
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Abstract. The incidence of maize monkey´s hand 
disease was determined in nine states of the Mexican 
Republic. The evaluation sites were georeferenced, 
and incidence was estimated along with the farmers 
to determinate the identity of the germplasm used. 
Monkey´s hand was found affecting maize plants in 
localities of the States of Puebla with an incidence 
of 24%, Hidalgo (17.05%), Morelos (11.7%), 
Chiapas (7.28%), Tlaxcala (7.0%), Oaxaca (6.5%), 
Veracruz (6.3%), Mexico (6.2%), and Jalisco 
(3.0%). Data showed a low but positive correlation 

Incidence of monkey´s hand in maize germplasm from 
different locations in Mexico

Incidencia de la mano de chango en germoplasma de maíz 
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Resumen. El objetivo de esta investigación, fue 
determinar la incidencia y distribución de la enfer-
medad mano de chango en maíz en nueve estados 
de la República Mexicana (Tlaxcala, Puebla, Edo. 
de México, Hidalgo, Veracruz, Morelos, Oaxa-
ca, Chiapas y Jalisco). Los sitios de evaluación 
se georreferenciaron, se estimó la incidencia y se 
realizó una encuesta con los productores para de-
terminar la identidad del germoplasma utilizado. 
La mano de chango se encontró afectando plantas 
de maíz en localidades de los estados de Puebla 
con incidencia de 24%, Hidalgo (17.05%), Mo-
relos (11.7%), Chiapas (7.28%), Tlaxcala (7.0%), 
Oaxaca (6.5%), Veracruz (6.3%), Edo. de México 
(6.2%), y Jalisco (3.0%). Los datos mostraron una 
correlación baja, pero positiva (r=0.30) entre la al-
titud y la incidencia. Observaciones indicaron que 
el germoplasma nativo es más susceptible a la en-
fermedad que el mejorado.

Palabras clave: Proliferación de mazorcas, enfer-
medades de maíz, “bouquet ears”.
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(r= 0.30) between altitude and incidence. Native 
germplasm is more susceptible to the monkey´s 
hand disease than improved germplasm.

Key words: monkey’s hand, maize diseases, 
bouquet ears.

Since 1997, maize cultivation has ranked first in 
planted area and production worldwide (CIMMYT, 
2019). In 2021, 8.5 M ha were planted in Mexico 
with a per capita consumption of 297 kg. Despite 
the national importance of maize, the average 
national production is 3.47 t ha-1, lower than the 
world average of 5.38 t ha-1 and well below that of 
the United States of America, which produces an 
average of 10.96 t ha-1 (CIMMYT, 2019). Mexico 
is one of the major importers of maize. In the 
1980s, it imported 3 Mt, an amount that increased 
to 5 Mt in 2000 (Reyes-Santiago et al., 2022). A 
record of more than 17 M t were imported in 2018 
(CEDRSSA, 2019) and more than 16 M t in 2020 
(SIAVI, 2021). In 2021, Mexico used more than 
US $5000 000 to purchase white and yellow maize 
(GCMA, 2022).

One of the several maize diseases includes the 
Multiple Ears on Same Shank syndrome (Bonnet, 
1966), known as MESS (Nielsen, 1999), or Bouquet 
Ears (Nielsen, 2014). There are only a few reports 
of this condition, all from recent years, due its low 
incidence and importance (Ortez et al., 2022). 
Moreover, its etiology has not been determined yet 
(Elmore and Abendroth, 2006; Ciampitti, 2014; 
Thomison and Geyer, 2015; Moghadam et al., 
2022).

In Mexico, in 1991, an abnormality 
was recorded in maize plants involving the 
development of multiple ears from the main one. 
Cruz (1991) called it “maize’s little hand” (manita 
del maiz), while Hernández (1993) ruled it out as 

Desde 1997, el cultivo de maíz ocupa el primer 
lugar en la superficie y producción a nivel mundial 
(CIMMYT, 2019). En 2021, en México se sembra-
ron 8.5 M ha y su consumo per cápita fue de 297 
kg. Pese a la importancia nacional, se tiene una me-
dia de producción nacional  de 3.47 t ha-1, inferior 
al promedio mundial de 5.38 t ha-1 y muy abajo del 
de Estados Unidos de Norteamérica con una media 
de 10.96 t ha-1 (CIMMYT, 2019). México es uno de 
los grandes importadores del cereal, puesto que en 
los 80s se importaban 3 Mt  de maíz, ésta cantidad 
se incrementó a 5 Mt en el 2000 (Reyes-Santiago 
et al., 2022). Fue en 2018 cuando se registraron 
compras históricas mayores a 17 M t (CEDRSSA, 
2019) que se ha mantenido en más de 16 M t en 
2020 (SIAVI, 2021), representando en 2021 más de 
$5000 M USD involucrados en compras maíz blan-
co y amarillo (GCMA, 2022).

Dentro del complejo de enfermedades del maíz, 
existe un síntoma de producción múltiple de jilotes 
(Bonnet, 1966), denominada como MESS (“Mul-
tiple Ears on Same Shank”) (Nielsen, 1999), o 
“Bouquet ears” (Nielsen, 2014), de la que existen 
pocos reportes debido a los bajos niveles de inci-
dencia e importancia que se presentaron en los úl-
timos años (Ortez et al., 2022) y cuya etiología no 
ha sido determinada (Elmore y Abendroth, 2006; 
Ciampitti, 2014; Thomison y Geyer, 2015;  Mogha-
dam et al., 2022).

En México, en 1991, se documentó un síntoma 
en plantas de maíz que desarrollaban mazorcas múl-
tiples a partir de la principal, a la que Cruz (1991) 
llamó “manita del maíz”, y Hernández (1993) des-
cartó como enfermedad importante. Aguilar y Mo-
lina (1996), determinaron una correlación entre el 
uso de semillas procedentes de plantas sintomáticas 
con la incidencia de este problema y descartaron 
que la aplicación de fungicidas redujera los sínto-
mas. En 2010, en un estudio realizado en Veracruz, 
México, se reportó el síntoma de producción múl-
tiple de jilotes asociado al fitoplasma “maize bushy 
stunt” (Alcántara-Mendoza et al., 2010). Márquez-
Diego et al. (2021) indicaron que los productores 
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an important disease. Aguilar and Molina (1996) 
determined a correlation between the use of seeds 
from symptomatic plants and the incidence of 
this condition, ruling out that the application of 
fungicides could reduce the symptoms. In 2010, 
in a study carried out in Veracruz, Mexico, the 
symptom of multiple maize ears was reported in 
association with the phytoplasma “maize bushy 
stunt” (Alcántara-Mendoza et al., 2010). Marquez-
Diego et al. (2021) indicated that producers call 
this condition “monkey´s hand” (Figure 1) and 
determined that plants with this symptom show a 
decrease in grain yield ranging from 20 and 86%, 
depending on the germplasm evaluated. Singh 
and Pooja (2008) also argued that the incidence 
of this condition depends on the genetic material. 
Ortiz et al. (2022) found that plants with these 
symptoms lose between 30 and 90% of their grain. 
The present study aimed to determine the incidence 
and distribution of maize plants with symptoms 
of monkey´s hand at different altitudes and for 
different germplasms used by farmers.

The study was conducted in nine states of the 
Mexican Republic, including Tlaxcala, Puebla, 
State of Mexico, Hidalgo, Veracruz, Morelos, 
Oaxaca, Chiapas and Jalisco, during the 2021 
autumn - winter season. Commercial plots of 
maize in stage R1 (Ritchie et al., 1986) or later, 
were selected. Producers were interviewed to 
learn about the germplasm they had used. In each 
locality, the geographic coordinates, meters above 
sea level (masl), genetic material and incidence of 
the monkey´s hand symptom were determined in 
100 plants in each of four rows in the center of the 
plot. The incidence per plot was estimated from 
four repetitions of 100 plants in each of the plots, 
using the formula:

I (%)= n/N *100

conocen a este problema como “mano de chango” 
(Figura 1) y determinaron que plantas con éste sín-
toma tienen una disminución de rendimiento de 
grano entre 20 y 86%, dependiendo del material 
genético utilizado. Singh y Pooja (2008) también 
sostienen que la incidencia es dependiente del ma-
terial genético. Ortez et al. (2022) encontraron que 
plantas con síntomas presentan pérdidas de grano 
que varían de 30 a 90%. El objetivo del presente 
trabajo fue determinar la incidencia y distribución 
de plantas de maíz con síntoma de mano de chan-
go en diferentes altitudes y germoplasma sembrado 
por los agricultores.

El estudio se realizó en nueve estados de la 
República Mexicana, incluyendo Tlaxcala, Pue-
bla, Edo. de México, Hidalgo, Veracruz, Morelos, 

Figure 1. Symptom associated with ‘monkey´s hand’ in 
maize ears.

Figura 1. Síntoma asociado a ‘mano de chango’ en jilote de 
maíz.
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Where: I=incidence, n= number of plants with 
symptoms, N= total plants evaluated.

The incidence of the disease was associated with 
altitude (masl) using the covariance and correlation 
test. The incidence between native varieties and 
improved varieties was compared. The differences 
between the sampled states were compared using 
the Kruskal-Wallis test due to the abnormality of 
the data.

In studies carried out in India, Singh and Pooja 
(2010) reported that the “bouquet ears” disease had 
increased both in distribution and incidence. This 
information coincides with reports from farmers 
about a significant decrease in yield associated with 
the disease. In Mexico, initial reports described it 
as a symptom of little economic importance (Cruz, 
1991; Hernández, 1993; Aguilar and Molina, 
1996). However, Márquez et al. (2021) documented 
losses of up to 86% in plants with symptoms (with 
variations according to the genetic background) in 
the Mezquital region, in the state of Hidalgo. The 
data collected in the present study showed a similar 
behavior (Table 1). It was observed that, in 72 of the 
74 localities sampled in the country, the incidence 
of symptoms indicated that the monkey’s hand was 
distributed in all the sampled states. Only the hybrid 
Aspros Gladiador and the native variety in Tlaxcala 
and Ciudad Mendoza, Veracruz, respectively, did 
not show symptoms of deformation. 

Elmore and Abendroth (2006), Alcántara-
Mendoza et al. (2010) Thomison (2015), Sravani 
et al. (2021), Márquez-Diego et al. (2021), and 
Moghadam et al. (2022) reported that the incidence 
of this disease depends on the germplasm used. 
In the present study, the native varieties showed 
a higher incidence of monkey´s hand symptom, 
with a mean of 12.06a, than the improved varieties, 
with 7.53b (χ² = 0.0367) (Table 2). Variations in 
incidence were observed in the different states 

Oaxaca, Chiapas y Jalisco, durante la época otoño 
– invierno 2021. Se seleccionaron parcelas comer-
ciales de maíz en etapa R1 (Ritchie et al., 1986) o 
posterior. Se hicieron entrevistas a los productores 
para conocer el germoplasma que habían utilizado. 
En cada localidad se determinaron las coordenadas 
geográficas, metros sobre el nivel del mar (msnm), 
material genético e incidencia del síntoma mano de 
chango en 100 plantas en cada uno de cuatro sur-
cos en la parte central de la parcela. Para estimar la 
incidencia por parcela se utilizaron las cuatro repe-
ticiones de 100 plantas en cada una de las parcelas 
usando la fórmula:

I (%)= n/N *100

Donde: I=incidencia, n= cantidad de plantas con 
síntomas, N= total de plantas evaluadas.

La incidencia de la enfermedad se asoció con la 
altitud (msnm) mediante la prueba de covarianza y 
correlación. La incidencia en las variedades nativas 
se comparó con las variedades mejoradas. Las di-
ferencias entre las entidades federativas muestrea-
das se compararon mediante la prueba de Kruskal-
Wallis debido a la anormalidad de los datos.

Singh y Pooja (2010), en estudios realizados en 
India, indican que la enfermedad “bouquet ears” ha 
incrementado tanto en distribución como en inci-
dencia. Esta información coincide con reportes de 
agricultores sobre una importante disminución de 
rendimiento asociado a la enfermedad. En México, 
reportes iniciales la colocaban como un síntoma de 
poca importancia económica (Cruz, 1991; Hernán-
dez, 1993; Aguilar y Molina, 1996). Sin embargo, 
Márquez et al. (2021) documentaron pérdidas en 
la región del Mezquital, en Hidalgo, de hasta 86% 
en plantas con síntomas que variaban de acuerdo al 
material genético. Datos colectados en el presente 
estudio muestran un comportamiento similar (Cua-
dro 1). Se observó que, en 72 de las 74 localidades 
muestreadas del país, la incidencia de síntomas in-
dicó que la mano de chango se encuentra distribuida 
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Table 1. Incidence of ‘monkey’s hand’ symptoms in maize plants in different locations in Mexico.
Cuadro 1. Incidencia con síntomas de ‘mano de chango’ en plantas de maíz en diferentes localidades muestreados en México.

Estado         Localidad Coordenadas Msnm Germoplasma *a Incidencia*b

Tlaxcala La Venta 19°33’28.2”N 98°42’16.4”W 2785 Nativo morado 12.5
La Venta 19°33’56.5”N 98°41’04.2”W 2780 Nativo 13.0
Calpulalpan 19°35’05.7”N 98°37’44.9”W 2618 Trébol amarillo 0.25
San Felipe Sultepec 19°35’19.8”N 98°37’02.2”W 2600 Nativo 11.25
Calpulalpan 19°35’35.7”N 98°35’26.2”W 2620 Nativo 4.0
Calpulalpan 19°36’30.9”N 98°33’37.8”W 2600 Nativo morado 16.5
Tlaxco 19°37’11.3”N 98°07’44.8”W 2550 Local 0.5
Tlaxco 19°36’16.7”N 98°09’10.0”W 2500 Aspros Gladiador 0
Tetlán de Solidaridad 19°28’35.4”N 98°02’55.5”W 2400 Asgrow H48 5.75

Hidalgo Emiliano Zapata 19°40’05.8”N 98°33’01.3”W 2500 Nativo 9.5
Tlanalapa 19°49’40.3”N 98°35’26.2”W 2450 Cacahuacintle amarillo 21.75
Singuilucan 19°56’06.0”N 98°33’34.5”W 2580 Nativo 23.5
Cinta larga 20°11’20.7”N 99°13’25.9”W 2005 Nativo 14.0
Cinta larga 20°11’20.7”N 99°13’25.9”W 2005 Aspros Hc8 16.5

Puebla Chignahuapan 19°49’20.9”N 98°01’32.9”W 2670 Nativo 22.0
Chignahuapan 19°47’06.4”N 98°02’20.7”W 2670 Nativo 12.75
Camino Chignahuapan- 
Tlaxco 19°44’54.8”N 98°03’26.0”W 2300 Asgrow Rinoceronte 6.00

San José Chiapa 19°14’11.3”N 97°44’52.4”W 2380 Asgrow H48 39.75
Sierra de Soltepec 19°06’00.9”N 97°40’03.5”W 2355 Nativo 36.25
Cerca de Nicolás Bravo 18°40’05.9”N 97°22’15.1”W 2620 Híbrido 3.75
Cañada de Morelos 18°44’46.1”N 97°24’59.3”W 2323 Nativo 42.25
Palmar de Bravo 18°50’19.0”N 97°31’15.8”W 2199 Nativo 30.0

Morelos Ayala 18°46’23.6”N 98°53’48.7”W 1147 Antílope 2.0
Tlayecac 18°45’24.1”N 98°52’16.7”W 1360 Nativo 7.75
Jantetelco 18°44’33.3”N 98°50’10.4”W 1436 Asgrow Berrendo 24.25
Jantetelco 18°43’17.1”N 98°50’58.4”W 1430 Unisem Ares 0.75
Yecapixtla 18°53’26.0”N 98°52’51.3”W 1500 Dekalb 2037 27.5
Atlahuacán 18°57’47.2”N 98°52’22.2”W 1610 Brevant B3916 8.0

Oaxaca Tuxtepec 18°08’29.8”N 96°10’59.9”W 20 Nativo 11.5
Tuxtepec 18°08’06.9”N 96°10’59.9”W 35 Nativo 3.5
San juan bautista 18°08’04.3”N 96°10’57.5”W 20 Papaloapan 4.5

Jalisco Autlán de Navarro 19°45’16.6”N 104°21’43.1”W 900 Asgrow 7573 2.0
Autlán de Navarro 19°45’16.6”N 104°21’43.1”W 900 Asgrow 7573 3.0
Unión de Tula 19°58’45.7”N 104°15’40.4”W 1349 Asgrow 7573 4.25

Veracruz Rancho viejo 18°47’02.2”N 97°12’22.0”W 1260 Nativo 20.75
Nueva Rosita 18°47’47.7”N 97°11’35.6”W 1320 Xalapeño 0.5
Cd. Mendoza 18°48’53.9”N 97°10’51.2”W 1280 Nativo 0
Emiliano Zapata 18°43’56.2”N 97°16’31.4”W 1630 Poncho 12.5
Cosamaloapan de Carpio 18°09’01.5”N 96°10’29.5”W 10 Nativo 9.25
Cosamaloapan de Carpio 18°08’45.3”N 96°10’31.0”W 15 Nativo 11.5
Cosamaloapan de Carpio 18°08’44.7”N 96°10’27.8”W 10 Nativo 2.25
Cosamaloapan de Carpio 18°08’43.6”N 96°10’29.2”W 10 Nativo 0.25
Cosamaloapan de Carpio 18°08’33.8”N 96°10’30.6”W 10 Papaloapan 6.25
Cosamaloapan de Carpio 18°08’44.1”N 96°09’42.6”W 20 Papaloapan 10.75
Cosamaloapan de Carpio 18°08’45.0”N 96°09’44.9”W 20 H-520 3.5
Cosamaloapan de Carpio 18°09’00.0”N 96°09’45.0”W 10 Nativo 3.75
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Table 1 (Cont.). Incidence of ‘monkey’s hand’ symptoms in maize plants in different locations in Mexico.
Cuadro 1 (Cont.). Incidencia con síntomas de ‘mano de chango’ en plantas de maíz en diferentes localidades muestreados 

en México.

Estado         Localidad     Coordenadas Msnm     Germoplasma *a  Incidencia*b

Cosamaloapan de Carpio 18°08’43.4”N 96°10’33.3”W 10 Nativo 5.5
Cosamaloapan de Carpio 18°08’43.4”N 96°10’33.3”W 10 Nativo 5.5
Cosamaloapan de Carpio 18°08’43.4”N 96°10’33.3”W 10 Nativo 5.5
Cosamaloapan de Carpio 18°08’43.4”N 96°10’33.3”W 10 Nativo 5.5

Chiapas Siltepec 15°27’42.0”N 92°23’29.5”W 790 Christian 10.25
Motozintla 15°25’22.8”N 92°21’22.9”W 830 Dekalb 7500 15.0
Motozintla 15°25’33.0”N 92°21’50.9”W 866 Pioneer 15.75
Motozintla 15°26’06.6”N 92°21’48.8”W 879 Nativo 2.25
Siltepec 15°27’26.3”N 92°22’58.5”W 986 Híbrido amarillo 0.5
Siltepec 15°27’26.3”N 92°22’58.5”W 986 Pioneer 1.75
Siltepec 15°27’26.3”N 92°22’58.5”W 987 Christian 5.0
Siltepec 15°26’40.5”N 92°22’30.5”W 1056 Pioneer 5.0
Montecristo de Guerrero 15°39’00.0”N 92°43’12.0”W 1215 Nativo 5.5
El Nominado 15°36’00.0”N 92°43’12.0”W 1215 Pioneer 0.75
El Nominado 15°36’00.0”N 92°43’12.0”W 1223 Pioneer 16.75
El Nominado 15°36’00.0”N 92°43’12.0”W 1223 Jarocho 9.75
Motozintla 15°23’34.5”N 92°25’50.6”W 1226 Nativo 12.75
Motozintla 15°23’29.6”N 92°24’18.1”W 1250 Nativo 3.5
Motozintla 15°25’11.1”N 92°23’01.9”W 1343 Pioneer 4.75

Edo. de 
México Colpos 19°28’06.6”N 98°54’03.5”W 2250 MO19:15# Bco (Colpos) 3.5

Colpos 19°28’06.6”N 98°54’03.5”W 2250 MO19:19+2# Bco 
(Colpos) 0.75

Colpos 19°28’06.6”N 98°54’03.5”W 2250 MO19:Elvia 3 TSR# Bco 
(Colpos) 5.25

Colpos 19°28’06.6”N 98°54’03.5”W 2250 MO19:11# Amar. (Colpos) 0.5

Colpos 19°28’06.6”N 98°54’03.5”W 2250 MO19:CP-Vero1 Bco 
(Colpos) 5.0

Colpos 19°28’06.6”N 98°54’03.5”W 2250 MO19:CP Hilda 2 Amar. 
(Colpos) 1.0

Chapingo 19°29’30.5”N 98°52’30.7”W 2250 Mejorado 7.0
Chapingo 19°29’30.5”N 98°52’30.7”W 2250 Mejorado 16.0
Tepetlixpa 19°00’57.9”N 98°49’49.8”W 2330 Nativo 17.0

*a According to the interview with the owner of the plot. *b Average of four replications.  /  *a De acuerdo con la entrevista con el 
dueño de la parcela. *b Promedio de cuatro repeticiones.

Table 2. Covariance of altitude variables (masl) and incidence of monkey 
hand disease in maize.

Cuadro 2. Covarianza de las variables de altitud (msnm) e incidencia de la 
enfermedad mano de chango en maíz.

Variables R p-value Significancia

Correlación Msnm – incidencia 
(Spearman) = 0.3038984

Covarianza: 2716.052

27.03% 0.01984 *
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sampled. The most affected states were: Puebla, 
with a percentage greater than 24a, Hidalgo (17ab) 
and Morelos (11.7b). The states with the lowest 
incidence were Chiapas (7.2b), Tlaxcala (7.0b), 
Oaxaca (6.5b), Veracruz (6.3b), State of Mexico 
(6.2b), and Jalisco with 3.0b % (DMS 5 %: 4.537).

The covariance has a positive value (Table 2) 
and the correlation a percentage of 30.38, indicating 
a direct correlation. As the altitude of the location 
increased, the incidence tended to increase (Figure 
2).

The results showed that monkey´s hand was 
found in all the states evaluated, with Puebla 
having the highest incidence (24 %). The native 
varieties were more susceptible to the disease 
than the improved ones. The different altitudes of 
the localities did not influence the incidence of 
monkey´s hand.

en todos los estados muestreados. Solamente el 
híbrido Aspros Gladiador y la variedad nativa en 
Tlaxcala y Ciudad Mendoza, Veracruz, respectiva-
mente, no mostraron síntomas de la deformación. 

Elmore y Abendroth (2006), Alcántara-Men-
doza et al. (2010) Thomison (2015), Sravani et al. 
(2021), Márquez-Diego et al. (2021), Moghadam 
et al. (2022) reportaron que la incidencia es depen-
diente del germoplasma utilizado. En la presente 
investigación, las variedades nativas presentaron 
mayor incidencia del síntoma de mano de chango 
con una media de 12.06a, que las variedades me-
joradas con 7.53b (χ² = 0.0367) (Cuadro 2). Se ob-
servaron variaciones en incidencia en los diferentes 
estados muestreados. Los estados más afectados 
fueron: Puebla, con un porcentaje mayor a 24a, 
Hidalgo (17ab) y Morelos (11.7ab), y los de me-
nor incidencia en Chiapas (7.2b), Tlaxcala (7.0b), 
Oaxaca (6.5b), Veracruz (6.3b), Estado de México 
(6.2b) y Jalisco con 3.0b% (DMS 5%: 4.537).

Figure 2. Correlation between the variables of altitude (masl) and the incidence of monkey´s hand disease in maize.
Figura 2. Correlación entre las variables de altitud (msnm) y la incidencia de la enfermedad mano de chango del maíz.
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La covarianza tiene un valor positivo (Cuadro 
2) y la correlación un porcentaje de 30.38, indican-
do una correlación directa ya que al aumentar la 
altitud de la localidad existe una tendencia de in-
cremento en la incidencia (Figura 2).

Los resultados obtenidos mostraron que la 
mano de chango se encontró en todos los estados 
evaluados, siendo Puebla el que presentó mayor in-
cidencia (24%) y que las variedades nativas fueron 
más susceptibles que las mejoradas. Las diferentes 
altitudes de las localidades no influenciaron la inci-
dencia de la mano de chango.

Fin de la versión en Español
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Abstract. The eye of the rooster (Mycena 
citriciolor) is a disease in the coffee crop that can 
be more severe during the rainy season due to the 
favorable conditions that occur during this period. 
The objective of the study was to determine the 
spatial distribution and population density of 
M. citricolor in coffee cultivation in the State of 
Mexico and thus understand the epidemiological 
process of the disease. The research was carried out 
in the municipality of Amatepec, State of Mexico. 
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Resumen. El ojo de gallo (Mycena citriciolor) es 
una enfermedad en el cultivo de café que puede ser 
más severa durante la época de lluvias debido a las 
condiciones favorables que se presentan durante 
este período. El objetivo del estudio fue determi-
nar la distribución espacial y densidad poblacional 
de M. citricolor, en cultivo de café en el Estado de 
México y así comprender el proceso epidemioló-
gico de la enfermedad. La investigación se realizó 
en el municipio de Amatepec, Estado de México. 
Los muestreos se realizaron quincenalmente de 
septiembre 2020 a febrero 2021; seleccionando 
seis parcelas y 200 cafetos (Coffe arabica) varie-
dades Typica y Caturra, al azar por parcela, estos 
se marcaron y georreferenciaron. Se utilizaron mé-
todos para obtener la distribución espacial de ojo 
de gallo, mostrando diferentes ajustes de modelos 
geoestadísticos como el gaussiano, esférico y ex-
ponencial, estos fueron validados con el método 
de validación cruzada, mostrando una distribución 
agregada. La estimación de la superficie infectada 
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The samplings were carried out fortnightly from 
September 2020 to February 2021; selecting 
six plots and 200 coffee trees (Coffe arabica) 
Typica and Caturra varieties, randomly per plot, 
these were marked and georeferenced. Methods 
were used to obtain the spatial distribution of the 
rooster’s eye, showing different adjustments of 
geostatistical models such as Gaussian, spherical 
and exponential, these were validated with the 
cross-validation method, showing an aggregate 
distribution. The estimation of the area infected by 
M. citricolor was obtained using ordinary kriging, 
revealing the presence of foci of infection within 
the plots, finding a relationship between density 
and climatic conditions (temperature, humidity and 
dew point). A high degree of spatial dependence 
was also obtained in all samples, indicating a 
strong correlation between the data. It is concluded 
that geostatistics is an effective tool to study and 
forecast this type of disease and give a clearer idea 
of   the epidemiological process of the disease.

Keywords: Mycena citricolor, Spatial distribution, 
Epidemiology

Mexico produces one of the highest quality 
and most demanded coffee varieties worldwide. 
It produces around 944 thousand tons of coffee 
grains each year. The states with the highest 
production are Chiapas, with 40.8% of the national 
production, Veracruz with 24.4% and Puebla with 
15.5%. Together, these three states produce more 
than 70% of the national total (SIAP, 2021). The 
State of Mexico currently has approximately 549 
hectares planted with coffee, from which 622 tons 
of coffee are obtained each year. These plantations 
are distributed over several municipalities, the most 
important of which are Amatepec (338.2 hectares 

por M. citricolor se obtuvo utilizando el krigeado 
ordinario revelándonos la presencia de focos de in-
fección dentro de las parcelas, encontrándose una 
relación de la densidad con las condiciones cli-
máticas (temperatura, humedad y punto de rocío). 
También se obtuvo un alto grado de dependencia 
espacial en todos los muestreos, lo que indica una 
fuerte correlación entre los datos. Se concluye que 
la geoestadística es una herramienta eficaz para es-
tudiar y pronosticar este tipo de enfermedad y dar 
una idea más clara del proceso epidemiológico de 
la enfermedad. 

Palabras claves: Mycena citricolor, Distribución 
espacial, Epidemiología

México produce uno de los cafés (café arábica) 
con mayor demanda y calidad en el mundo; a nivel 
nacional se producen alrededor de 944 mil tonela-
das del grano, los estados con mayor producción 
son Chiapas que reporta una producción del 40.8%, 
Veracruz con el 24.4% y Puebla con el 15.5%, estas 
entidades producen más del 70% del total nacional 
(SIAP, 2021). Actualmente el Estado de México 
tiene aproximadamente 549 ha sembradas de café 
de las cuales se obtiene una producción de 622 to-
neladas, estas plantaciones se encuentran distribui-
das en varios municipios, los más importantes son: 
Amatepec con una superficie sembrada de 338.2 ha 
y una producción de 333.2 toneladas, Sultepec y 
Temascaltepec (SIAP, 2020).

A pesar de la relevancia del café, en México, los 
agricultores en general enfrentan diversos proble-
mas fitosanitarios durante el proceso de producción 
del cultivo (SENASICA, 2018). Una de estas difi-
cultades es ojo de gallo ocasionada por el hongo 
M. citricolor, miembro de la Clase Basidiomycete, 
el principal efecto de la enfermedad es el bajo ren-
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and 333.2 tons), Sultepec and Temascaltepec 
(SIAP, 2020).

Despite their importance, coffee crops in Mexico 
face various phytosanitary problems (SENASICA, 
2018). One of these is “ojo de gallo” (American 
Leaf Spot), caused by the fungus M. citricolor, 
a member of the Basidiomycetes group of fungi. 
The main effect of the disease is low production 
yield due to defoliation (Granados, 2020). The 
variety C. arabica and varieties derived from 
the Timor Hybrid (TH) have different degrees of 
susceptibility to the attack of “ojo de gallo”. For 
example, the Catuaí and Villa Sarchí varieties have 
greater tolerance to the disease than the varieties 
of the Catimor group (Santacreo 2001; Avelino et 
al., 1995).

Rooster’s eye is a very important disease in 
plantations located over 700 meters above sea 
level, with shade >46%, ambient humidity >80% 
and cool temperatures between 19 and 23 °C 
(CENICAFE, 2011). Studies carried out in El 
Salvador, Costa Rica and Guatemala have shown 
that the development of the disease depends on 
the seasonal fluctuations of rainfall and relative 
humidity. The incidence of the disease increases 
in rainy seasons, as does the number of diseased 
leaves and the number of lesions per leaf (from 1 to 
75 lesions) (SENASICA, 2014).

In nature, organisms form aggregations or 
gradients in response to structural characteristics 
that depend on biotic and abiotic variables of 
their habitat. This should be kept in mind to 
better understand the population dynamics of 
different organisms and their relationship with the 
environment (Gomez et al., 2010).

The last important epidemic of rooster’s eye 
in coffee occurred in Costa Rica in 2010. It was 
associated with a 12% decrease (around 71,400,000 
kg) in the estimated harvest production for the 
productive year 2010-2011, which meant a loss of 

dimiento en la producción, debido a la defoliación 
(Granados, 2020). Las variedades de C. arabica y 
variedades derivadas del Híbrido de Timor (HdT) 
tienen diferentes grados de susceptibilidad al ata-
que de ojo de gallo; por ejemplo, las variedades 
Catuaí y Villa Sarchí tienen mayor tolerancia a la 
enfermedad, que los del grupo Catimor (Santacreo 
2001; Avelino et al., 1995).

Ojo de gallo es una enfermedad muy importante 
en plantaciones localizadas por arriba de los 700 
msnm, sombra >46%, con humedad en el ambiente 
>80% y temperaturas frescas comprendidas entre 
19 y 23 °C (CENICAFE, 2011). Estudios realiza-
dos en El Salvador, Costa Rica y Guatemala, han 
demostrado que el desarrollo de la enfermedad de-
pende de la fluctuación estacional de la lluvia y la 
humedad relativa. La incidencia de la enfermedad 
se hace más evidente en épocas lluviosas, el núme-
ro de hojas enfermas y el número de lesiones por 
hoja aumenta rápidamente, desde 1 hasta 75 lesio-
nes (SENASICA, 2014).

Es fundamental reconocer que en la naturaleza 
los organismos se encuentran formando agrega-
ciones o gradientes en respuesta a características 
estructurales controladas por variables bióticas y 
abióticas que presentan los hábitats, para contribuir 
a un mayor entendimiento de la dinámica poblacio-
nal de los organismos y su relación con el ambiente 
(Gómez et al., 2010).

En Costa Rica en 2010 se presentó la última epi-
demia importante de ojo de gallo en café, se con-
tabilizó una disminución del 12 % (alrededor de 
71 400 000 kg) de la cosecha estimada para el año 
productivo (2010-2011), lo que significó una pér-
dida de alrededor de $60 millones USD (Granados 
et al., 2020). En México algunas plantaciones han 
mostrado incidencia del 30%; y para el caso del 
Estado de México esta enfermedad es monitoreada 
por el Programa de Monitoreo Epidemiológico Fi-
tosanitario (SENASICA, 2017).
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around USD $60 million (Granados et al., 2020). In 
Mexico, some plantations have shown an incidence 
of 30%. In the State of Mexico, this disease is 
monitored by the Phytosanitary Epidemiological 
Monitoring Program (SENASICA, 2017).

Geostatistics is a set of tools and techniques used 
to analyze and predict values of a variable that is 
distributed over space or time in a continuous way. 
It can be used to study phytosanitary problems. All 
geostatistical work has three stages; 1. Exploratory 
data analysis during which sample data are 
studied without considering their geographical 
distribution. 2. Structural analysis or study of the 
spatial continuity of the variables. 3. Predictions 
or estimates of the variables in non-sample points 
(Moral, 2004). The present study aimed to collect 
data of the spatial distribution and population 
density of M. citricolor in coffee crops in the 
State of Mexico to understand the epidemiological 
process of the disease. 

The research was carried out in the municipality 
of Amatepec, located in the extreme south of the 
western part of the State of Mexico. Six plots of 
Arabica coffee (Typica and Caturra) were selected, 
with an age of 10 to 20 years and an average area of   
5000 m2. The shade percentage of the plots ranged 
between 40 and 60%. The main management 
activities carried out in each plot were formation 
pruning, shade regulation and phytosanitary 
pruning. For the sampling, the plots were delimited 
and divided into 10x10m quadrants, making a total 
of 50 quadrants per plot. Four trees were randomly 
selected from each quadrant, for a total of 200 
trees. Each plant was marked and georeferenced 
using a differential global positioning system 
(Trimble SPS361) to locate and sample the same 
plants during the study. In each plant, samplings 
were performed by stratum (lower, middle and 
upper), taking four branches from each of them 
(one for each cardinal point). Three random leaves 

La Geoestadística es un conjunto de herramien-
tas y técnicas que sirven para analizar y predecir 
valores de una variable que se muestra distribuida 
en el espacio o en el tiempo de una forma conti-
nua; utilizando esta herramienta para el estudio de 
problemas fitosanitarios. Todo trabajo geoestadísti-
co tiene tres etapas; 1. Análisis exploratorio de los 
datos. Se estudian los datos muéstrales sin tener 
en cuenta su distribución geográfica. 2. Análisis 
estructural. Estudio de la continuidad espacial de 
la variable. 3. Predicciones. Estimaciones de la va-
riable en los puntos no muéstrales (Moral, 2004). 
El objetivo del estudio fue recolectar datos que 
determinaron la distribución espacial y densidad 
poblacional de M. citricolor, en cultivos de café en 
el Estado de México y así comprender el proceso 
epidemiológico de la enfermedad. 

La investigación se llevó a cabo en el munici-
pio de Amatepec, ubicado en el extremo sur de la 
porción occidental del Estado de México. Se se-
leccionaron seis parcelas de café arábico (Typica 
y Caturra) con una edad de 10 a 20 años, un área 
promedio de 5000 m2; el porcentaje de sombra de 
las parcelas fue en un rango de 40-60%. Las princi-
pales actividades de manejo desarrolladas en cada 
parcela fueron: poda de formación, regulación de 
sombra y podas fitosanitarias. Para el muestreo las 
parcelas fueron delimitadas y divididas en cuadran-
tes de 10x10m obteniendo un total de 50 cuadrantes 
por parcela, de los cuales se tomaron cuatro árbo-
les al azar, para tener un total de 200 árboles. Cada 
planta fue marcada y georreferenciada mediante 
un sistema de posicionamiento global diferencial 
(DGPS), modelo Trimble SPS361; para ubicar y 
muestrear las mismas plantas durante la investiga-
ción. En cada planta los muestreos se realizaron por 
estrato (bajo, medio y alto) y de cada uno de ellos 
se seleccionaron cuatro ramas (una por cada punto 
cardinal); de cada rama se evaluaron tres hojas al 
azar. La incidencia de ojo de gallo se determinó con 
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from each branch were evaluated. The incidence of 
rooster’s eye was determined based on the number 
of leaves that presented symptoms of the disease, 
compared to the total number of leaves on each 
branch. The evaluations were carried out every 14 
days from September 2020 to February 2021.

The kurtosis and the coefficient of variation of 
the obtained data were evaluated to verify their 
normality. Once the database was integrated, a 
geostatistical analysis was carried out. It began 
by obtaining the experimental semivariogram 
of the incidence of the disease found during the 
study. The experimental semivariograms, which 
were computed using the Variowin 2.2 software 
(Springer Verlag, NY) (Maldonado et al., 2017), 
were adjusted to spherical, Gaussian, exponential, 
pure nugget effect, logarithmic, monomic and 
hole-effect theoretical models. The plateau, range 
and nugget effect parameters of these models were 
modified manually to mathematically validate the 
adjusted models using validation statistics such 
as Mean Estimation Errors (MEE), Mean Square 
Error (ECM) and Dimensionless Mean Square 
Error (MCE) (Rivera-Martínez et al., 2017).

The experimental values of the semivariograms 
were calculated using the following expression 
(Journel and Huijbregts 1978; Isaaks and Srivastava 
1989):

c*(h) =
2N(h)
1 z xi + hQ V - z xiQ V! $2

i= 1

N(h)

/

 
Where: γ*(h) is the experimental value of the 
semivariogram for the distance interval h; N(h) is 
the number of pairs of sampled points separated 
by the distance interval h; z(xi) is the value of the 
variable of interest at the sample point xi; z (xi+h) 
is the value of the variable of interest at the sample 
point xi+h.

base al número de hojas que presentaron síntomas 
de la enfermedad, con respecto al total de hojas en 
cada rama; las evaluaciones se realizaron cada 14 
días de septiembre 2020 a febrero 2021.

A los datos adquiridos se les aplicó los pará-
metros estadísticos Curtosis y el coeficiente de 
variación para verificar su normalidad, se detectó 
normalidad en ellos. Una vez integrada la base de 
datos, se realizó un análisis geoestadístico, se inició 
con la obtención del semivariograma experimental 
a partir de la incidencia recabada en la investiga-
ción con el programa Variowin 2.2 (Software for 
spatial data analysis en 2D. Springer Verlag, NY) 
(Maldonado et al., 2017). Los semivariogramas ex-
perimentales se ajustaron a modelos teóricos, los 
cuales son esféricos, gaussianos, exponenciales, de 
efecto pepita puro, logarítmicos, monómicos y de 
efecto agujero, donde los parámetros de meseta, 
rango y efecto pepita se modifican manualmente 
hasta obtener estadísticos de validación que sean 
adecuados y permitan aprobar matemáticamente 
los modelos ajustados, tales como la Media de los 
Errores de Estimación (MEE), Error Cuadrático 
Medio (ECM) y Error Cuadrático Medio Adimen-
sional (ECMA) (Rivera-Martínez et al., 2017).

El valor experimental del semivariograma fue 
calculado con la siguiente expresión (Journel y 
Huijbregts 1978; Isaaks y Srivastava 1989):

c*(h) =
2N(h)
1 z xi + hQ V - z xiQ V! $2

i= 1

N(h)

/

Dónde: γ*(h) es el valor experimental del semiva-
riograma para el intervalo de distancia h; N(h) es el 
número de pares de puntos muestreados separados 
por el intervalo de distancia h; z(xi) es el valor de 
la variable de interés en el punto muestral xi y z 
(xi+h) ) es valor de la variable de interés en el punto 
muestra xi+h.
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The maps were elaborated by interpolating 
values through ordinary Kriging, an interpolation 
technique that allows for the unbiased estimation 
of non-sampled points. Density maps were then 
prepared with the Surfer 16.0 software (Surface 
Mapping System). This software was also used 
to determine the infected surface in the maps to 
establish where the disease was actually present 
within the study plots (Rivera-Martínez et al., 2017). 
The incidence of rooster’s eye was associated with 
climatic conditions such as temperature, relative 
humidity and dew point, which were determined 
using a climatic sensor and data logger HOBO 
ProV2.

Seventy-two semivariograms were calculated 
in the present study. They showed that the disease 
rooster’s eye had an aggregated spatial distribution 
that fitted Gaussian and spherical models in most 
plots, except for plots 1 and 3, for which the 
semivariograms of February and November fitted 
an exponential model (Table 1). Martinez et al. 
(2021) described spherical models, which indicate 
that the populations are present in greater quantity 
in certain areas of the plot compared to the rest 
of the sampled points, and that the aggregation 
centers are random. A Gaussian model indicates 
that the aggregation behavior occurs continuously 
within the plots, which means that the fungus 
disperses to nearby individuals and not to those 
that are further away. The adjusted parameters 
that allowed validating the models were the range, 
which is the degree of correlation between the 
sampled data; starts at 11,517 ending at 19.84 for 
the 6 plots. In all models, the nugget effect was 
equal to zero, which according to Twizeyimana 
et al. (2008) indicates a high level of aggregation 
of the incidence of the disease, and also that the 
sample size used in the study was sufficient and 
the sampling error minimal. In all the samples, 
there was a high spatial dependence between the 

La elaboración de mapas se realizó al utilizar 
la interpolación de valores a través del krigea-
do ordinario que es una técnica de interpolación 
que permite la estimación no sesgada de puntos 
no muestreados. Una vez obtenido el Krigeado se 
elaboraron los mapas de densidad con el programa 
Surfer 16.0 (SurfaceMappingSystem). Finalmente 
se determinó la superficie infectada para conocer 
en donde realmente existía la presencia de la enfer-
medad dentro de las parcelas de estudio, a través de 
los mapas elaborados, al emplear el programa Sur-
fer 16.0 (SurfaceMappingSystem) (Rivera-Martí-
nez et al., 2017). Se relacionó la incidencia de ojo 
de gallo con las condiciones climáticas, tempera-
tura, humedad relativa y punto de roció; obtenidas 
de sensores climáticos datta logers HOBO ProV2.

En la investigación se realizaron 72 semiva-
riogramas, los cuales muestran que la enfermedad 
ojo de gallo presentó una distribución espacial en 
forma agregada, adecuándose a modelos de tipo 
gaussiano y esférico en la mayoría de las parcelas; 
excepto para las parcelas 1 y 3, en los meses de 
febrero y noviembre correspondientemente, pre-
sentaron un modelo de tipo exponencial (Cuadro 
1). Martínez et al. (2021) describieron modelos de 
tipo esférico los cuales indica que las poblaciones 
se presentan en mayor cantidad en ciertas zonas de 
la parcela respecto al resto de puntos considerados 
en el muestreo y que los centros de agregación son 
aleatorios; el modelo gaussiano es indicativo de 
que el comportamiento de agregación se da de for-
ma continua dentro de las parcelas, indica que el 
hongo se dispersa a individuos que se encuentren 
cercanos y no a aquellos más lejanos. Los paráme-
tros ajustados que permitieron validar los modelos, 
fueron el rango que es el grado de correlación entre 
los datos muestreados; inicia en 11.517 hasta 19.84 
para las seis parcelas. El efecto pepita para todos 
los modelos, es igual a cero, que de acuerdo con 
Twizeyimana et al. (2008), puede ser explicado 
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Table 1. Parameters of the semivariogram of the incidence per plot of Mycena citricolor between September 2020 and 
February 2021 in the municipality of Amatepec, State of Mexico.

Cuadro 1. Parámetros del semivariograma de los muestreos por parcela de Mycena citricolor de septiembre 2020 a febrero 
2021 del municipio de Amatepec, Edo. de México.

Muestreo Media Varianza Modelo Pepita Meseta Rango Pepita/
Meseta

Dependencia 
Espacial

Parcela 1
Sep-1 Z 4.10 15.33 Gaussiano 0 12.64 11.52 0 Alta
Sep- 2 4.22 14.41 Esférico 0 10.95 17.92 0 Alta
Oct-1 4.38 14.17 Gaussiano 0 11.99 11.52 0 Alta
Oct-2 4.19 12.97 Gaussiano 0 10.66 10.88 0 Alta
Nov-1 4.08 13.59 Gaussiano 0 11.06 15.36 0 Alta
Nov- 2 4.06 12.19 Esférico 0 11.05 14.08 0 Alta
Dic-1 3.77 11.10 Esférico 0 9.12 17.28 0 Alta
Dic-2 3.68 10.12 Esférico 0 8.47 16.64 0 Alta
Ene-1 3.54 9.88 Esférico 0 9.20 19.84 0 Alta
Ene-2 3.83 9.09 Gaussiano 0 8.46 12.8 0 Alta
Feb-1 3.63 8.70 Exponencial 0 8.44 9.60 0 Alta
Feb-2 3.48 7.38 Gaussiano 0 7.10 13.44 0 Alta

Parcela 2
Sep-1 8.45 34.69 Esférico 0 27.99 16.64 0 Alta
Sept-2 8.43 32.86 Esférico 0 27.39 16.00 0 Alta
Oct-1 8.80 30.07 Esférico 0 25.80 10.88 0 Alta
Oct-2 9.02 33.48 Esférico 0 27.54 16.00 0 Alta
Nov-1 8.56 29.43 Esférico 0 23.51 18.07 0 Alta
Nov-2 8.37 27.97 Esférico 0 23.54 15.36 0 Alta
Dic-1 8.02 23.75 Esférico 0 20.16 14.72 0 Alta
Dic-2 7.79 21.33 Esférico 0 17.60 17.28 0 Alta
Ene-1 7.48 17.64 Esférico 0 15.12 14.72 0 Alta
Ene-2 7.17 14.11 Esférico 0 11.85 17.28 0 Alta
Feb-1 6.95 11.61 Esférico 0 10.08 9.60 0 Alta
Feb-2 6.64 9.75 Esférico 0 8.53 16.00 0 Alta

Parcela 3
Sep-1 8.72 53.19 Esférico 0 45.29 17.92 0 Alta
Sept-2 8.97 51.49 Esférico 0 44.72 14.72 0 Alta
Oct-1 8.94 48.87 Esférico 0 43.61 14.72 0 Alta
Oct-2 8.83 46.09 Gaussiano 0 37.72 11.52 0 Alta
Nov-1 8.67 44.13 Esférico 0 36.96 15.36 0 Alta
Nov-2 8.42 40.10 Exponencial 0 38.40 10.88 0 Alta
Dic-1 8.24 36.90 Esférico 0 31.82 15.36 0 Alta
Dic-2 8.06 33.92 Gaussiano 0 29.92 10.88 0 Alta
Ene-1 7.61 29.68 Esférico 0 24.90 14.72 0 Alta
Ene-2 7.23 25.32 Esférico 0 21.84 9.60 0 Alta
Feb-1 6.89 21.69 Esférico 0 17.60 10.88 0 Alta
Feb-2 6.57 18.19 Esférico 0 14.63 10.24 0 Alta

Parcela 4
Sep-1 9.77 51.70 Esférico 0 44.72 16.38 0 Alta
Sept-2 9.55 45.65 Esférico 0 39.10 9.45 0 Alta
Oct-1 9.42 42.79 Esférico 0 37.41 15.75 0 Alta
Oct-2 9.27 39.47 Esférico 0 33.85 14.49 0 Alta
Nov-1 9.02 35.61 Esférico 0 30.60 10.71 0 Alta
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data, which reflects that the data were associated 
with each other in a highly significant way (Rossi 
et al., 1992). The data obtained showed that the 
aggregation of the incidence of rooster’s eye is 
strongly stable (Maldonado et al., 2017).

como un alto nivel de agregación de la incidencia 
de la enfermedad, también es un indicativo que el 
tamaño muestral utilizado en el estudio es suficien-
te y el error muestral es el mínimo. En todos los 
muestreos, existe una dependencia espacial alta 

Nov-2 8.78 31.50 Esférico 0 26.56 9.43 0 Alta
Dic-1 8.50 27.92 Gaussiano 0 24.08 8.19 0 Alta
Dic-2 8.37 26.02 Gaussiano 0 21.58 8.19 0 Alta
Ene-1 8.14 23.09 Esférico 0 20.15 9.45 0 Alta
Ene-2 8.02 21.26 Esférico 0 18.70 10.71 0 Alta
Feb-1 7.90 20.20 Esférico 0 17.43 10.08 0 Alta
Feb-2 7.63 17.76 Esférico 0 16.20 15.12 0 Alta

Parcela 5
Sep-1 10.95 48.13 Esférico 0 41.76 14.08 0 Alta
Sept-2 10.80 44.57 Gaussiano 0 39.15 10.88 0 Alta
Oct-1 10.54 40.93 Esférico 0 34.12 14.72 0 Alta
Oct-2 10.24 37.19 Esférico 0 33.44 10.24 0 Alta
Nov-1 10.05 34.04 Esférico 0 28.90 14.18 0 Alta
Nov-2 9.76 30.58 Esférico 0 25.04 14.72 0 Alta
Dic-1 9.35 27.25 Esférico 0 22.96 10.88 0 Alta
Dic-2 9.20 26.86 Esférico 0 22.68 8.96 0 Alta
Ene-1 8.96 23.86 Esférico 0 20.40 10.24 0 Alta
Ene-2 8.71 21.19 Esférico 0 18.26 9.60 0 Alta
Feb-1 8.33 18.021 Esférico 0 15.48 8.96 0 Alta
Feb-2 8.03 15.62 Gaussiano 0 13.44 10.88 0 Alta

Parcela 6
Sep-1 11.79 49.90 Gaussiano 0 41.11 10.88 0 Alta
Sept-2 11.39 45.10 Gaussiano 0 39.60 10.88 0 Alta
Oct-1 11.10 41.39 Gaussiano 0 34.44 10.88 0 Alta
Oct-2 10.95 38.59 Gaussiano 0 33.54 10.88 0 Alta
Nov-1 10.62 35.29 Esférico 0 31.65 14.09 0 Alta
Nov-2 10.68 34.09 Esférico 0 28.22 14.72 0 Alta
Dic-1 10.44 31.58 Esférico 0 28.16 13.44 0 Alta
Dic-2 10.04 27.67 Esférico 0 24.36 14.72 0 Alta
Ene-1 9.57 23.55 Esférico 0 21.36 10.88 0 Alta
Ene-2 9.28 20.72 Esférico 0 19.32 13.78 0 Alta
Feb-1 9.01 18.33 Esférico 0 17.10 14.08 0 Alta
Feb-2 8.80 17.51 Esférico 0 16.38 14.08 0 Alta

Z1) First sampling, 2) Second sampling.  /  Z1) Primer muestreo, 2) Segundo muestreo.

Table 1. Continues.
Cuadro 1. Continúa.

Muestreo Media Varianza Modelo Pepita Meseta Rango Pepita/
Meseta

Dependencia 
Espacial
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In the present study, maps were generated 
through ordinary kriging to estimate the percentages 
of infected surface and the values   associated with 
non-sampled points. The 72 maps of the infected 
surface show the presence of M. citricolor 
in different coffee plots of the municipality 
of Amatepec (Figure 1). They show that the 
rooster’s eye disease was distributed in central 
aggregation points, which were constant in all the 
samplings, indicating that the disease was latently 
but persistently present in the plots, awaiting the 
appropriate environmental conditions to spread. In 
the months of September, October, November and 
December, the points of aggregation of eye of the 
rooster were more pronounced but decreased from 
the month of January. This is due to the decrease 
of humidity and dew point temperature in the plots 
during these months (Figure 2). Cardenas et al. 
(2017) pointed out that the semivariograms and the 
maps generated through Kriging allow to identify 
foci of infection. They suggest that Geostatistics 
can explain the spatial arrangement of crop diseases 
and thus help develop accurate and comprehensive 
management strategies.

A key element of precision agriculture is the 
determination of the areas in need of management. 
For this, it is important to know which areas are 
infected and the percentage they represent of the 
total surface (Ramírez and Porcayo, 2009). In the 
present study, the percentage of infection for the 
six plots (Table 2) ranged between 64% and 85%. 
The months from September to December showed 
higher incidence of infection due to the change in 
climatic conditions (Figure 2) such as temperature, 
which averages 20 ºC during these months. Campos 
(2010) mentioned that rooster’s eye thrives under 
relatively cool temperature conditions between 17 
and 22 °C, compared to the temperatures required 
by other fungi that attack coffee plants. Relative 
humidity was 88% in September, 91% in October, 

entre los datos, que nos refleja que los datos están 
asociados entre si de una manera altamente signifi-
cativa (Rossi et al., 1992), con los datos obtenidos 
se observa que las agregaciones presentadas por 
ojo de gallo son fuertemente estables (Maldonado 
et al., 2017).

En este trabajo se generaron mapas a través del 
krigeado ordinario, para estimar los porcentajes de 
superficie infectada y los valores asociados a pun-
tos no muestreados. Los 72 mapas obtenidos de la 
superficie infectada muestran la presencia de M. ci-
tricolor en las diferentes parcelas del municipio de 
Amatepec (Figura1); mostró que ojo de gallo está 
distribuida en puntos centrales de agregación, los 
cuales se conservaron durante todos los muestreos, 
mostrando que la enfermedad está localizada en las 
parcelas de manera constante y latente que espera 
las condiciones ambientales adecuadas para incre-
mentar. En los meses de septiembre, octubre, no-
viembre y diciembre se observa que los puntos de 
agregación de ojo de gallo son más pronunciados 
y disminuyeron a partir del mes de enero; esto se 
debió a que la humedad y el punto de rocío presente 
en las parcelas se reducen en estos meses (Figura 
2). Cárdenas et al. (2017), señalan que los semi-
variogramas y los mapas generados a través del 
krigeado permiten identificar focos de infección de 
las enfermedades, y, a su vez, sugiere que la Geoes-
tadística es una herramienta que puede explicar la 
disposición espacial que siguen las enfermedades 
de los cultivos, y de esta manera poder ayudar a to-
mar decisiones acertadas y oportunas, que ayudan a 
originar estrategias de manejo integral.

Una de las bases de la agricultura de precisión 
es determinar las áreas con necesidad de manejo. 
Para ello es importante conocer las áreas infecta-
das y el porcentaje que representan del total de la 
superficie (Ramírez y  Porcayo, 2009). El porcen-
taje de infección para las seis parcelas (Cuadro 2) 
oscila entre 64% de infección como mínima y el 
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Figure 1. Maps of rooster’s eye infection in coffee plantations in the municipality of Amatepec, State of Mexico. (A) plot 1, 
(B) plot 2, (C) plot 3, (D) plot 4, (E) plot 5 and (F) plot 6.

Figura 1. Mapas de infección de ojo de gallo en cafetales del municipio de Amatepec, Edo. de México. (A) parcela 1, (B) 
parcela 2, (C) Parcela 3, (D) parcela 4, (E) parcela 5 y (F) parcela 6.
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70% in November and 55% in December, with 
dew point temperatures of 10.9, 18.6 and 13.9 °C. 
Granados (2015) mentioned that the development 
of the epidemic depends on the seasonal fluctuation 
of rainfall and relative humidity. It is particularly 
favored by humidity values above 80%. For this 
reason, the months of September and October 
have a greater incidence of the disease. Once the 
rains start, the number of diseased leaves and the 
number of lesions increase rapidly. The incidence 
of the disease does not decrease in January and 
February because the temperature and the dew 
point remain within suitable ranges. It is worth 
remembering that a strong dew allows the disease 
to continue its development, even in a dry period 
(Waller et al., 2007). The percentage of shade 
is another of the important parameters since no 
pruning is carried out in some plots. Rivillas and 
Castro (2011) mention that coffee cultivation must 
have a rational distribution of shade, so that it 
does not affect the availability of light for coffee 
plants or intercept solar radiation. Shade should 
not affect the photosynthetic processes of the plant 

85% como máxima. Se observa que los meses de 
septiembre a diciembre tiene mayor incidencia de 
infección, esto debido a las diferentes condiciones 
climáticas presentes en el municipio (Figura 2); 
como fue la temperatura que presentó una media 
de 20 ºC. Campos (2010) menciona, que el ojo de 
gallo prospera bajo condiciones de temperatura re-
lativamente frescas comprendidas entre 17 – 22 °C, 
en comparación con la requerida por otros hongos 
que atacan plantas de café. Por su lado la humedad 
relativa mostró valores de 88% para septiembre, 
91% para octubre, noviembre con 70% y diciembre 
55%; finalmente se percibió un punto de rocío 10.9, 
18.6 y 13.9 °C. Granados (2015) mencionan que el 
desarrollo de la epidemia depende de la fluctuación 
estacional de la lluvia y la humedad relativa, so-
bre todo de que la humedad se mantenga superior 
al 80%; por esta razón los meses de septiembre y 
octubre tienen mayor presencia de infección de la 
enfermedad. Una vez que las lluvias inician, el nú-
mero de hojas enfermas y el número de lesiones 
aumentan rápidamente. Para enero y febrero el por-
centaje de la incidencia no disminuyó, esto debido 

Figure 2. Climatic conditions (Temperature °C, Relative Humidity RH % and Dew Point Dew Point °C) during the 
evaluation months, from September 2020 to February 2021 in the municipality of Amatepec, State of Mexico. 

Figura 2. Condiciones climáticas (Temperatura °C, Humedad relativa HR % y Punto de Rocío Pt Rocío °C) de los meses de 
evaluación, septiembre 2020 a febrero 2021 en el municipio de Amatepec, Edo. De México. 
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or increase the humidity of the crop. But shade 
modifies the microclimate and increases the number 
of ecological niches in coffee plantations, which 
favors the establishment and development of the 
rooster’s eye disease. By reducing the speed of the 
wind, shading elements can lead to an increase in 
the relative humidity of the air. The fact that some 
shading plants are alternate hosts of the pathogen 

a que la temperatura y el punto de rocío continua-
ron entre los rangos permitidos; ya que un fuerte 
rocío permite que la enfermedad continúe su de-
sarrollo, aun en período seco (Waller et al., 2007). 
El nivel de sombreado es otro de los parámetros 
importantes, debido a que en algunas parcelas no 
se realiza ningún tipo de podas; Rivillas y Castro 
(2011) mencionan que el cultivo de café debe tener 

Muestreo Superficie 
infectada %

Superficie 
no infectada %

Sep-1 68 32
Sept-2 69 31
Oct-1 70 30
Oct-2 70 30
Nov-1 71 29
Nov-2 72 28
Dic-1 67 33
Dic-2 66 34
Ene-1 66 34
Ene-2 65 35
Feb-1 65 35
Feb-2 64 36

Muestreo Superficie 
infectada %

Superficie 
no infectada %

Sep-1 74 26
Sept-2 75 25
Oct-1 75 25
Oct-2 75 25
Nov-1 76 24
Nov-2 76 24
Dic-1 75 25
Dic-2 74 26
Ene-1 74 26
Ene-2 73 27
Feb-1 72 28
Feb-2 72 28

Muestreo Superficie 
infectada %

Superficie 
no infectada %

Sep-1 76 24
Sept-2 77 23
Oct-1 77 23
Oct-2 77 23
Nov-1 78 22
Nov-2 78 22
Dic-1 78 22
Dic-2 76 24
Ene-1 75 25
Ene-2 75 25
Feb-1 74 26
Feb-2 73 27

Table 2. Surface infected with Mycena citricolor from September 2020 to February 2021 in the the municipality of Amatepec, 
State of Mexico.

Cuadro 2. Superficie infectada de Mycena citricolor de septiembre del 2020 a febrero del 2021; del municipio de Amatepec, 
Edo. de México.

A) B) C)

Muestreo Superficie 
infectada %

Superficie 
no infectada %

Sep-1 77 23
Sept-2 77 23
Oct-1 77 23
Oct-2 78 22
Nov-1 78 22
Nov-2 78 21
Dic-1 77 23
Dic-2 77 23
Ene-1 75 25
Ene-2 75 25
Feb-1 75 25
Feb-2 74 26

Muestreo Superficie 
infectada %

Superficie 
no infectada %

Sep-1 84 16
Sept-2 84 16
Oct-1 84 16
Oct-2 85 15
Nov-1 85 15
Nov-2 85 15
Dic-1 83 17
Dic-2 83 17
Ene-1 82 18
Ene-2 82 18
Feb-1 81 19
Feb-2 80 20

Muestreo Superficie 
infectada %

Superficie 
no infectada %

Sep-1 75 25
Sept-2 76 24
Oct-1 76 24
Oct-2 76 24
Nov-1 76 24
Nov-2 77 23
Dic-1 75 25
Dic-2 74 26
Ene-1 74 26
Ene-2 74 26
Feb-1 73 27
Feb-2 72 28

D) E) F)
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(Granados, 2015) could explain why the infection 
surface was larger in some of the plots (4, 5 and 6) 
evaluated in the present study. Another factor that 
can help explain the incidence of the disease is the 
altitude (geographical factor) of the municipality 
under study, which is 1800 meters above sea level. 
According to Condori (2021), there is a direct 
relationship between altitude and incidence of this 
disease, that is, the incidence is higher in high areas 
and lower in low areas. Finally, the cultivation of 
different coffee varieties is an important factor in 
the incidence of the disease, since some varieties 
are more vulnerable to attack by rooster’s eye 
(Santacreo, 2001).

In conclusion, the rooster’s eye disease in 
coffee (C. arabica) showed a spatial distribution 
that fitted Gaussian and spherical models. This 
explains the spatial behavior of M. citricolor, which 
was distributed in aggregates, with some specific 
aggregation points that did not change in the months 
sampled, even though they partially decreased due 
to the changes in climatic conditions. Geostatistics 
has proven to be one of most effective methods to 
analyze the spatial distribution of crop diseases, 
which in turn facilitates making appropriate, 
pertinent and timely decisions on integrated 
management.
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Abstract. The present study had the objective 
of evaluating the in vitro sensitivity of Fusarium 
sacchari to five fungicides of different chemical 
groups. An isolate of F. sacchari obtained from 
sugarcane plants (Saccharum officinarum) with 
wilt symptoms and identified morphologically 
and molecularly by the characteristics of the 
genus Fusarium and amplification of the ITS and 
TEF regions, respectively, was used to evaluate 
the fungicides azoxystrobin, difenoconazole, 
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Resumen. El presente estudio tuvo como objeti-
vo evaluar la sensibilidad in vitro de Fusarium sa-
cchari a cinco fungicidas de diferentes grupos quí-
micos. Un aislado de F. sacchari obtenido de plan-
tas de caña de azúcar (Saccharum officinarum) con 
síntomas de marchitez e identificado morfológica 
y molecularmente por las características del géne-
ro Fusarium y amplificación de las regiones ITS 
y TEF, respectivamente, se utilizó para evaluar los 
fungicidas azoxystrobin, difenoconazol, hymexa-
zol, cyprodinil y tiabendazol, a concentraciones de 
1, 10, 100 y 1000 µg mL-1, empleando la técnica de 
la placa envenenada. El efecto de los fungicidas y 
las EC50 se determinaron por el porcentaje de inhi-
bición del crecimiento de F. sacchari respecto a su 
crecimiento en las placas sin fungicida. Los fungi-
cidas difenoconazol a 1000 µg mL-1 y tiabendazol 
a 100, 1000 y 10 µg mL-1 fueron estadísticamente 
iguales y presentaron los mayores porcentajes de 
inhibición del crecimiento micelial (93.5% y 92.1, 
91.4 y 89.8%, respectivamente). Los valores EC50 

DOI: https://doi.org/10.18781/R.MEX.FIT.2206-1
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hymexazole, cyprodinil and thiabendazole, at 
concentrations of 1, 10, 100 and 1000 µg mL-1, 
using the poison plate technique. The effect of 
the fungicides and EC50 was determined by the 
percentage inhibition of F. sacchari growth with 
respect to the growth on the plates without fungicide. 
The fungicides difenoconazole at 1000 µg mL-1 
and thiabendazole at 100, 1000 and 10 µg mL-1 
were statistically equal and presented the highest 
mycelial growth inhibition percentages (93.5 and 
92.1, 91.4 and 89.8 %, respectively). The lowest 
EC50 values were presented by difenoconazole 
(9.2 µg mL-1), thiabendazole (9.9 µg mL-1) and 
cyprodinil (10.6 µg mL-1). In conclusion, F. 
sacchari presented higher in vitro sensitivity to 
the fungicides difenoconazole (1000 µg mL-1) and 
thiabendazole (100, 1000 and 10 µg mL-1).

Keywords: Pokkah boeng, sugarcane, inhibition, 
EC50.

Sugar cane (Saccharum officinarum) is one of 
the most important industrial crops in Mexico with 
a national annual production of 5.7 million tons 
of sugar. Sugarcane fields are distributed in seven 
strategic regions. The state of San Luis Potosí 
belongs to the Northwest region, which produces 
1156265 tons each year (CONADESUCA, 2021). 
In 2021, in the municipality of Tamasopo, which 
belongs to the Huasteca Potosina, 653028 tons of 
sugar were produced (SIAP, 2022).

Sugarcane wilt or pokkah boeng (PB) is a 
serious disease that affects the stem of sugarcane 
plants. The initial symptoms appear in young 
leaves, which develop chlorotic areas at the base 
(Vishwakarma et al., 2013). If the infection is 
limited to the leaves, the plant recovers slowly. In 
advanced and severe stages, the disease penetrates 
the stem through a growth point causing upper rot, 

más bajos los presentaron difenoconazol (9.2 µg 
mL-1), tiabendazol (9.9 µg mL-1) y cyprodinil (10.6 
µg mL-1). En conclusión, F. sacchari presentó ma-
yor sensibilidad in vitro a los fungicidas difenoco-
nazol (1000 µg mL-1) y tiabendazol (100, 1000 y 
10 µg mL-1).

Palabras clave: Pokkah boeng, caña de azúcar, in-
hibición, EC50.

La caña de azúcar (Saccharum officinarum) 
es uno de los principales cultivos industriales en 
México con una producción nacional de 5.7 millo-
nes de toneladas de azúcar. Los campos cañeros se 
encuentran distribuidos en siete regiones estratégi-
cas; San Luis Potosí pertenece a la región Noroeste 
que cuenta con una producción de 1,156,265 t (CO-
NADESUCA, 2021). En 2021, en el municipio de 
Tamasopo perteneciente a la Huasteca Potosina, se 
produjeron 653,028 t (SIAP, 2022).

La marchitez de la caña de azúcar o pokkah 
boeng (PB) es una enfermedad grave que afecta el 
tallo, los síntomas iniciales se observan en hojas 
jóvenes que desarrollan zonas cloróticas en la base 
(Vishwakarma et al., 2013). Si la infección queda 
limitada a las hojas la planta se recupera lentamen-
te, en etapa avanzada y grave la enfermedad pene-
tra el tallo a través de un punto de crecimiento cau-
sando pudrición superior, las hojas jóvenes mueren 
y se desarrollan en el tejido áreas necróticas asi-
métricas rojizas (Jeyakumar y Zhang, 2020). Esta 
enfermedad produce pérdidas de 45.2 a 51.2% en la 
producción del cultivo y de 42.8 a 59.2% en el con-
tenido de jugo de los tallos (Kumar et al., 2015). 
La calidad del jugo se reduce (Viswanathan, 2020).

Varias especies del género Fusarium como F. 
sacchari, F. verticillioides y F. proliferatum (Lin et 
al., 2014; Zhang y Jeyakumar, 2018) han sido iden-
tificadas como el agente causal de la enfermedad de 
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the young leaves die, and reddish asymmetrical 
necrotic areas appear in the tissue (Jeyakumar and 
Zhang, 2020). This disease causes losses of 45.2 to 
51.2% in crop production and 42.8 to 59.2% in the 
juice content of the stems (Kumar et al., 2015). The 
quality of the juice is reduced (Viswanathan, 2020).

Several species of the genus Fusarium such as 
F. sacchari, F. verticillioides and F. proliferatum 
(Lin et al., 2014; Zhang and Jeyakumar, 2018) 
have been identified as causal agents of PB 
disease (Viswanathan, 2020). They can grow on 
a wide variety of substrates and have an efficient 
dissemination mechanism that allows them to 
spread globally. Fusarium sacchari is the main 
causative agent of PB in India (Viswanathan et al., 
2017). According to pathogenicity studies, once it 
enters the host it causes severe damage to the plant, 
but its entry mechanism has not been studied in 
detail (Viswanathan, 2020).

The roots of sugarcane plants become infected 
in the early stages of crop growth. However, the 
way in which F. sacchari spreads from the roots to 
the stem is still unknown. Environmental and soil 
factors probably play a vital role in the development 
and severity of the disease (Viswanathan, 2020). 
Species of the genus Fusarium inactivate toxic 
defense substances produced by the host and produce 
their own toxins, such as enniatins and fusaric acid, 
which increase their virulence (Agrios, 2005). The 
present work evaluated the in vitro sensitivity of 
Fusarium sacchari isolated from sugarcane with 
PB symptoms to five fungicides from different 
chemical groups. The mean effective concentration 
(EC50) of each fungicide was determined. 

Using zigzag sampling, 1 m tall sugarcane 
plants in maturation stage with wilting symptoms 
were collected between February and April 2019 
in nine sugarcane fields (four plants per field) 
located in Tamasopo (22° 09’ 41.0” N 99° 19’ 
30.4” S) in the Huasteca Potosina region. The 36 

PB (Viswanathan, 2020). Estas pueden crecer en 
una gran variedad de sustratos y tienen un eficiente 
mecanismo de diseminación que les permite distri-
buirse globalmente. Fusarium sacchari es el prin-
cipal agente causante de PB en la India (Viswana-
than et al., 2017), de acuerdo con estudios de pato-
genicidad una vez que ingresa al hospedante causa 
daños severos al cultivo, su mecanismo de entrada 
al mismo no se ha estudiado en detalle (Viswana-
than, 2020).

Las raíces de las plantas de caña de azúcar se 
infectan en las primeras etapas de crecimiento del 
cultivo; sin embargo, se desconoce la forma de 
avance de F. sacchari desde las raíces hasta el tallo, 
probablemente los factores ambientales y de suelo 
juegan un papel vital en el desarrollo de la enfer-
medad en los tallos y la severidad con que se pre-
senta (Viswanathan, 2020). Las especies del género 
Fusarium inactivan sustancias tóxicas de defensa 
producidas por el hospedante, producen toxinas 
propias que aumentan su virulencia como eniatinas 
y ácido fusárico (Agrios, 2005). En este trabajo se 
evaluó la sensibilidad in vitro de Fusarium saccha-
ri aislado de caña de azúcar con síntomas de PB, a 
cinco fungicidas de diferentes grupos químicos y se 
determinó la concentración media efectiva (EC50) 
para cada uno de los fungicidas. 

En febrero y abril de 2019 con base en un mues-
treo en zigzag se colectaron plantas de caña de azú-
car de 1 m de altura en etapa de maduración con 
síntomas de marchitez en nueve campos cañeros 
(cuatro plantas por campo) de Tamasopo (22° 09’ 
41.0” N 99° 19’ 30.4” S) en la Huasteca Potosi-
na. Las 36 muestras obtenidas fueron trasladas en 
bolsas de papel al Laboratorio de Biotecnología de 
la Facultad de Agronomía de la Universidad Autó-
noma de Nuevo León para su análisis. Fragmentos 
de tejido con síntomas de necrosis fueron desinfec-
tados con NaClO al 2% por tres minutos, enjuaga-
dos tres veces con agua destilada estéril y secados 
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samples obtained were transported in paper bags 
to the Biotechnology Laboratory of the Faculty of 
Agronomy of the Autonomous University of Nuevo 
León for analysis. Tissue fragments with necrosis 
symptoms were disinfected with NaClO (2%) 
for three minutes, rinsed three times with sterile 
distilled water and dried on sterile absorbent paper. 
The tissue was placed in Petri dishes with potato 
dextrose agar culture medium (PDA-Difco®), 
which were then incubated at 25±1 °C in the dark 
for seven days. Two representative isolates (HP1 
and HP2) were selected, transferred to PDA culture 
medium and incubated at 25±1 °C in the dark until 
spores were formed. Conidia suspensions at a 
concentration of 1x103 were prepared with sterile 
distilled water and streaked on Petri dishes with 
PDA culture medium. Isolates from the germinated 
conidia were purified using the monosporic culture 
technique.

The monosporic isolates of HP1 and HP2 were 
morphologically characterized by the color and 
pigmentation of the colonies. The conidia, phialides 
and hyphae of Fusarium in temporary mounts of 
lactophenol were characterized using a compound 
microscope at 40 and 100X (Leslie and Summerell, 
2006).

The pathogenicity of the isolates was 
determined by inoculating a suspension of conidia 
(1×106 mL-1) in stems of sugarcane plants (varieties 
My 55-14 and Mex 79-431) at harvest stage. The 
phytopathogen was re-isolated on PDA culture 
medium from the necrotic tissue of the inoculated 
stems. For the molecular identification of both 
isolates, DNA was extracted following the protocol 
of Cenis (1992), and the ITS (internal transcribed 
spacer) (White et al., 1990) and TEF (translation 
elongation factor) regions (O ‘Donnell et al., 
1998; Carbone and Kohn, 1999) were amplified 
and sequenced for comparison with GenBank 
sequences and subsequent deposit therein.

en papel absorbente estéril. El tejido fue sembrado 
en cajas Petri con medio de cultivo papa dextro-
sa agar (PDA-Difco®) que fueron incubadas a 25 
± 1 °C en oscuridad por siete días. Dos aislados 
representativos (HP1 y HP2) fueron seleccionados 
y transferidos a medio de cultivo PDA e incubados 
a 25 ± 1 °C en oscuridad hasta la formación de es-
poras. Suspensiones de conidios a concentración de 
1 x 103 fueron preparadas con agua destilada estéril 
para su siembra por estriado en cajas Petri con me-
dio de cultivo PDA, y a partir de los conidios ger-
minados los aislados se purificaron con la técnica 
de cultivo monospórico.

La caracterización morfológica de los aislados 
monospóricos de HP1 y HP2 se realizó por el co-
lor y pigmentación de las colonias, así como las 
características de los conidios, fiálides e hifas en 
montajes temporales en lactofenol observados a 40 
y 100X en microscopio compuesto, de acuerdo con 
las características del género Fusarium (Leslie y 
Summerell, 2006).

La patogenicidad de los aislados se determi-
nó mediante la inoculación de una suspensión de 
conidios 1×106 mL-1 en tallos de plantas de caña 
de azúcar de las variedades My 55-14 y Mex 79-
431 en etapa de cosecha, del tejido necrosado de 
los tallos inoculados se re-aisló el fitopatógeno en 
medio de cultivo PDA. Para la identificación mole-
cular de ambos aislados se extrajo ADN de acuerdo 
con el protocolo de Cenis (1992) y se amplificaron 
y secuenciaron las regiones ITS (internal transcri-
ber spacer) (White et al., 1990) y TEF (translation 
elongation factor) (O’Donnell et al., 1998; Carbo-
ne y Kohn, 1999) para su comparación con secuen-
cias del GenBank y posterior depósito en el mismo.

El aislado monospórico de HP1 se utilizó para 
determinar la sensibilidad de F. sacchari a cinco 
fungicidas de diferentes grupos químicos. Con-
centraciones de 1, 10, 100 y 1000 µg mL-1 de i.a. 
fueron evaluadas empleando la técnica de placa 
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The monosporic isolate of HP1 was used 
to determine the sensitivity of F. sacchari to 
five fungicides from different chemical groups. 
Concentrations of 1, 10, 100 and 1000 µg mL-1 
of a.i. were evaluated using the poisoned plate 
technique (Dahal and Shrestha, 2018) under a 
completely randomized experimental design with 
five replications. Five Petri dishes with PDA 
culture medium without fungicide (0 µg mL-1) 
were used as control. The fungicides evaluated, and 
the chemical groups to which they belong, were: 
azoxystrobin (strobilurin, Bankit®, Syngenta), 
difenoconazole (thiazoles, Score®, Syngenta), 
hymexazol (isoxazoles, Tachigaren®, Summit 
Agro), cyprodinil (anilino-pyrimidines, Switch®, 
Syngenta), and thiabendazole (benzimidazoles, 
Tecto 60®).

Mycelium discs (7 mm in diameter) of the 
isolate HP1 were placed in Petri dishes with 
modified culture media and control medium for 
incubation in the dark for seven days at 25 ± 1 
°C. During this time, the control treatment filled 
the dish. Mycelial growth was measured in two 
perpendicular directions from the center of the 
colony using a 0.01 mm precision digital caliper 
(Truper®). The percentage of inhibition of radial 
growth was determined (Dahal and Shrestha, 2018) 
and a two-way analysis of variance was performed 
on the results using a linear model, with the 
linearized values   of percentage of inhibition as the 
dependent variable. The comparison of means was 
performed by the Tukey test (α=0.05). The EC50 for 
each fungicide was determined by linear regression 
of the logarithm of fungicide concentration and the 
Probit value of growth inhibition (Finney, 1952). 
All analyzes were performed using the statistical 
program R version 4.0.1 (R Core Team, 2020).

The morphological characteristics of the 
colonies, conidia and conidiophores of the MHP1 
and MHP2 isolates corresponded to F. sacchari, 

envenenada (Dahal y Shrestha, 2018) bajo un dise-
ño experimental completamente al azar con cinco 
repeticiones. Como testigo se utilizaron cinco cajas 
Petri con medio de cultivo PDA sin fungicida (0 µg 
mL-1). Los fungicidas evaluados y grupo químico 
al que pertenecen fueron: azoxystrobin (estrobilu-
rina, Bankit®, Syngenta), difenoconazol (tiazoles, 
Score®, Syngenta), hymexazol (isoxazoles, Tachi-
garen®, Summit Agro), cyprodinil (anilino-pirimi-
dinas, Switch®, Syngenta) y tiabendazol (benzimi-
dazoles, Tecto 60®).

Discos de micelio de 7 mm de diámetro del ais-
lado HP1 se sembraron en las cajas Petri con los 
medios de cultivo modificados y el testigo para su 
incubación en oscuridad por siete días a 25 ± 1 °C, 
en este tiempo el tratamiento testigo llenó la placa. 
El crecimiento micelial fue medido en dos direc-
ciones perpendiculares a partir del centro de la co-
lonia empleando un calibrador digital de precisión 
0.01 mm (Truper®). Se determinó el porcentaje de 
inhibición del crecimiento radial (Dahal y Shres-
tha, 2018) y se realizó el análisis de varianza de dos 
vías de los resultados utilizando el modelo lineal 
aplicando como variable dependiente los valores 
linealizados del porcentaje de inhibición, la com-
paración de medias se realizó por el método Tukey 
(α=0.05). Para cada fungicida se determinó la EC50 
por regresión lineal del logaritmo de la concentra-
ción de fungicida y el valor Probit de inhibición de 
crecimiento (Finney, 1952). Los análisis se realiza-
ron con el programa estadístico R versión 4.0.1 (R 
Core Team, 2020).

Las características morfológicas de las colo-
nias, conidios y conidióforos de los aislados MHP1 
y MHP2 correspondieron a F. sacchari de acuerdo 
con Leslie y Summerell (2006); la colonia presen-
tó micelio abundante, elevado, blanco pálido, que 
tornó a violeta a los 14 días de la siembra. Se ob-
servaron macroconidios alargados con célula api-
cal curvada y célula basal poco desarrollada con 
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according to Leslie and Summerell (2006). The 
colonies presented abundant, aerial, pale white 
mycelium, which turned purple 14 days after 
sowing. Elongated macroconidia with curved apical 
cell and poorly developed basal cell with three septa 
were observed, as well as abundant microconidia 
in false heads on monophialides or polyphialides, 
ovoid and single cell. The sequences obtained 
in GenBank ON924470 and ON924471 (ITS) 
showed a similarity of 100% with the sequence 
of F. sacchari with access number MT882327.1, 
while the sequence ON932086 of (TEF) showed a 
similarity of 99% with the sequence of F. sacchari 
with access number MT010988.1.

The response of F. sacchari to the fungicides 
and concentrations evaluated showed significant 
differences (Figure 1). The analysis of variance 
showed highly significant differences (p≤0.01) 
between fungicides and concentrations. The 
multiple comparison of means of the percentage 
of growth inhibition formed 12 groups (Table 1). 
The highest percentage of inhibition was obtained 
with difenoconazole 1000 µg mL-1 (93.5%) and 
thiabendazole 100 µg mL-1 (92.1%), 1000 µg mL-1 
(91.4%) and 10 µg mL-1 (89.8%). The rest of the 
treatments showed percentages of inhibition that 
ranged from 75.8 to 0%. Various in vitro control 
studies of Fusarium species reported that these 
fungicides had significant growth inhibition 
effects. Alburqueque and Gusqui (2018) obtained 
100% inhibition in F. oxysporum isolated from 
tomato (Solanum lycopersicum) and treated with 
azoxystrobin, carbendazim, copper phosphite and 
thiabendazole. Dahal and Shrestha (2018) also 
reported 100% inhibition in F. oxysporum treated 
with carbendazim at 150 and 200 ppm. Madhavi and 
Bhattiprolu (2011) obtained 92 and 91% inhibition 
in F. solani isolated from chili (Capsicum annuum) 
with the fungicides carbendazim and benomyl, 
respectively.

tres septos, así como microconidios abundantes 
en falsas cabezas en monofiálides o polifiálides, 
ovoides de una célula. Las secuencias obtenidas en 
GenBank ON924470 y ON924471 (ITS) presenta-
ron una similitud del 100% con el número de ac-
ceso MT882327.1 de F. sacchari mientras que la 
secuencia ON932086 (TEF) mostró similitud del 
99% con el número de acceso MT010988.1 de F. 
sacchari.

F. sacchari exhibió diferencias significativas 
a todos los fungicidas y concentraciones evalua-
dos (Figura 1). El análisis de varianza mostró di-
ferencias altamente significativas (p≤0.01) entre 
los fungicidas y concentraciones. La comparación 
múltiple de medias del porcentaje de inhibición de 
crecimiento formó 12 grupos (Cuadro 1). El mayor 
porcentaje de inhibición se obtuvo con difenoco-
nazol 1000 µg mL-1 (93.5%) y tiabendazol 100 µg 
mL-1 (92.1%), 1000 µg mL-1 (91.4%) y 10 µg mL-1 
(89.8%). El resto de los tratamientos presentaron 
porcentajes de inhibición de 75.8 a 0%. Diversos 
estudios de control in vitro de especies de Fusa-
rium reportan efectos significativos de inhibición 
de crecimiento con estos fungicidas. Alburqueque 
y Gusqui (2018) obtuvieron un 100% de inhibi-
ción en F. oxysporum aislado de jitomate (Solanum 
lycopersicum) tratado con azoxystrobin, carben-
dazim, fosfito de cobre y tiabendazol, de manera 
similar Dahal y Shrestha (2018) reportan un 100% 
de inhibición en F. oxysporum tratado con carben-
dazim a 150 y 200 ppm; mientras que Madhavi y 
Bhattiprolu (2011) obtuvieron con los fungicidas 
carbendazim y benomil un 92 y 91% de inhibición 
en F. solani aislado de chile (Capsicum annuum), 
respectivamente.

De acuerdo con los resultados de la presente in-
vestigación, se observó que los fungicidas con có-
digo G1 (difenoconazol) cuyo modo de acción es 
de inhibición en la biosíntesis de esteroles con pun-
to de acción en la inhibición de la desmetilación 
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Figure 1. Growth of Fusarium sacchari after seven days of exposure to concentrations of 0, 1, 10, 100 and 1000 µg mL-1 of 
azoxystrobin A), difenoconazole B), hymexazol C), cyprodinil D), and thiabendazole E).

Figura 1. Crecimiento de Fusarium sacchari a los siete días de exposición a concentraciones de 0, 1, 10, 100 y 1000 µg mL-1 
de azoxystrobin A), difenoconazol B), hymexazol C), cyprodinil D) y tiabendazol E).
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The results of the present study showed that the 
fungicides with code G1 (difenoconazole), whose 
mode of action is inhibition of the biosynthesis 
of sterols, with point of action in the inhibition of 
demethylation (FRAC, 2020), and the fungicides 
with code B1 (thiabendazole), whose mode of 
action is the inhibition of motor and cytoskeleton 
proteins, with point of action in the assembly of 
β-tubulins in mitosis (FRAC, 2020), were the ones 
that showed the highest inhibition percentage of 
mycelial growth of F. sacchari.

Regarding the EC50, the lowest values   
corresponded to difenoconazole with 1.5 µg mL-1 
(standard error 2.1) and thiabendazole with 7.2 µg 
mL-1 (standard error 1.3). Cyprodinil had a value of 
36.7 µg mL-1 (standard error 2.2) and hymexazol a 
value of 371.0 µg mL-1 (standard error 1.3), but the 
highest value corresponded to azoxystrobin, with 
18420 µg mL-1 (standard error 5.2). F. sacchari 
showed growth with all the concentrations of 
azoxystrobin. Similar results were obtained by 
Gutierrez et al. (2006), who reported that there were 
no significant differences in inhibition percentage 
and that isolates of Fusarium spp. obtained from 

(FRAC, 2020), y código B1 (tiabendazol) cuyo 
modo de acción es de inhibición de proteínas mo-
toras y del citoesqueleto con punto de acción en el 
ensamblaje de las β-tubulinas en la mitosis (FRAC, 
2020), fueron los que inhibieron en mayor porcen-
taje el crecimiento micelial de F. sacchari.

Respecto a la EC50 los valores bajos corres-
pondieron a difenoconazol con 1.5 µg mL-1 (error 
estándar 2.1) y tiabendazol con 7.2 µg mL-1 (error 
estándar 1.3). Cyprodinil presentó un valor de 36.7 
µg mL-1 (error estándar 2.2) e hymexazol un va-
lor de 371.0 µg mL-1 (error estándar 1.3), mientras 
que el valor más alto fue para azoxystrobin 18420 
µg mL-1 (error estándar 5.2). F. sacchari presentó 
crecimiento en todas las concentraciones evaluadas 
con azoxystrobin; resultados similares han sido ob-
tenidos por Gutierrez et al. (2006) en donde no pre-
sentaron diferencias significativas en el porcentaje 
de inhibición, así como baja sensibilidad de aisla-
dos de Fusarium spp. obtenidos de frutos de jito-
mate hacia dosis de azoxystrobin (3.3, 9.9 y 27.7 
µL L-1 de Quadris, Syngenta).

El tipo de cultivo y enfermedad ocasionada por 
el fitopatógeno contra el cual se aplica un fungicida 

Table 1. Mean comparison by Tukey (0.05) of the percentage of inhibition of mycelial growth of F. 
sacchari by the effect of five fungicides at four concentrations.

Cuadro 1. Comparación de medias Tukey (0.05) del porcentaje de inhibición del crecimiento micelial 
de F. sacchari por efecto de cinco fungicidas a cuatro concentraciones.

Tratamiento Inhibición (%) Tratamiento Inhibición (%)

Difenoconazol 1000 µg mL-1 93.5 Az Cyprodinil 1 µg mL-1 47.3 E
Tiabendazol 100 µg mL-1 92.1 A Azoxystrobin 100 µg mL-1 31.1 F
Tiabendazol 1000 µg mL-1 91.4 A Hymexazol 100 µg mL-1 28.3 FG
Tiabendazol 10 µg mL-1 89.8 A Cyprodinil 10 µg mL-1 27.4 FG
Hymexazol 1000 µg mL-1 75.8 B Azoxystrobin 1000 µg mL-1 26.0 FG
Difenoconazol 100 µg mL-1 75.1 B Azoxystrobin 10 µg mL-1 18.7 GH
Difenoconazol 10 µg mL-1 74.7 B Azoxystrobin 1 µg mL-1 13.7 H
Cyprodinil 1000 µg mL-1 61.8 C Tiabendazol 1 µg mL-1   8.0 HI
Cyprodinil 100 µg mL-1 60.1 CD Hymexazol 1 µg mL-1   0.3 I
Difenoconazol 1 µg mL-1 49.3 DE Hymexazol 10 µg mL-1   0.0 I

zPercentages with the same letter are statistically equal, p≤0.01.  /  ZPorcentajes con la misma letra son 
estadísticamente iguales, p≤0.01.
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tomato fruits showed low sensitivity to different 
doses of azoxystrobin (3.3, 9.9 and 27.7 µL L-1 
from Quadris, Syngenta).

The type of crop and disease caused by a 
phytopathogen against which a fungicide is applied 
influences the ability of the latter to inhibit growth. 
Avonazi et al. (2014) obtained an average EC50 
of 0.2 mg L-1 in an assay with F. graminearum 
isolated from wheat (Triticum aestivum) exposed to 
azoxystrobin. This was the most effective fungicide 
in inhibiting spore germination. In the present study, 
hymexazol, whose mode of action (A3) plays a role 
in the metabolism of nucleic acids, affecting DNA/
RNA synthesis, and cyprodinil, whose mode of 
action (D1) affects amino acid and protein synthesis 
by inhibiting methionine biosynthesis. (FRAC, 
2020), showed low percentages of inhibition 
of the mycelial growth of F. sacchari at all the 
concentrations evaluated, with efficacy values   of 
less than 76%.

Thiabendazole showed an inhibition range of 7.9 
to 91.4% and an EC50 of 7.2 µg mL-1. These results 
demonstrate the antifungal effect of thiabendazole 
derived from its direct effect on mitosis, preventing 
the development of the mycelium (Melgarejo and 
Abella, 2011). Thiabendazole inhibited the mycelial 
growth of F. sacchari at a concentration of 10 µg 
mL-1. This result coincides with that of Kawchuk 
et al. (1994), who performed an in vitro study of 
isolates of Fusarium spp. obtained from potato 
tubers with dry rot symptoms and reported that 
mycelial growth was inhibited with an EC50 of 10 mg 
L-1. Gachango et al. (2012) obtained an EC50 of 3.7 
mg L-1 with isolates of Fusarium spp. also obtained 
from potato tubers with dry rot. Difenoconazole 
had an inhibition range of 49.3 to 93.5% with an 
EC50 of 1.5 µg mL-1. These results coincide with 
those reported by Gachango et al. (2012), who 
reported 50% mycelial inhibition with an EC50 of 
1.8 mg L-1. Anderson et al. (2020) conducted a 

tiene efecto sobre su capacidad para realizar la in-
hibición en el crecimiento. Avonazi et al. (2014) 
obtuvieron un EC50 promedio de 0.2 mg L-1 en su 
ensayo con F. graminearum aislado de trigo (Triti-
cum aestivum) expuesto a azoxystrobin, siendo este 
el fungicida con mayor eficacia en la inhibición de 
la germinación de esporas. En esta investigación el 
hymexazol cuyo modo de acción (A3) tiene impli-
cación en el metabolismo de ácidos nucleicos afec-
tando la síntesis de ADN/ARN y el cyprodinil cuyo 
modo de acción (D1) afecta la síntesis de aminoáci-
dos y proteínas al inhibir la biosíntesis de metioni-
na (FRAC, 2020), presentaron bajos porcentajes de 
inhibición del crecimiento micelial de F. sacchari 
en todas las concentraciones evaluadas, teniendo 
valores de eficacia menores a 76%.

El tiabendazol presentó un rango de inhibición 
de 7.9 a 91.4% y una EC50 de 7.2 µg mL-1, estos 
resultados demuestran el efecto antifúngico del 
tiabendazol derivado de su efecto directo sobre 
la mitosis, lo que impide el desarrollo del micelio 
(Melgarejo y Abella, 2011). Tiabendazol inhibió 
el crecimiento micelial de F. sacchari a partir de 
la concentración 10 µg mL-1, este resultado coin-
cide con lo reportado por Kawchuk et al. (1994) 
en donde en su estudio in vitro de aislados de Fu-
sarium spp. obtenidos de tubérculos de papa con 
síntomas de pudrición seca, el crecimiento micelial 
fue inhibido con una EC50 de 10 mg L-1; por su par-
te Gachango et al. (2012) obtuvieron una EC50 de 
3.7 mg L-1 con aislados de Fusarium spp. obtenidos 
también de tubérculos de papa con pudrición seca. 
Con difenoconazol se obtuvo un rango de inhibi-
ción de 49.3 a 93.5% con una EC50 de 1.5 µg mL-1, 
estos resultados coinciden con los reportados por 
Gachango et al. (2012) quienes obtuvieron una in-
hibición micelial del 50% con una EC50 de 1.8 mg 
L-1. Anderson et al. (2020) en el estudio de sensi-
bilidad de F. graminearum aislado de trigo (Triti-
cum aestivum) a fungicidas del grupo de triazoles, 
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sensitivity study of F. graminearum isolated from 
wheat (Triticum aestivum) to fungicides of the 
triazole group. They obtained an EC50 lower than 
2 µg mL-1 for both tebuconazole and ketoconazole, 
which confirmed that the fungicides of the chemical 
group Triazole are effective in decreasing mycelial 
growth in Fusarium species.

The results obtained in the present study coincide 
with those of previous works where it was shown 
that fungicides from various chemical groups such 
as carbendazim (benzimidazoles, B1), thiophanate 
methyl (thiophanates, B1), copper oxychloride 
(inorganic, M01) and mancozeb (dithio carbamates, 
M03) can be used to control the PB disease 
(Vishwakarma et al., 2013; Jeyakumar and Zhang, 
2020; TNAU, 2020). The first two fungicides have 
a mode of action similar to thiabendazole with 
respect to the inhibition of motor and cytoskeleton 
proteins. The other two fungicides have multisite 
activity (FRAC, 2020).

F. sacchari has been reported as the causal agent 
of PB disease in different parts of the world (Lin 
et al., 2014; Viswanathan et al., 2017; Bao et al. 
2020; Paul et al. 2022). In the present study, it was 
isolated from sugarcane plants found in sugarcane 
fields of the Huasteca Potosina region. Although 
the PB disease has not had an economic impact 
in this region yet, it is a phytosanitary threat. 
Therefore, it is recommended that future assays 
include pathogen isolates from different production 
fields.
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Abstract. Coffee (Coffea arabica) production is 
one of the most economically important industrial 
activities in México. However, coffee production 
faces phytosanitary problems in the form of 
coffee rust (Hemileia vastatrix). The main goal 
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Resumen. El cafeto (Coffea arabica) es uno de 
los cultivos industriales y económicos importantes 
en México; sin embargo, se ha enfrentado a proble-
mas fitosanitarios por Hemileia vastatrix. En la ac-
tualidad existen alternativas biotecnológicas como 
lo es el desarrollo de biofungicidas. El objetivo 
principal fue evaluar la actividad biofungicida de 
extractos foliares de Piper auritum y Azadirachta 
indica sobre Hemileia vastatrix a través de ensayos 
in vitro e in vivo. En el ensayo in vitro, se aplica-
ron extractos etanólicos y apolares de A. indica y 
P. auritum a concentraciones de 1000, 3000 y 5000 
ppm sobre H. vastatrix; mientras que en el ensayo 
in vivo, se aplicaron los extractos etanólicos en las 
hojas de café Typica enfermas con H. vastatrix. En 
el ensayo in vitro, los extractos de A. indica y P. 
auritum inhibieron la germinación de H. vastatrix 
en un 99%. Asimismo, la aplicación del extracto 
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of the present study was to evaluate extracts from 
Azadirachta indica and Piper auritum as potential 
biofungicides. In in vitro assays, ethanolic and non-
polar foliar extracts from A. indica and P. auritum 
were applied in three concentrations 1000, 3000, 
and 5000 ppm, against H. vastatrix. While in the in 
vivo assay, only ethanolic extracts were applied to 
coffee plants Typica diseased with H. vastatrix. Both 
extracts inhibited about 99% of the germination of 
H. vastatrix uredospores in vitro. On coffee plants 
of “Typica” variety infected with H. vastatrix that 
were treated with the ethanolic extracts from P. 
auritum and A. indica, no disease appeared during 
the 20 days of treatment. The inhibitory effect 
was not significantly similar in those treated with 
copper oxychloride on days 15 and 20 (Tukey P ≤ 
0.05). We suggest that the evaluated plant extracts 
are used as a natural alternative for the preventive 
control of H. vastatrix in small greenhouses.

Keywords: vegetable extracts, Biofungicide, 
Coffee rust.

In Mexico, the cultivation of coffee (Coffea 
arabica) is an activity with great economic, 
social and environmental importance. The state 
of Veracruz is one of the main coffee producers in 
terms of surface (around 139 thousand hectares), 
commercialization volume (SAGARPA, 2015), 
and number of producers (Pérez and Pérez, 2012). 
The varieties cultivated include Typica, Garnica, 
Bourbon, Caturra, among others (López-García et 
al., 2016). The cultivation of Coffea arabica and its 
varieties is vulnerable to phytosanitary problems 
that affect grain production and quality. Such is the 
case of the Typica variety, which is characterized 
by its tall size, thin trunk and branches widely 
separated, large leaves with bronze tips, red fruits, 
acidity, and high quality in the cup due to its 

etanólico de P. auritum y A. indica en hojas de café 
enfermas, contuvo el incremento de la infección 
durante los 20 días. Este efecto no fue similar en 
aquellos tratados con oxicloruro de cobre en el día 
15 y 20 (Tukey P ≤ 0.5). Sugerimos que los extrac-
tos vegetales evaluados podrían ser una alternativa 
natural para el manejo preventivo de H. vastatrix.

Palabras clave: Extractos vegetales, Biofungicida, 
Roya del cafeto.

En México el cultivo del café (Coffea arabica) 
es una de las actividades principales que conlleva 
una gran importancia económica, social y ambien-
tal. Tal es el caso del estado de Veracruz, que se 
mantiene entre los primeros lugares de producción 
debido a la superficie destinada (alrededor de 139 
mil hectáreas), volumen de comercialización (SA-
GARPA, 2015) y número de productores para su 
cultivo (Pérez y Pérez, 2012). Específicamente, se 
cultivan las variedades Typica, Garnica, Bourbon, 
Caturra, entre otros (López-García et al., 2016). Sin 
embargo, el cultivo de Coffea arabica y sus varie-
dades, son vulnerables a problemas fitosanitarios 
que afectan la producción de granos y su calidad; 
como es el caso de la variedad Typica que se carac-
teriza por un porte alto, tronco y ramas delgadas 
muy separadas, hojas grandes con puntas de color 
bronce, frutos de color rojo, acidez y alta calidad 
en taza, por sus notas a flores y frutas de sabores 
complejos (Hernández-Solabac et al., 2011; López-
García et al., 2016). No obstante, esta variedad es 
susceptible a plagas y enfermedades, entre las que 
más predominan y afectan su producción, se en-
cuentra la roya del cafeto, producida por el hongo 
Hemileia vastatrix (Avelino et al., 2015). 

Ante este problema fitosanitario, el control quí-
mico, a pesar de ser efectivo cuando se usa adecua-
damente, conlleva altos costos para los productores, 
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complex flavors with notes of flowers and fruits 
(Hernández-Solabac et al., 2011; López-García et 
al., 2016). This variety is susceptible to pests and 
diseases. One of the most predominant and harmful 
in terms of production is coffee rust, caused by the 
fungus Hemileia vastatrix (Avelino et al., 2015). 

Chemical control, despite being effective when 
used properly, entails high costs for producers, and 
sometimes the production organic coffee must meet 
official standards that prohibit the use of pesticides 
(Shigueoka et al., 2014; Silva-Acuña et al., 2002). 
The use of resistant hybrid varieties of arabica 
coffee is the most economical and environmentally 
friendly form of control (FAO, 2015). However, 
the disease resistance of coffee plants can be 
affected by the genetic variability of the pathogen, 
its high evolutionary potential, and the probability 
of mutation events (Várzea and Marques, 2005). 
Current initiatives and technological trends 
promote the development of bio-inputs such as 
bioinsecticides, bioherbicides, and biofungicides, 
among others (Ordanza-Beneitez, 2017). These 
include plant defense stimulants, biological control 
techniques, and derivatives of natural products 
obtained from plants and microorganisms (Ordanza-
Beneitez, 2017; Mesa et al., 2019). The United 
States Environmental Protection Agency (EPA) 
has stated that natural products play an important 
role in protecting crops under the principles of 
Integrated Pest and Disease Management (IMPE) 
(Cantrell et al., 2012; Leahy et al., 2014; Sparks et 
al., 2017). 

This is why these types of alternatives have been 
used in the cultivation of various crops such as corn 
and beans, to mention a few. For example, essential 
oil of neem (Azadirachta indica) has been used to 
control phytopathogenic fungi such as Sclerotium 
rolfsii, Rhizoctonia solani, Sclerotina sclerotiorum, 
Lagenidium giganteum, Metarhizium anisopliae, 
and Fusarium graminearum (Mohamed-Ali et al., 

y en ocasiones, el sistema de cultivo orgánico de 
café tiene estándares oficiales que prohíben el uso 
de pesticidas (Shigueoka et al., 2014; Silva-Acuña 
et al., 2002). Mientras que la introducción de hí-
bridos resistentes de la especie arábica, es la forma 
de control más económica y amigable con el am-
biente (FAO, 2015). Sin embargo, la resistencia de 
la planta puede reducirse debido a la variabilidad 
genética del patógeno, su alto potencial evolutivo 
y probabilidad de eventos de mutación (Várzea y 
Marques, 2005). Actualmente, las nuevas iniciati-
vas y tendencias tecnológicas se están dirigiendo 
al desarrollo de bioinsumos como bioinsecticidas, 
bioherbicidas, biofungicidas, entre otros (Ordanza-
Beneitez 2017); que incluyen estimulantes de de-
fensas, técnicas de control biológico y derivados de 
productos naturales obtenidos a partir de plantas y 
microorganismos (Ordanza-Beneitez 2017; Mesa 
et al., 2019). Por lo que, la Agencia de Protección 
Ambiental de los Estados Unidos (EPA, por sus si-
glas en inglés), ha descrito que los productos na-
turales juegan un papel importante para proteger 
cultivos bajo el concepto del Manejo Integrado de 
Plagas y Enfermedades (MIPE) (Cantrell et al., 
2012; Leahy et al., 2014; Sparks et al., 2017). 

Es por ello, que, en varios sistemas de culti-
vo como el maíz y frijol, por mencionar algunos, 
han usado este tipo de alternativas, por ejemplo, el 
aceite esencial del neem (Azadirachta indica) se 
utilizó para combatir hongos fitopatógenos como 
Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani, Sclerotina 
sclerotiorum, Lagenidium giganteum, Metarhizium 
anisopliae y Fusarium graminearum (Mohamed-
Ali et al., 2017; Mohammad et al., 2014; Mohanty 
et al., 2008; Heidtmann-Bemvenuti et al., 2016), 
así como en las urediniosporas de Phakopsora pa-
chyrhizi, observándose una reducción del 35% de 
severidad de la roya asiática de la soya (Glycine 
max) cultivada en invernadero. Asimismo, el ex-
tracto de acuyo u hoja santa (Piper auritum), ha 
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2017; Mohammad et al., 2014; Mohanty et al., 
2008; Heidtmann-Bemvenuti et al., 2016). It has 
also been used on urediniospores of Phakopsora 
pachyrhizi, leading to a 35% reduction in the 
severity of Asian soybean rust (Glycine max) under 
greenhouse conditions. Similarly, the extract of 
“acuyo” or “hoja santa” (Mexican pepperleaf, Piper 
auritum) has been classified as a biofungicide agent 
against species of phytopathogenic fungi such as 
Helminthosporium and Fusarium spp. (Montes-
Belmont, 2009), Colletotrichum acutatum, C. 
gloeosporioides and Botryodiplodia theobromae 
(Pineda et al., 2012). The present study evaluated 
the bio-fungicidal activity of leaf extracts of Piper 
auritum and A. indica against H. vastatrix using in 
vitro and in vivo tests.

Fresh leaves (without mechanical damage 
and stains) of A. indica were collected in Boca 
del Río, in the state of Veracruz (19° 09’ 00.3” N 
and 96° 07’ 32.9” W, 16 masl). Fresh leaves of P. 
auritum were collected in Coatepec, Veracruz (19° 
27’ 33.3” N and 96° 57’ 18.8” W, 1200 masl). All 
leaves were collected during the spring of 2020. 
The fresh leaves of both species were rinsed with 
running water to clean them. The leaves were then 
crushed, and 10 g of each species were weighed 
using an analytical balance. The crushed leaf was 
then placed in a clean container, 100 mL of absolute 
ethanol were added, and the material was left to 
stand for 72 h. The same operation was carried out 
in another container but with an apolar solution (a 
1:1 mixture of hexane and chloroform). Afterward, 
the solutions were poured separately into a funnel 
with filter paper (Wattman # 2) to obtain ethanolic 
and apolar extracts. Finally, each extract was placed 
in a water bath at 45 °C to concentrate the extracts 
(1g to 900 mg of recovered extract) until the 
solvent evaporated (modified method of Alvarado-
Castillo et al., 2017). The extracts were then stored 
in a refrigerator at 4 °C for later use in in vitro and 
in vivo tests.

sido catalogado como agente biofungicida contra 
especies de hongos fitopatógenos tales como Hel-
minthosporium y Fusarium spp. (Montes-Belmont, 
2009), Colletotrichum acutatum, C. gloeosporioi-
des y Botryodiplodia theobromae (Pineda et al., 
2012). Dado a esta particularidad, en este estudio 
se evaluó la actividad biofungicida de extractos fo-
liares de Piper auritum y A. indica sobre H. vasta-
trix a través de ensayos in vitro e in vivo.  

Se obtuvieron hojas frescas (que no tuvieran 
daño mecánico y sin manchas) de A. indica colec-
tadas en Boca del Río, Veracruz (19° 09’ 00.3” N y 
96° 07’ 32.9” W, 16 msnm) y P. auritum colectadas 
en Coatepec, Veracruz (19° 27’ 33.3” N y 96° 57’ 
18.8” W, 1200 msnm) durante el periodo de pri-
mavera del año 2020. Las hojas frescas de ambas 
especies se enjuagaron con agua corriente para lim-
piarlas, posteriormente, se trituraron y pesaron 10 
g por especie mediante una balanza analítica; estas 
se colocaron en un recipiente limpio y se agregaron 
100 mL de etanol absoluto, se dejó reposar durante 
72 h y, en otro recipiente se realizó la misma ope-
ración, pero en este caso, se le agregó una solución 
apolar (una mezcla 1:1 de hexano con cloroformo). 
Transcurrido este tiempo, las soluciones por sepa-
rado, se vertieron en un embudo con papel filtro 
(Wattman # 2) para obtener el extracto etanólico 
y apolar. Finalmente, cada extracto, se colocó en 
baño maría a 45°C para concentrar los extractos 
vegetales (1g a 900 mg de extracto recuperado), 
hasta evaporar el solvente (método modificado de 
Alvarado-Castillo et al., 2017). Posteriormente, se 
guardaron en un refrigerador a 4 °C para su poste-
rior uso en los ensayos in vitro e in vivo. 

Las uredosporas de H.vastatrix se colectaron de 
hojas de café arábica Typica infectadas de forma 
natural. La colecta se realizó en los meses de abril-
julio del año 2020, en la localidad de Mahuixtlán, 
Coatepec, Ver., (19° 24’ 31.7” N y 96° 55’ 37.0” W, 
980 msnm); en ese mismo día se llevaron al labo-
ratorio de parasitología de la Facultad de Ciencias 
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Uredospores of H. vastatrix were collected from 
naturally infected Typica arabica coffee leaves. The 
collection of the leaves was carried out between 
April and July of 2020, in the town of Mahuixtlán, 
Coatepec, Veracruz, (19° 24’ 31.7” N and 96° 55’ 
37.0” W, 980 masl). On the same day they were 
collected, the leaves were taken to the parasitology 
laboratory of the Faculty of Agricultural Sciences 
of the Universidad Veracruzana in Xalapa, 
Veracruz, to carry out the in vitro test. The 
effectiveness of the extracts was tested using the 
method of Alvarado-Castillo et al. (2017). For this 
test, 100 ± 10 uredospores of H. vastatrix were 
placed in a humid chamber and were then treated 
with extracts of P. auritum and A. indica in three 
concentrations, 1000, 3000 and 5000 ppm (1mL 
of volume), a control of water:ethanol (1:1 v/v) 
and a blank of Copper Oxychloride (OXIMET®) 
and wettable powder (50%) (3.0 g/L of water), 
which was prepared following the instructions of 
the manufacturer for application to coffee plants. 
The humid chambers were placed in an incubator 
at a regulated temperature of 27 °C for five days. 
The experimental unit was a Petri dish for each 
treatment, set up in triplicate. The experiment 
was observed for 5 days because that is the time 
necessary for the uredospores to germinate and the 
germinated tubes to appear, which generally occurs 
after 6 to 12 hours, without the fungus penetrating 
and carrying out its biological cycle completely 
(Avelino and Rivas, 2013; Virginio-Filho and 
Astroga-Domian, 2015).

The in vitro germination was observed at 24, 
72 and 120 hours using an optical microscope 
(VELAB™ model VE-B6). The number of 
germinated spores per treatment was quantified. 
The germination percentage of each treatment 
was calculated after five days. The percentage 
of inhibition was calculated using the following 
formula: %growth inhibition= [(control growth–

Agrícolas, Universidad Veracruzana, Xalapa, Ver. 
Las uredosporas, se colectaron con ayuda de un 
pincel de punta fina y se depositaron en tubos de 2 
mL marca eppendorf, para posteriormente llevar a 
cabo el ensayo in vitro. Se usó el método de Alvara-
do-Castillo et al. (2017) para realizar el ensayo de 
efectividad de los extractos. Este ensayo consistió 
en colocar 100 ± 10 uredosporas de H. vastatrix en 
una cámara húmeda, posteriormente se les aplicó el 
extracto de P. auritum y A. indica en tres concentra-
ciones, 1000, 3000 y 5000 ppm (1mL de volumen), 
un testigo a base de agua:etanol (1:1 v/v) y un blan-
co que fue Oxicloruro de cobre (OXIMET®) 50% 
polvo humectable (3.0 g/L de agua); se preparó si-
guiendo las instrucciones del empaque comercial 
para la aplicación en cafeto. Las cámaras húmedas 
se colocaron en una incubadora a una temperatura 
regulada de 27 °C por cinco días, siendo la unidad 
experimental una caja Petri por cada tratamiento, y 
se realizó por triplicado. Se consideraron cinco días 
de observación debido que es el tiempo necesario 
para observar el inicio de germinación los tubos 
germinativos de las uresdosporas, que generalmen-
te ocurre a partir de las seis a 12 h, sin que esta 
penetre y lleve a cabo su ciclo biológico totalmen-
te, como el fitoparásito obligado que lo caracteriza 
(Avelino y Rivas, 2013; Virginio-Filho y Astroga-
Domian, 2015).

La observación de germinación in vitro, se rea-
lizó a las 24, 72 y 120 horas con el apoyo de un 
microscopio óptico (VELAB™ modelo VE-B6) y 
se cuantificó el número de esporas germinadas por 
tratamiento. Transcurridos los cinco días, se ob-
tuvo el porcentaje de germinación por cada trata-
miento. El porcentaje de inhibición se calculó con 
la siguiente fórmula: % inhibición de crecimiento 
= [(crecimiento del testigo – crecimiento del tra-
tamiento) / crecimiento del testigo] *100 (Toma-
do con modificaciones de Polanco-Florían et al., 
2020).
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treatment growth)/control growth] *100 (Taken 
with modifications from Polanco-Florían et al., 
2020).

The in vivo analysis of the effectiveness of the 
P. auritum and A. indica extracts was conducted 
on Typica coffee plants with the presence of H. 
vastatrix. These were obtained from a commercial 
nursery located in San Marcos de León, Xico, 
Veracruz. (19° 25’ 17.1” N 96° 57’ 59.2” W, 1100 
masl) during the spring of 2020. The plants were 
taken to the Faculty of Biology, Universidad 
Veracruzana, Xalapa, Veracruz for analysis. The 
inclusion criteria used to collect the plants were 
the following: similar size and number of leaves 
(approximately 11 to 15 leaves), same age (one 
year), variety, substrate and no previous treatment 
with fungicides. The coffee plants were grouped 
into experimental units of 10 individuals. Different 
treatment groups were formed: control (water), 
blank (copper oxychloride), ethanolic extracts of 
P. auritum and A. indica at three concentrations, 
1000, 3000 and 5000ppm. Each treatment had 
three repetitions. The experimental design was 
completely randomized. The data were analyzed 
with an analysis of variance (ANOVA) and the 
means of each evaluation (24, 72 and 120 h) 
were compared with a Tukey test (P ≤ 0.05). The 
normality of the parameters was checked with the 
Shapiro-Wilks test. All statistical analyses were 
performed using the STATISTICA® program for 
Windows.

All coffee plants were kept under the same 
greenhouse conditions of temperature, humidity, 
light incidence, and watering. To induce infection 
with H. vastatrix (previously collected in the 
town of Mahuixtlán, municipality of Coatepec, 
Veracruz), around 100 uredospores per square 
centimeter (previously quantified with the help 
of a binocular stereoscope VELAB™ VE- S1) 
were inoculated on the underside of the leaves of 

Para el análisis in vivo de la efectividad de los 
extractos de P. auritum y A. indica, se utilizaron 
plantas de café variedad Typica con presencia de H. 
vastatrix que se obtuvieron de un vivero comercial 
ubicado en San Marcos de León, Xico, Ver. (19° 
25’ 17.1” N 96° 57’ 59.2” W, 1100 msnm) durante 
el periodo de primavera del año 2020. Posterior-
mente, se llevaron a la facultad de Biología, Uni-
versidad Veracruzana, Xalapa, Ver., para su poste-
rior análisis. Los criterios de selección e inclusión 
de las plantas fueron el tamaño y número de hojas 
similares (11 a 15 hojas aproximadamente), mis-
ma edad (un año), variedad, sustrato y sin ningún 
tratamiento previo con fungicidas. Las plantas de 
café se agruparon por unidad experimental de 10 
individuos y se formaron los diferentes grupos por 
tratamiento: testigo (agua), blanco (oxicloruro de 
cobre), extracto etanólico de P. auritum y A. indi-
ca a tres concentraciones, 1000, 3000 y 5000 ppm; 
cada tratamiento con tres repeticiones. Se utilizó un 
diseño experimental completamente al azar. El aná-
lisis de los datos se realizó por medio de un análisis 
de varianza (ANOVA) y la comparación de medias 
de cada evaluación, 24, 72 y 120 h, se realizó con la 
prueba de Tukey (P ≤ 0.05) y una previa comproba-
ción de los paramétricos de Normalidad mediante 
prueba de Shapiro-Wilks, utilizando el programa 
STATISTICA® para Windows. 

Todas las plantas de café se mantuvieron en 
las mismas condiciones de temperatura, humedad, 
incidencia de luz y aplicación de agua, en condi-
ciones de vivero. Para inducir la infección de H. 
vastatrix (previamente colectadas en la localidad 
de Mahuixtlán, municipio de Coatepec, Ver), se 
inocularon alrededor de 100 uredosporas por cen-
tímetro cuadrado (previamente cuantificadas con la 
ayuda de un estereoscópico binocular básico (VE-
LAB™ modelo VE-S1) en el envés de las hojas de 
las plantas de café Typica con la ayuda de un pincel 
de punta fina. Para observar la infección, se utilizó 
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Typica coffee plants with the help of a fine-tipped 
brush. The progress of the infection, including the 
incubation period (IP) and the latency period (LP), 
was observed for 20 days using the diagrammatic 
scale of severity for coffee rust infection 
(SINAVEF, 2013). It is important to highlight that 
the first sori were formed during this period, as well 
as the release of new spores, which confirmed the 
presence of coffee rust and the beginning of the 
infection process (Avelino and Rivas, 2013) in 2% 
of the affected area (Capucho et al., 2011). 

The treatments were applied on the underside of 
the leaves once the first signs of the pathogen were 
detected (100 mL volume of previously prepared 
solution) and the progress of the disease was 
recorded (0, 5, 10, 15 and 20 days after inoculation) 
(SINAVEF, 2013), that is, during the appearance 
of new yellow or orange spots on the underside 
of the leaves, which is one of the indicators of the 
growth of the disease. The progress of the disease 
in all the experimental groups was assessed using 
a diagrammatic scale, according to SINAVEF 
(2013). Photos of the upper and lower sides of 
the leaves were taken to classify them according 
to the diagrammatic scale of disease severity and 
to record the reactions of H. vastatrix, as reported 
by SINAVEF (2013) and SENASICA (2019). The 
SINAVEF scale (2013) was used to evaluate the 
severity of the disease in the leaves.

The data obtained with the diagrammatic scale 
were transformed into severity percentages using 
the Townsend and Heuberger formula (Guillén-
Sánchez et al., 2017):

Where,
P - weighted severity average
n - number of leaves for each class in the scale

el criterio de la escala diagramática de severidad de 
infección de roya del café (SINAVEF, 2013); así 
como el progreso de la enfermedad durante los 20 
días, Período de incubación (PI) y Período de laten-
cia (PL). Es importante resaltar que, durante este 
periodo, se observó la producción de los primeros 
soros, liberación de nuevas esporas que confirma-
ron la presencia de roya e inicio del proceso de in-
fección (Avelino y Rivas, 2013) en un 2% del área 
afectada para iniciar con el experimento (Capucho 
et al., 2011). 

La aplicación de los tratamientos se realizó en 
el envés de las hojas, una vez que se detectaron los 
primeros signos del patógeno (100 mL de volumen 
de solución previamente preparada), y se registró el 
avance de la enfermedad (0, 5, 10, 15 y 20 días des-
pués de la inoculación) (SINAVEF, 2013), es decir, 
durante la aparición de nuevas manchas amarillas 
o anaranjadas en el envés de las hojas, que es uno 
de los indicativos del incremento de la enfermedad. 
Se cuantificó el avance de la enfermedad mediante 
una escala diagramática de acuerdo con SINAVEF 
(2013), en todos los grupos experimentales. Al 
mismo tiempo, se tomaron fotos del haz y envés de 
las hojas para clasificarlas de acuerdo con la escala 
diagramática de severidad y verificar las reacciones 
crecientes de H. vastatrix como ha sido reportado 
por SINAVEF (2013) y SENASICA (2019).  Para 
evaluar la severidad en hoja se utilizó la escala de 
SINAVEF (2013).

Los datos obtenidos con la escala diagramática 
fueron transformados a porcentajes de severidad, 
utilizando la fórmula de Townsend y Heuberger 
(Guillén-Sánchez et al., 2017):

Donde,
P - media ponderada de severidad
n - número de hojas por cada clase en la escala
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v - numerical value of each class
N - total number of leaves in the sample
CM - major category

The experimental design was completely 
randomized, with a factorial arrangement of 
three repetitions. Factor A corresponded to 
the commercial fungicide and to the three 
concentrations of plant extracts, while factor B 
corresponded to the fungus. An analysis of variance 
(ANOVA) was used to determine the effect of the 
treatments. Tukey’s comparison of means test was 
used to evaluate (P ≤ 0.05) differences, using the 
STATISTICA® program for Windows.

Figure 1 shows the inhibition effect of all 
treatments on the germination of H. vastatrix 
uredospores. The ethanolic and apolar extracts 
of A. indica and P. auritum inhibited 99% of the 
germination of H. vastatrix. The yellow coloration 
usually presented by untreated uredospores was not 
observed. However, the uredospores treated with 
copper oxychloride did show a yellow coloration, 
similar to those in the control group (Figure 1 A and 
C). A gradual increase in uredospore germination 
was observed in the latter group, from 18 to 99 % 
between 24, 72 and 120 hours (Figure 2).

The treatments with A. indica and P. auritum, 
in particular at concentrations of 3000 ppm and 
5000 ppm, caused damage to the uredospores of 
H. vastatrix, as evidenced by the discoloration 
and deformation observed in the outer structure 
of the uredospores. The uredospores treated with 
copper oxychloride remained yellowish and did 
not germinate. Alvarado et al. (2017) mentioned 
that uredospores that showed discoloration and 
deformation after being treated with plant extracts 
could not germinate. Based on the definition 
of “antifungal” by Gregorí-Valdés (2005), they 
confirmed that the leaf extracts of A. indica and 
P. auritum have biofungicidal activity against H. 

v - valor numérico de cada clase
N - número total de hojas en la muestra
CM - categoría mayor

El diseño experimental que se utilizó fue com-
pletamente al azar, con arreglo factorial de tres re-
peticiones. El factor A correspondió al fungicida 
comercial y a las tres concentraciones de los ex-
tractos de plantas y, el factor B al hongo. Se utilizó 
el análisis de varianza (ANOVA) para determinar 
el efecto del tratamiento. En los casos donde se en-
contraron diferencias, se aplicó la prueba de com-
paración de medias de Tukey (P ≤ 0.05) utilizando 
el programa STATISTICA® para Windows. 

En la Figura 1, se observa el efecto de inhibición 
de la germinación de las uredosporas de H. vasta-
trix en todos los tratamientos. Los extractos de A. 
indica y P. auritum, tanto etanólico como apolar, 
inhibieron el 99% de la germinación de H. vastatrix 
y no se observó la coloración amarilla que común-
mente presentan las uredosporas sin tratamiento. 
Mientras que, las uredosporas tratadas con oxiclo-
ruro de cobre continuaron con una coloración ama-
rilla similar a las del grupo testigo (Figura 1 A y C). 
En el grupo testigo, se observó un incremento pau-
latino de germinación de las uredosporas, del 18% 
al 99% durante las 24, 72 y 120 horas (Figura 2). 

El efecto de los tratamientos de A. indica y P. 
auritum, en particular la concentración de 3000 
ppm y 5000 ppm, promovieron un daño sobre las 
uredosporas de H. vastatrix; debido que se observa-
ron uredosporas decoloradas y deformadas en parte 
de la estructura exterior de la uredosporas, mientras 
que las uredosporas que recibieron oxicloruro de 
cobre permanecieron amarillentas y no germina-
ron. De acuerdo con Alvarado et al. (2017), men-
cionaron que las uredosporas dañadas en la parte 
exterior del hongo y despigmentadas, no tienen ca-
pacidad para germinar después del tratamiento con 
extractos vegetales, y considerando la definición del 



466

Fully Bilingual
Mexican Journal of PHYTOPATHOLOGY
Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA

Online publication, September 2022

Figure 1. Effect of plant extracts on Hemileia vastatrix uredospores. A) H. vastatrix uredospores without treatment; 
B) Control; the blue arrow shows the germ tubes of H. vastatrix. C) Blank (Copper oxychloride) inhibits the 
germination of H. vastatrix. D-F) Ethanolic extract of A. indica; G-I) Apolar extract of A. indica; J-L) Ethanolic 
extract of P. auritum; M-O) Apolar extract of P. auritum (40X); the yellow arrows indicate decoloration of H. 
vastatrix and absence of germination.

Figura 1. Efecto de extractos vegetales en uredosporas de Hemileia vastatrix. A) Uredosporas de H. vastatrix sin tratamiento; 
B) Testigo, la flecha de color azul muestra los tubos germinativos de H. vastatrix. C) Blanco (Oxicloruro de cobre) 
inhibe la germinación de H. vastatrix. D-F) Extracto A. indica etanólico; G-I) extracto A. indica apolar; J-L) 
Extracto P. auritum etanólico; M-O) extracto P. auritum apolar (40X), las flechas amarillas señalan despigmentación 
de H. vastatrix y sin germinación.
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vastatrix uredospores. Both extracts evaluated in 
the present study might have partially altered the 
external structures of H. vastatrix uredospores, or 
simply altered their viability or survival capacity, 
either directly or indirectly, as described by 
Gregorí-Valdés (2005).

The harmful effects of the coffee plant extracts 
on uredospores could be due to the presence 
of secondary metabolites with biofungicidal 
activity in P. auritum, such as monoterpenoids, 
sesquiterpenoids, and phenylpropanoids; or to the 
presence of phenolic metabolites such as alkaloids 
and glycosides in A. indica (Mohammad et al., 

concepto “antifúngico de Gregorí-Valdés (2005)”, 
comprueba que los extractos foliares de A. indica 
y P. auritum tienen actividad biofungicida contra 
las uredosporas de H. vastatrix. Ambos extractos 
implementados en este estudio, podrían estar alte-
rando parcialmente las estructuras externas, o sim-
plemente, alterando su viabilidad o capacidad de 
superviviencia, bien sea directa o indirectamente 
como los describe Gregorí-Valdés (2005).

El efecto dañino de los extractos sobre las ure-
dosporas podría deberse a la presencia de los me-
tabolitos secundarios con actividad biofungicida, 
tales como los monoterpenoides, sesquiterpeoindes 
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Figure 2. Germination percentage of Hemileia vastatrix uredospores under the action of ethanolic and apolar extracts of 
Piper auritum and Azadirachta indica, and copper oxychloride (Blank) at 24 h, 72 h and 120 h of exposure. Letters 
indicate significant differences between means (Tukey, P ≤ 0.05).

Figura 2. Porcentaje de germinación de uredosporas de Hemileia vastatrix ante la acción de extractos etanólicos y apolares 
de Piper auritum y Azadiractha indica, y oxicloruro de cobre (Blanco) durante las 24 h, 72 h y 120 h de exposición. 
Las letras indican diferencias significativas entre las medias (Tukey, P ≤ 0.05).
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2014; Pineda et al., 2012; Nagano and Batalini, 
2021). It is also possible that the presence of several 
secondary metabolites could have a synergic 
effect that inhibits the germination of H. vastatrix 
(Babatunde et al., 2019; Mgbeahuruike et al., 2017; 
Durant-Archibold et al., 2018, Salehi et al., 2019; 
Mesa et al., 2019). This fungicide activity might 
work by interacting with the cell wall or membrane 
of the fungus. However, further studies should be 
carried out to identify the possible mechanisms of 
action and the type of secondary metabolites with 
biofungicide activity.

The apolar extract was omitted in the in vivo 
tests due to its degree of environmental toxicity. 
Treatment with the ethanolic extracts of P. auritum 
and A. indica caused no increase in yellow spots 
or uredospore sporulation in Typica coffee plants at 
the three different concentrations evaluated, 1000, 
3000 and 5000 ppm (Figure 3). The germination 
percentage remained constant at around 26.6% 
during the 20 days of experimentation (SENASICA 
2019); that is, no new spore colonies were found 
on the underside of the leaves and foliar injury 
was minimal, according to the diagrammatic scale 
for evaluating the severity of coffee rust in leaves 
and plants, as reported by SAGARPA (2015) and 
SENASICA (2019). Therefore, the severity of the 
disease remained constant from the beginning to 
the end of the experiment. Only the yellowish spots 
caused by the uredospores of H. vastatrix were 
observed (Figure 4 C and D).

In the control treatment, the infection increased 
progressively until the end of the experiment, up to 
severity class IV or 69.3% severity (Figure 4 and 
5 A). Significant differences were found between 
treatments when comparing their effect over time 
(Tukey, P ≤ 0.05). In the coffee plants treated with 
copper oxychloride, the infection was observed up 
to 15 days after the application of the treatment. 
The infection increases from class two to three, 

y fenilpropanoides en P. auritum; o bien, la presen-
cia de los metabolitos fenólicos, alcaloides y glicó-
sidos en A. indica (Mohammad et al., 2014; Pineda 
et al., 2012; Nagano y Batalini, 2021). Asimismo, 
se puede considerar que la presencia de varios me-
tabolitos secundarios podría tener una sinergia para 
inhibir la germinación de H. vastatrix, es decir, una 
acción conjunta para incrementar su acción biofun-
gicida (Babatunde, et al., 2019; Mgbeahuruike et 
al., 2017; Durant-Archibold et al., 2018, Salehi et 
al., 2019; Mesa et al., 2019). Esta posible acción, 
podría estar interactuando en la pared o membrana 
celular del hongo, sin embargo, es importante reali-
zar otros estudios que permitan identificar los posi-
bles mecanismos de acción y que tipo de metaboli-
tos secundarios están actuando como biofungicida.

En los ensayos in vivo, se omitió el extracto apo-
lar debido a su grado de toxicidad para el ambiente. 
Mientras que al utilizar los extractos etanólicos de 
P. auritum y A. indica no se observó ningún incre-
mento de manchas amarillas o esporulación de las 
uredosporas en las plantas de café Typica, a las tres 
diferentes concentraciones 1000, 3000 y 5000 ppm 
(Figura 3); manteniéndose un porcentaje constante 
de alrededor del 26.6% durante los 20 días de ex-
perimentación (SENASICA 2019); es decir, no se 
encontraron nuevas colonias de esporas en el en-
vés de las hojas y se minimizó el margen de lesión 
foliar de acuerdo a la escala diagramática de eva-
luación de severidad de la roya del café en hojas 
y plantas, como ha sido reportado por SAGARPA 
(2015) y SENASICA (2019). Por lo que, la severi-
dad se mantuvo constante desde el inicio hasta al 
final del ensayo, observándose solo las manchas 
amarillentas ocasionadas por las uredosporas de H. 
vastatrix (Figura 4 C y D).

Mientras que, en el testigo, la infección aumentó 
progresivamente hasta finalizar el ensayo, quedando 
en la clase cuatro de severidad, representada en un 
69.3 % del porcentaje de severidad de la enfermedad 
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that is, from 32 to 52% severity (Figure 4), when 
some yellowish spots with small fungal pustules 
appeared on the underside of the leaf of Typica 
coffee plants. These signs indicate the beginning of 
the production of uredospores. 

Therefore, the use of ethanolic extracts of A. 
indica and P. auritum, until now, is one of most the 
promising extracts as inhibiting agents of coffee 
rust caused by H. vastatrix in Typica coffee plants 
under greenhouse conditions. Sánchez-Fernández 
et al. (2013) indicated the importance of carrying 
out tests on plants under greenhouse or nursery 
conditions to assess the pre- and post-emergent 
activity of different natural compounds.Previous 

(Figura 4 y 5 A). Al comparar los tratamientos a 
través del tiempo, se encontraron diferencias signi-
ficativas entre ellos (Tukey, P ≤ 0.05). En el caso de 
las plantas de café tratadas con oxicloruro de cobre, 
la infección no se incrementó, sino que, esta se ob-
servó hasta 15 días después de la aplicación del tra-
tamiento; la infección subió de la clase dos a la tres, 
representando de un 32 a 52 % de severidad (Figu-
ra 4); es decir, hubo aparición de algunas manchas 
amarillentas con pequeñas pústulas del hongo en el 
envés de la hoja de las plantas de café Typica, que 
indica el inicio de la producción de uredosporas.  
Por lo tanto, el empleo de los extractos etanólicos 
de A. indica y P. auritum, ha sido hasta ahora, uno 
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Figure 3. Severity percentage of H. vastatrix in Typica coffee leaves treated with foliar ethanolic extracts of A. indica and 
P. auritum during 20 days of treatment. On the Y-axis title: Severity of Hemileia vastatrix (%). Letters indicate 
significant differences between means (Tukey, P ≤ 0.05).

Figura 3. Porcentaje de severidad de H. vastatrix en hojas de café Typica tratadas con extractos etanólicos foliares de A. 
indica y P. auritum durante 20 días de tratamiento. En el título del eje Y: Severidad de Hemilea vastatrix (%). Las 
letras indican diferencias significativas entre las medias (Tukey, P ≤ 0.05).
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studies have reported that the extracts of P. auritum 
and A. indica are effective for the management 
of phytopathogenic fungi in mango, avocado, 
apple, peach, tomato, potato and rice plantations 
infected with fungi of the genera Colletotrichum, 
Botryodiplodia, Alternaria, Curvularia, 
Sarocladium, Bipolaris, Fusarium (Pineda et al., 
2012), Rhizoctonia, Sclerotium (Mohamed-Ali et 
al., 2017), Sclerotinia (Mohammad et al., 2014), 
Lagenidium, and Metarhizium (Mohanty et al., 

de los extractos prometedores para ser aplicados en 
plantas de café Typica en condiciones de vivero, y 
como preventivo a una creciente infección de roya 
del café H. vastatrix. Sánchez-Fernández et al. 
(2013), reportaron la importancia de realizar prue-
bas en invernadero o viveros sobre especies vege-
tales cultivables o sobre malezas para determinar la 
actividad de tipo pre y post-emergente; así como la 
identificación de los compuestos naturales y acti-
vos potenciales.

Figure 4. Effect of the application of copper oxychloride and extracts of Azadirachta indica and Piper auritum on Typica 
coffee leaves. A) Control; red arrows indicate H. vastatrix infection; B) Copper oxychloride; yellowish stains; C 
and D) Coffee leaves treated for 15 days with extracts of A. indica and P. auritum (red arrows indicate the damage 
caused by the initial infection, as well as the absence of uredospores due to the application of plant extracts). 

Figura 4. Efecto de la aplicación de oxicloruro de cobre y extractos de Azadirachta indica y Piper auritum en hojas de café 
Typica. A) Testigo, flechas rojas indican la infección de H. vastatrix; B) Oxicloruro de cobre, manchas amarillentas; 
C y D) Hojas de café tratadas durante 15 días con extracto de A. indica y P. auritum (las flechas rojas señalan 
el daño ocasionado por la infección inicial, así como la ausencia de uredosporas debido a la aplicación de los 
extractos vegetales). 
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2008). These studies support the use of extracts of 
P. auritum and A. indica as biofungicides in Typica 
coffee plants before planting and the effective 
concentration of the extracts ranges between 1000 
and 5000 ppm. The use of these extracts within 
the framework of sustainable agriculture is a 
promising alternative due to their effectiveness, 
low cost and easy degradation due to their natural 
origin (Rodríguez et al., 2000; Villavicencio-
Nieto and Pérez-Escandón, 2010). A classification 
consensus of these extracts should be established 
according to their effect: active, moderately active, 
slightly active and innocuous. This would allow to 
select the plant extracts with the most promising 
antifungal activity (Mesa et al., 2019). The results 
of the present study support the use of extracts from 
A. indica and P. auritum as biofungicides against 
H. vastatrix.

The foliar extracts of A. indica and P. auritum, 
in concentrations of 1000, 3000 and 5000 ppm, 
inhibited the germination of H. vastatrix during the 
120 hours of treatment, causing discoloration and 
deformation in the external structure of H. vastatrix 
uredospores. Both extracts showed biofungicidal 
activity against H. vastatrix uredospores when 
applied to Typica variety coffee plants, reducing 
the spread of the disease during 20 days after the 
application of the extracts. In conclusion, extracts 
of A. indica and P. auritum in concentrations of 
1,000 to 5,000 ppm are an effective alternative for 
the preventive management of coffee rust, mainly 
in nursery plants.
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Abstract. Uromyces viciae-fabae has increased 
in economic importance in broad bean-producing 
regions of central Mexico. It is therefore convenient 
to have a standardized system to quantify its 
severity. The objective of this study was to generate 
and validate a diagrammatic scale to evaluate the 
severity of rust on broad bean leaves. We collected 
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Resumen. Uromyces viciae-fabae ha incremen-
tado su importancia económica en regiones pro-
ductoras del centro de México y es conveniente 
que se cuente con un modelo para cuantificar su 
severidad. El objetivo de este trabajo fue generar 
y validar una escala diagramática para evaluar la 
severidad de la roya en hojas de haba. Se colecta-
ron hojas de haba infectadas naturalmente en dife-
rentes grados de daño en plantaciones comerciales 
del Valle de Toluca, y hojas sanas. Se tomaron 110 
hojas representativas y se realizó una discrimina-
ción para seleccionar el rango de forma visual, 
posteriormente se digitalizaron y evaluaron para 
obtener el valor real de la severidad de cada hoja 
con el software ©ASSESS 2.0. Se generó una escala 
diagramática con 6 clases, y se verificó su exacti-
tud, precisión (b0) y reproducibilidad (b1) mediante 
la evaluación de 58 hojas por 20 evaluadores. Los 
resultados obtenidos se analizaron mediante una 
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infected broad bean leaves with different degrees 
of damage from commercial crops in the Valle 
de Toluca and the southeastern region of Mexico 
State. One hundred and ten leaves representing the 
disease were taken and group discrimination was 
carried out to select the ranking visually. Then, the 
leaves were scanned and evaluated to obtain the 
real severity value for each leaf using the software 
©ASSESS 2.0. A six-class diagrammatic scale was 
generated: 0 (0.0), 1 (>0.1-6.0), 2 (>6.1-12.0), 3 
(>12.1-24.0), 4 (>24.1-56.0) y 5(>56.1-<100), 
and the exactitude, precision, and reproducibility 
of its estimations were verified. Fifty-eight leaves 
were evaluated by 20 evaluators without previous 
knowledge of the disease; the results obtained were 
analyzed using simple linear regression. In the 
initial selection evaluation, average r² values of 
0.738 were obtained, without scale, while for the 
evaluation where the proposed scale was used, the 
average was 0.93, which confirms adequate levels 
of accuracy and reproducibility that the proposed 
scale can provide, for this disease. 

Keywords: Uromyces viciae-fabae, damage 
evaluation, epidemiology.

The broad bean (Vicia faba) is the seventh most 
important grain legume in the world. It is consumed 
green in the pod and as dry grain (SIAP, 2020). In 
2020, the State of Mexico was the main producer of 
green broad beans with 39111 t (47.4%), followed 
by Puebla with 28529 t (34.6%) and Michoacán 
with 6388 t (7.7%). These three states accounted for 
29.9% of total national production (SIAP, 2020).

According to a study by López (2013) in the 
Valley of Toluca, in recent years, diseases caused 
by phytopathogenic fungi have caused increasing 
damage to crops. Some particularly damaging 
diseases are chocolate spot (Botrytis fabae), brown 

regresión lineal simple; en la evaluación inicial de 
selección se obtuvieron valores promedio de r² de 
0.738, sin escala, mientras que para la evaluación 
donde se usó la escala propuesta la media fue de 
0.93, lo que confirma niveles adecuados de exacti-
tud y reproducibilidad que puede brindar la escala 
propuesta para esta enfermedad.

Palabras clave: Uromyces viciae-fabae, evalua-
ción de daño, epidemiología.

El haba (Vicia faba), es la séptima leguminosa 
de grano más importante en el mundo y se consume 
en vaina verde y grano seco (SIAP, 2020). En 2020 
el Estado de México fue el principal productor de 
haba verde con 39,111 t (47.4%), seguido por Pue-
bla con 28,529 t (34.6%) y Michoacán con 6,388 t 
(7.7%), por lo que estas tres entidades representa-
ron el 29.9% de la producción nacional total (SIAP, 
2020).

Según López (2013), en el Valle de Toluca, en 
los últimos años, las enfermedades causadas por 
hongos fitopatógenos han incrementado sus daños, 
sobresaliendo la mancha de chocolate (Botrytis 
fabae), la mancha café (Ascochyta fabae), la pu-
drición de la raíz (Rhizoctonia solani) y la roya 
(Uromyces viciae-fabae). Esta última se puede pre-
sentar desde el estado de plántula, hasta la madu-
rez del cultivo. Afecta cualquier parte de la planta, 
preferentemente a las hojas de las partes medias y 
basales (Gautam et al., 2020), pero también se ha 
observado en las hojas superiores con menor inci-
dencia (Lopez, 2013). Las pústulas son de color 
café marrón, ubicadas en el centro de halos cloróti-
cos que ocurren en el haz y en el envés de las hojas 
(Gautam et al., 2020). En otros estudios, dentro del 
halo se presentan varias pústulas dispuestas en cír-
culos o irregularmente (Gautam et al., 2020), afec-
tando el rendimiento de las plantaciones desde un 
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spot (Ascochyta fabae), root rot (Rhizoctonia 
solani) and rust (Uromyces viciae-fabae). The 
latter can attack plants from the seedling stage 
through maturity. It affects any part of the plant, 
preferably the leaves in the middle and basal parts 
(Gautam et al., 2020), but it has also been observed 
attacking the upper leaves, although less frequently 
(Lopez, 2013). The pustules are brownish-brown in 
color, located in the center of chlorotic halos that 
appear on the upper and lower sides of the leaves 
(Gautam et al., 2020). In other studies, within the 
halo there are several pustules arranged in circles 
or irregularly (Gautam et al., 2020). The reduction 
in the yield of the crops affected by this disease 
ranges from 40% (López, 2013) to 80%, but its 
effect goes beyond crop losses since production 
costs can exceed 30 thousand pesos per hectare 
depending on the geographical area (SIAP, 2020).

 To date, no scale for quantifying the severity 
of rust in broad bean crops has been published. 
Such a scale would allow standardizing the 
evaluation of crop damage. Previously used scales 
were developed for beans and soybeans (Godoy 
et al., 2006; Stavely, 1984). Several methods 
allow estimating the severity of a phytopathogenic 
disease as the proportion of affected tissue to the 
total area of the plant host, but most have precision, 
accuracy and reproducibility issues (Bock et al., 
2022). Rico et al. (2019) point out that logarithmic 
diagrammatic scales are among the most widely 
used tools for measuring damage. These scales 
consist of an illustrated representation of a series 
of plants, or parts of plants, showing symptoms of 
a disease in different degrees of severity.

This type of measurement system has the 
advantage of being practical, easy to use and manage 
(Lavilla et al., 2022). Not all measurement systems 
based on diagrammatic scales are logarithmic, 
some are linear or arbitrary. These systems are 
important tools for evaluators working in the field, 

40% (López, 2013) hasta un 80%, pero su  efecto 
va más allá de cosecha no recuperable ya que los 
costos de producción sobrepasan los 30 mil pesos 
por hectárea dependiendo de la zona geográfica 
(SIAP, 2020).

Hasta el momento no se ha publicado una escala 
de cuantificación de la severidad de roya para el 
cultivo de haba que estandarice la evaluación del 
daño. Las escalas utilizadas con anterioridad co-
rresponden a frijol y soja (Godoy et al., 2006 y Sta-
vely,1984), por lo que es necesario elaborar dicha 
escala en haba que permita evaluar el daño de esta 
enfermedad y estandarizarla. Existen diversos mé-
todos que permiten estimar la severidad de un fito-
patógeno como proporción del tejido afectado con 
respecto al área total del hospedante, pero la mayo-
ría adolece de problemas por los diferentes errores 
de precisión, exactitud y reproducibilidad (Bock 
et al., 2022). Rico et al. (2019) señalaron que las 
escalas diagramáticas logarítmicas constituyen una 
de las herramientas más ampliamente utilizadas en 
la medición de daño. Estas escalas consisten en la 
representación ilustrada de una serie de plantas o 
partes de las plantas, mostrando síntomas de una 
enfermedad en diferentes grados de severidad.

Este tipo de sistema de medición tiene la ventaja 
de ser práctico, de fácil uso y manejo (Lavilla et al., 
2022). No todos los sistemas de medición con base 
en escalas diagramáticas son logarítmicas, algunas 
son lineales o totalmente arbitrarias. Estos sistemas 
son importantes debido a la participación de gru-
pos de evaluadores en condiciones de campo, los 
cuales resultan esenciales en sistemas de vigilancia 
epidemiológica (Ortega-Acosta et al., 2016; Lavi-
lla et al., 2022).

Para la elaboración de escalas se deben consi-
derar aspectos como, los límites superior e inferior, 
los cuales deben corresponder, respectivamente, 
a la cantidad máxima y mínima de la enfermedad 
encontrada en el campo; la representación de los 
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which are crucial participants in epidemiological 
surveillance systems (Ortega-Acosta et al., 2016; 
Lavilla et al., 2022).

The construction of these scales must take into 
account aspects such as the upper and lower limits, 
which should correspond to the maximum and 
minimum amount of the disease found in the field, 
respectively. The representation of the symptoms 
must be as close as possible to what is observed in 
the plants, and the intermediate levels of disease 
severity should consider the limitations of human 
vision, as defined by Weber-Fechner laws (Nutter 
and Schultz, 1995). These diagrammatic scales 
must be tested (validated) before being proposed 
as a standard method of disease quantification. If 
they produce unsatisfactory results, they should be 
corrected (Bock et al., 2022). The present study 
aimed to generate and validate a diagrammatic 
scale to evaluate the severity of U. viciae-fabae in 
broad bean crops.

During the spring-summer agricultural cycle 
of 2020-202, broad bean leaves naturally infected 
by U. viciae-fabae were collected in one-hectare 
commercial plots located in the municipalities of 
Zinacantepec (2,123,460 UTM N, 417,460 UTM 
W), Toluca (2,123,580 UTM N, 426,120 UTM W), 
and Calimaya (2,115,960 UTM N, 427,990 UTM 
W). A directed sample of 20 leaves was taken from 
each plot, each carefully selected to have a wide 
diversity of damage degrees and healthy leaves. 
For their transfer, the leaves were covered with 
newspaper and placed in a botanical press to avoid 
damage or contamination. They were transferred 
to the Faculty of Agricultural Sciences of the 
Autonomous University of the State of Mexico. 
From this collection, a sample of 110 leaves with 
different degrees of damage was selected. This 
sample was subjected to a visual classification 
process using variable ranges. Subsequently, 
the leaves were digitized as images using a 

síntomas, debe estar lo más cerca posible a lo ob-
servado en la planta; y los niveles intermedios de la 
severidad de la enfermedad, deben abarcar las limi-
taciones de la visión humana, tal como se definen 
en la “Ley del estímulo de Weber-Fechner” (Nutter 
y Schultz, 1995). Además, las escalas diagramá-
ticas deben ser probadas (validadas) antes de ser 
propuestas como un método estándar de cuantifi-
cación de enfermedades y en el caso de producir 
resultados insatisfactorios, estas deben corregirse 
(Bock et al., 2022). Con base en lo anterior, el ob-
jetivo del presente estudio fue generar y validar una 
escala diagramática para evaluar la severidad de U. 
viciae-fabae en el cultivo de haba.

Durante el ciclo agrícola primavera-verano 
2020-2021 se realizó una colecta de hojas de haba 
infectadas naturalmente por U. viciae-fabae en 
parcelas comerciales de una hectárea, ubicadas en 
los municipios de Zinacantepec (2,123,460 UTM 
N, 417,460 UTM O), Toluca (2,123,580 UTM N, 
426,120 UTM O) y Calimaya (2,115,960 UTM N, 
427,990 UTM O). En cada parcela se tomó una 
muestra dirigida de 20 hojas, cada una selecciona-
da minuciosamente para que existiera una amplia 
diversidad de niveles de daño y hojas sanas. Para 
su traslado, las hojas se cubrieron con papel perió-
dico y se colocaron en una prensa botánica con la 
finalidad de evitar daño, o contaminación y fueron 
trasladadas la Facultad de Ciencias Agrícolas de la 
Universidad Autónoma del Estado de México. De 
esta colección se seleccionó una muestra de 110 
hojas con diferentes niveles de daño, las cuales se 
sometieron a un proceso de clasificación visual en 
rangos variables; y posteriormente las hojas se in-
gresaron a una impresora multifuncional de la mar-
ca HP-® LASERJET PRO MFP M127fn para ser 
digitalizadas como imágenes (Scapin et al., 2014). 

Las hojas digitalizadas fueron sometidas a una 
primera evaluación por 20 evaluadores sin conoci-
mientos previos, para que les asignaran un porcen-
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multifunctional printer (HP® LASERJET PRO 
MFP M127fn) (Scapin et al., 2014).

The digitized leaves were subjected to 
a first evaluation by 20 evaluators without 
prior knowledge who assigned them a disease 
percentage. This evaluation was made based on 
the percentage of actual severity (S) of the disease, 
based on the formula: severity = (disease area/total 
area of the image) * 100 (Nutter et al., 2006). The 
minimum and maximum severity values were used 
to define the minimum and maximum values of the 
proposed scale. These results were compared with 
the values assigned by the ©ASSESS 2.0 software 
(Image Analysis Software for Plant Disease 
Quantification). 

The scale was validated using 58 digitized leaves 
that represented the different degrees of severity. 
The images were randomized and projected as 
individual slides using the Power Point program 
(Microsoft 365®) to 10 of the 20 evaluators involved 
in the first evaluation, selected according to the 
accuracy of their evaluation and their commitment 
to the project. Using a simple linear regression, the 
accuracy and precision of the severity evaluation 
of each evaluator were estimated and compared 
with the actual severity value obtained with the 
©ASSESS 2.0 software.

The accuracy of the evaluation was determined 
using a T test (severity estimated by each evaluator 
compared with actual values of severity estimated 
by the software) applied to the intercept of the 
linear regression (b0) to verify the intercept 
hypothesis H0: b0=0, and by checking that the 
coefficient of the slope (b1) was different from 1 
(H1: b1=1), with P≤0.01. The precision of the 
estimates was determined based on the coefficient 
of determination (r2) of the regression and the 
absolute error (1-r²) (Hernández and Sandoval, 
2015). The linear regression analysis was carried 
out with the statistical software SAS (Statistical 
Analysis System) version 9.0.

taje de enfermedad. Esta evaluación se hizo con-
siderando el porcentaje de severidad real (S) de la 
enfermedad, con base en la fórmula: severidad = 
(área enferma / área total de la imagen) * 100 (Nut-
ter et al., 2006); donde el valor mínimo y máximo 
de severidad se utilizaron para definir los límites 
mínimos y máximos de la escala propuesta. Estos 
resultados fueron comparados con los valores asig-
nados por el software ©ASSESS 2.0 (Image Analy-
sis Software for Plant Disease Quantification). 

Para validar la escala se utilizaron 58 hojas di-
gitalizadas, representativas de los diferentes grados 
de severidad. Las imágenes fueron aleatorizadas 
y proyectadas en diapositivas individuales con el 
programa Microsoft 365® Power Point, a 10 de los 
20 evaluadores ocupados en la primera evaluación, 
seleccionados según el nivel de acierto obtenido y 
su compromiso para el proyecto. Mediante una re-
gresión lineal simple se estimó la exactitud y preci-
sión de las evaluaciones de severidad de cada eva-
luador y se comparó con el valor real de severidad 
obtenidos con el software ©ASSESS 2.0. 

La exactitud se determinó con la prueba T (se-
veridad estimada por cada evaluador contra valores 
reales de severidad estimado por el software) apli-
cada al intercepto de la regresión lineal (b0), para 
verificar la hipótesis del intercepto H0: b0=0; y con 
el coeficiente de la pendiente de la recta (b1) para 
estimar si fue diferente de 1 (H1: b1=1), con P≤0.01. 
La precisión de las estimaciones fue determinada 
con el coeficiente de determinación (r2) de la regre-
sión y el error absoluto (1-r²) (Hernández y Sando-
val, 2015). El análisis de regresión lineal se llevó 
a cabo con el software estadístico SAS (Statistical 
Analysis System) versión 9.0.  

La escala diagramática de severidad para U. 
viciae-fabae obtenida, quedó constituida por seis 
clases, representadas por los intervalos de valores 0 
(0,0), 1 (>0.1-6.0), 2 (>6.1-12.0), 3 (>12.1-24.0), 4 
(>24.1-56.0) y 5 (>56.1-<100). El valor máximo de 
severidad observado fue del 56%, con presencia de 
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The diagrammatic severity scale for U. viciae-
fabae obtained was made up of six classes, 
represented by the following ranges of values: 
0 (0.0), 1 (>0.1-6.0), 2 (>6.1-12.0), 3 (>12.1-
24.0), 4 (>24.1-56.0), and 5 (>56.1-<100). The 
maximum severity value was 56%, associated with 
discoloration to a pale green hue and coalesced 
pustules, which meets the characteristics for this 
degree of damage. The lower limit observed was 
0% damage (Figure 1).

The values of r² (coefficient of determination) of 
the first evaluation ranged from 0.575 to 0.892, with 
a mean of 0.738 (Table 1). In the evaluation using 
the proposed scale, the values   ranged from 0.90 to 
0.97, with a mean of 0.93 (Table 1). Therefore, the 
evaluations can be considered accurate, according 
to Belan et al. (2014). Ortega-Acosta et al. (2016) 
reported average results >0.80 in 100% of the 
combinations of the two evaluations. This indicates 
that the diagrammatic scales are reproducible and 

decoloraciones a una tonalidad verde pálido, y coa-
lescencia de las pústulas, que cumple con las ca-
racterísticas para este nivel; en contraste, el límite 
inferior observado fue del 0% de daño (Figura 1). 

En la estimación del daño de la enfermedad, los 
valores de r² (coeficiente de determinación) en la 
evaluación de selección de hojas para la formación 
de la escala, sus valores variaron de 0.575 a 0.892, 
con media de 0.738 (Cuadro 1); mientras que en la 
evaluación donde se usó la escala propuesta los va-
lores fluctuaron de 0.90 a 0.97, con media de 0.93 
(Cuadro 1) por lo que se consideran precisas de 
acuerdo a lo mencionado por Belan et al. (2014). 
En este mismo sentido Ortega-Acosta et al. (2016) 
reportan resultados promedio >0.80 en el 100% de 
las combinaciones de las dos evaluaciones, lo que 
es indicativo de que las escalas diagramáticas son 
reproducibles y es posible su implementación en 
campo, ya que los resultados de las evaluaciones 
mejoraron con el uso de la escala propuesta.

Figure 1. Diagrammatic scale to evaluate the severity of broad bean rust caused by Uromyces viciae-fabae.
Figura 1. Escala diagramática para evaluar la severidad de la roya del haba ocasionada por Uromyces viciae-fabae.

Clase 0 Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4 Clase 5
0% 0.1 a 6.0% 6.1 a 12.0% 12.1 a 24.0% 24.1 a 56.0% > 56.1%

Hoja completamente 
sana, ausencia de 

pústulas color rojiza.

Aparición de 
síntomas. Pequeñas 

pústulas.

Pústulas evidentes 
de color café-

rojizo. Algunas 
incrementan su 
tamaño, pero no 
llegan a coalecer.

Las pústulas 
de color café 
más intenso. 
Comienzan a 

coalecer, pero no 
rebasan un cuarto 
de la lámina foliar.

Las pústulas de 
color café a marrón 
coalecen y rebasan 

el cuarto de la 
lámina foliar.

La hoja presenta 
coloraciones 

cloróticas, hay 
coalescencia de 

pústulas ocupando 
la mayor parte de la 

superficie foliar.
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their implementation in the field is possible since 
the results of the evaluations improved with the use 
of the proposed scale.

The reproducibility of the evaluation of the 
degree of damage using the proposed scale is 
considered high because the evaluators estimated 
similar percentages of severity (Hernández and 
Sandoval, 2015). The determination coefficients 
between the different evaluators ranged from 0.90 
to 0.97. Thus, it can be said that the diagrammatic 
scale proposed to evaluate the severity of broad 
bean rust fits well with the actual values of severity, 
which are similar to those produced by the software 
©ASSESS 2.0 (R2=0.98). This indicates that the 
evaluators were highly accurate, which reduced 
the absolute errors (Figure 2). This is consistent 
with what is reported about the regional coffee rust 
(Hemileia vastatrix) severity assessment system, 

En la evaluación del nivel de daño con el uso 
de escala la reproducibilidad es considerada alta 
debido a que los evaluadores estimaron porcenta-
jes similares de severidad (Hernández y Sandoval, 
2015). Los coeficientes de determinación obteni-
dos entre los diferentes evaluadores variaron en el 
rango de 0.90 a 0.97 por lo que la escala diagramá-
tica propuesta para evaluar la roya del haba se ajus-
ta bien a los valores reales de severidad, que son 
similares al compararse con el valor del software 
©ASSESS 2.0 con un valor de 0.98, lo que  refleja 
una alta precisión entre los evaluadores, en donde 
se muestra que, tanto de manera visual, como a 
través del software ©ASSESS 2.0, los evaluadores 
tuvieron un alto nivel de acierto, reduciendo los 
errores absolutos (Figura 2), lo que concuerda con 
lo reportado en el sistema regional de evaluación de 
severidad de la roya del café (Hemileia vastatrix) en 

Table 1. Values of the intercept (b0), slope of the line (b1), coefficient of determination (r²) and margin of error (1-r²) of the linear regression of the 
visual estimations of the severity of rust in broad bean (Vicia faba), with 20 evaluators without a diagrammatic scale and 10 evaluators with the 
proposed severity scale.

Cuadro 1. Valores del intercepto (b0), pendiente de la recta (b1), coeficiente de determinación (r²) y margen de error (1-r²) de la ecuación de regresión 
lineal en las estimaciones visuales de la severidad de la roya en haba (Vicia faba) con 20 evaluadores sin escala.

Coeficientes de Determinación
Sin Escala Con Escala

Evaluador b0 b1 r² 1-r² Evaluador b0 b1 r² 1-r² Evaluador b0 b1 r² 1-r²

1 0.303 0.863 0.780 0.220 11 0.384 0.891 0.795 0.206 1 0.097* 0.977* 0.959 0.041
2 0.257 0.921 0.765 0.235 12 0.303 0.863 0.780 0.220 2 0.097* 0.977* 0.943 0.057
3 0.257 0.921 0.765 0.235 13 0.257 0.921 0.765 0.235 3 0.143* 0.966* 0.943 0.057
4 0.252 0.805 0.642 0.358 14 0.254* 0.940* 0.893 0.107 4 0.063* 0.995* 0.943 0.057
5 0.071 0.942 0.749 0.251 15 0.196 0.794 0.615 0.385 5 0.075* 0.967* 0.931 0.069
6 0.071 0.942 0.749 0.251 16 0.183 0.856 0.575 0.425 6 0.081* 0.971* 0.929 0.071
7 -0.095 1.024 0.777 0.223 17 0.133 0.910 0.675 0.325 7 0.126* 0.937* 0.915 0.085
8 -0.095 1.024 0.777 0.223 18 0.071 0.942 0.749 0.251 8 0.062* 0.965* 0.910 0.090
9 -0.186 1.040 0.799 0.201 19 -0.048 1.043 0.698 0.303 9 0.176* 0.908* 0.905 0.095
10 -0.636 1.097 0.650 0.350 20 -0.095 1.024 0.777 0.223 10 0.203* 0.932* 0.900 0.100

Promedio de r² 0.739  APPS 0.097* 0.977* 0.979 0.021
 Promedio r² 0.932  

* significant: Situation where the null hypothesis (b0=0 or b1=1) was rejected by the t-test (p≤0.05).  /  *significativo: Situación en dónde la hipótesis nula (b0=0 
o b1=1) fue rechazada por la prueba t (p≤0.05).
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which concentrates accuracy and precision data 
under an epidemiological surveillance system 
(DGSV-CNRF, 2018).

Regarding the null hypothesis (b0=0 or b1=1), the 
coefficient b1 was statistically close to 1 (P<0.01) 
(Table 1) for most of the evaluators, indicating that 
the visual evaluation yielded results close to the 
actual values, even when there was a tendency to 
overestimate them. Acceptable levels of precision 
and accuracy (b0 and b1) were achieved when 
evaluating the severity of broad bean rust using the 
six-class diagrammatic severity scale. The largest 
absolute errors were obtained when no scale was 
used (Figure 2). Therefore, the diagrammatic 
logarithmic scale generated in the present study can 
be considered a standardized method of quantifying 
the severity of rust in broad bean plants. This scale 
could be used as reference material, for support 
in the evaluation of control methods, comparison 
of assays in different locations, reproducible 
epidemiological studies, and breeding programs 
trying to produce resistant broad bean varieties. 

la que se concentran los datos de exactitud y preci-
sión dentro de un sistemas de vigilancia epidemio-
lógica (DGSV-CNRF, 2018).

Con base en la hipótesis de nulidad (b0=0 o 
b1=1), el coeficiente b1 fue estadísticamente cerca-
no a 1 (P<0.01) (Cuadro 1) para la mayoría de los 
evaluadores, indicando que la evaluación arroja re-
sultados cercanos a los valores reales, aun cuando 
existe la tendencia a sobreestimar los mismos. Con 
la escala de severidad diagramática de seis clases 
generada para evaluar la severidad de la roya del 
haba se proporcionan niveles aceptables de preci-
sión y exactitud (b0 y b1) en las estimaciones del 
daño; además, los mayores errores absolutos se 
obtuvieron sin el uso de escalas (Figura 2), por lo 
que la escala logarítmica diagramática obtenida en 
este estudio representa un método estandarizado de 
cuantificación de la severidad de roya en haba, que 
puede ser utilizada como material de apoyo en la 
evaluación de métodos de control, comparación de 
ensayos en diferentes localidades, estudios epide-
miológicos reproducibles y en programas de mejo-
ramiento hacia una posible resistencia en varieda-
des de haba. 

Figure 2. Actual severity vs. absolute error of the disease quantification evaluations a) without proposed diagrammatic scale 
and b) with proposed diagrammatic scale.

Figura 2. Severidad real vs error absoluto obtenidos en las evaluaciones de cuantificación de la enfermedad a) sin escala 
diagramática propuesta y b) con escala diagramática propuesta.
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