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Resumen. Sclerotinia sclerotiorum es un patoge-
no de suma importancia econémica que causa gran-
des pérdidas en varios cultivos. Controlar este pa-
togeno es dificil porque forma estructuras de resis-
tencia llamadas esclerocios que pueden mantenerse
viables en el suelo por muchos afos. Este estudio
evaluo el desarrollo morfolégico de los primordios
de esclerocios de S. sclerotiorum utilizando la téc-
nica de Riddell, y diferentes concentraciones de
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Abstract. Sclerotinia sclerotiorum is a pathogen
of great economic importance that causes significant
losses in various crops. Control of the pathogen is
difficult since this fungus forms resistant sclerotia
that can survive in the soil for many years. This
study evaluated the morphological development of
S. sclerotiorum sclerotium primordia by using the
Riddell technique, and different concentrations of
potassium bicarbonate (KHCO,). The formation
of primordia began from hyphae. However, as the
concentration of KHCO, increased, morphological
changes were observed in the initiation phase of
the sclerotia, as well as in the inhibition of their
development when using a 50 mM concentration
of KHCO,. This chemical compound modifies
the morphology and inhibits the development of
sclerotia in their initial stages; hence it may offer
potential as an alternative to synthetic fungicides
for the control of plant diseases caused by S.
sclerotiorum.
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bicarbonato de potasio (KHCO,). La formacion de
los primordios de los esclerocios inici6 a partir de
hifas; sin embargo, conforme las concentraciones
de KHCO, incrementaron, se observaron cambios
morfoldgicos en la fase de iniciacion de los escle-
rocios, asi como en la inhibicion de su desarrollo al
utilizar una concentracion de 50 mM de KHCO.,.
Este compuesto quimico modifica la morfologia e
inhibe el desarrollo de esclerocios en su fase inicial
y, por tanto, podria utilizarse como alternativa a los
fungicidas sintéticos para controlar enfermedades
de plantas causadas por S. sclerotiorum.

Palabras clave: agente antifungico, morfogénesis,
inhibicién, microscopia.

El moho blanco es causado por Sclerotinia scle-
rotiorum, un hongo que pertenece a la familia Scle-
rotiniaceae. Es un patdégeno fingico que destruye
numerosos cultivos agricolas, como el girasol, la
soya, la colza, el frijol, el garbanzo, la canola y la
cebolla (Hegedus y Rimmer, 2005; Bolton ef al.,
2006). No tiene plantas hospederas especificas y,
por tanto, infecta mas de 400 especies vegetales,
principalmente las dicotiledoneas (Fernando et al.,
2004; Hegedus y Rimmer, 2005). Las condiciones
ambientales que favorecen la infeccion fungica son
la humedad excesiva y temperaturas de entre 15y
25 °C (Saharan y Mehta, 2008). La secrecion de
enzimas fungicas, como las celulasas y las pectina-
sas que suavizan y degradan los tejidos vegetales,
interviene en el proceso de infeccion de la plan-
ta (Fernando et al., 2004; Bolton et al., 2006), asi
como en la produccion de acido oxalico, que tiene
efectos toxicos en el tejido del huésped (Hegedus y
Rimmer, 2005). Una caracteristica de este patdogeno
es la formacion de esclerocios, estructuras fungicas
de resistencia y propagacion, que en condiciones
favorables se mantienen viables durante varios
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Key words: antifungal agent, morphogenesis,
inhibition, microscopy.

White mold is

sclerotiorum, a fungus that belongs to the family

caused by Sclerotinia

Sclerotiniaceae. This is a destructive fungal
pathogen for many agricultural crops such as
sunflower, soybean, oilseed rape, bean, chickpea,
canola, and onion (Hegedus and Rimmer, 2005:
Bolton et al; 2006). It has little host specificity, thus
being able to infect over 400 plant species, mainly
dicotyledons (Fernando et al., 2004; Hegedus and
Rimmer, 2005). The environmental conditions that
promote the fungal infection are high humidity and
temperatures between 15 and 25 °C (Saharan and
Mehta, 2008). Secretion of fungal enzymes such as
cellulases and pectinases, that soften and degrade
plant tissues are involved in the plant infection
process (Fernando et al., 2004; Bolton et al.,2006),
as well as production of oxalic acid, which has
toxic effects on the tissue of the host (Hegedus and
Rimmer, 2005). One characteristic of this pathogen
is the formation of sclerotia, fungal structures of
resistance and dispersal, which under favorable
conditions can remain viable for several years in
soils (Bae and Knudsen, 2007; Calvo and Cary
2015; Smith ez al., 2015).

During the formation of sclerotia, three stages
or phases have been identified: 1) initiation:
aggregation of hyphae, 2) development: hyphal
growth for greater size, and 3) maturation: creation
of surface boundaries, internal consolidation and
melanization (Le Tourneau, 1979; Rollins and
Dickman, 2001; Bolton et al., 2006; Saharan
and Mehta, 2008). The initiation and maturation
stages may be influenced by abiotic factors
such as photoperiod, temperature, oxygen, and
nutrient availability (e.g. carbon sources), and
the morphogenesis and further development of
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afnos en el suelo (Bae y Knudsen, 2007; Calvo y
Cary 2015; Smith et al., 2015).

Se han identificado tres etapas o fases en la
formacion de esclerocios: 1) inicio: formacion de
hifas, 2) desarrollo: crecimiento de hifas mas gran-
des, y 3) madurez: creacion de limites en la superfi-
cie, consolidacion interna y melanizacion (Le Tour-
neau, 1979; Rollins y Dickman, 2001; Bolton et
al., 2006; Saharan y Mehta, 2008). En las etapas de
inicio y madurez pueden influir factores abidticos
como el fotoperiodo, la temperatura, el oxigeno y
la disponibilidad de nutrientes (por ejemplo, fuen-
tes de carbono); la morfogénesis y el desarrollo de
esclerocios comienzan entre las 12 y las 24 h del
crecimiento fungico (Hansberg y Aguirre, 1990).

El esclerocio esta compuesto por tres capas:
una capa externa gruesa y pigmentada, una capa
intermedia fina, y una capa interna de color blanco
conocida como la médula interna (Punja y Damia-
ni, 1996; Bardin y Huang, 2001). Dependiendo de
las condiciones ambientales, los esclerocios crecen
debajo de la tierra, de una o dos maneras: 1) for-
man micelio que puede infectar las raices y causar
pudricion y marchitez de los tejidos de la planta, o
2) producen apotecios, en los cuales se producen y
liberan las ascosporas, y, posteriormente, infectan
los 6rganos aéreos de la planta (Humpherson-Jones
y Cooke, 1977; Monaco et al., 1998; Bolton et al.,
2006).

Los bicarbonatos tienen propiedades antimicro-
bianas de amplio espectro, y ademas se ha com-
probado que son eficaces para controlar muchos
hongos fitopatogénicos (Bombelli y Wright, 2006;
Arslan, 2015). La Agencia de Proteccion del Medio
Ambiente (EPA) de los Estados Unidos reconoce
también que los bicarbonatos son compuestos ino-
cuos y seguros tanto para la salud humana como
para el ambiente (Palmer et al., 1997; Bombelli y
Wright, 2006), ya que su uso disminuye la utilizacion
de plaguicidas. Algunos estudios han mostrado que
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sclerotia started between 12 and 24 h of fungal
growth (Hansberg and Aguirre, 1990).

The sclerotium is composed by three layers: a
thick and pigmented outer layer, an intermediate
and thin layer, and an internal white layer called the
inner medulla (Punja and Damiani, 1996; Bardin
and Huang, 2001). Depending on environmental
conditions, sclerotia grow belowground in one of
two ways: 1) by forming mycelium that potentially
infects roots and causes rot and wilting of plant
tissues, or 2) by producing apothecia, in which
ascospores are produced and released, then
infecting aerial plant organs (Humpherson-Jones
and Cooke, 1977; Moénaco et al., 1998; Bolton et
al., 2006).

Bicarbonates possess antimicrobial properties
of wide spectrum, and their efficiency has been
proven for controlling many plant pathogenic
fungi (Bombelli and Wright, 2006; Arslan, 2015).
The Environmental Protection Agency (EPA) of
the United States also recognizes bicarbonates
as innocuous and safe compounds for both
human health and environment (Palmer et al.,
1997; Bombelli and Wright, 2006), since their
use may decrease the utilization of pesticides.
Some studies have shown that sodium, potassium
and ammonium carbonates and bicarbonates
inhibit the post-harvest growth of several fungal
pathogens in fruits, vegetables and ornamental
plants (Karabulut et al., 2003; Arslan et al., 2006;
Jabnoun-Khiareddine et al., 2016). Bicarbonates
alter the permeability of fungal membranes, inhibit
the reactions of oxidative phosphorylation, and
exert toxic effects on the structures of the pathogen
(Avis, 2007). However, their efficacy depends on
the concentration (0.2-3%) and on the susceptibility
of each microorganism. For instance, treatments
with sodium carbonate and bicarbonate improved
the control of the green mold caused by Penicillium
digitatum Sacc. (Trichocomaceae), in citrus fruits

365



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLLy BILINGUAL

los carbonatos y bicarbonatos de sodio, potasio y
amonio inhiben el crecimiento de varios patdgenos
fungicos en frutas, verduras y plantas ornamenta-
les después de la cosecha (Karabulut et al., 2003;
Arslan et al., 2006; Jabnoun-Khiareddine et al.,
2016). Los bicarbonatos alteran la permeabilidad
de las membranas fungicas, inhiben las reacciones
de fosforilacion oxidativa, y producen efectos toxi-
cos en las estructuras del patogeno (Avis, 2007).
Sin embargo, su eficacia depende de la concentra-
cion (0.2-3%) y de la susceptibilidad de cada mi-
croorganismo. Por ejemplo, los tratamientos con
carbonato y bicarbonato de sodio mejoraron el
control del moho verde causado por Penicillium di-
gitatum Sacc. (Trichocomaceae) en citricos (Smi-
lanick et al., 1999). Los bicarbonatos de sodio y
potasio redujeron también el oidio o mildi polvo-
riento causado por Leveillula taurica (Lév.) Arn-
aud (Erysiphaceae) en chile (Fallik et al., 1997),
y la conidiogénesis causada por Helminthosporium
solani Durieu y Mont (Pleosporaceae) (Olivier et
al., 1998). Ademas, Bombelli y Wright (2006) y
Tiirkkan ef al. (2017) observaron que el crecimien-
to de Botrytis cinerea Pers. Fr. (Sclerotiniaceae) se
inhibe cuando se expone a diferentes bicarbonatos
con medios de cultivo in vitro. Se ha reportado
también que la aplicacion de bicarbonatos controla
enfermedades en cultivos de zanahoria, pepino y
melon (Aharoni et al., 1997; Bombelli y Wright,
2006).

En general, se han descrito los efectos inhibi-
torios del bicarbonato de potasio (KHCO,) en el
crecimiento de S. sclerotiorum, asi como en la ger-
minacion y formacion de esclerocios nuevos (Or-
donez-Valencia et al., 2009), pero no se conocen
bien los efectos de este compuesto quimico durante
las primeras etapas del desarrollo morfolégico de
los esclerocios. Por tanto, el objetivo del presen-
te estudio fue evaluar, mediante observaciones
microscopicas, los efectos de diferentes dosis de
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(Smilanick et al., 1999). Sodium and potassium
bicarbonates also reduced powdery mildew caused
by Leveillula taurica (Lév.) Arnaud (Erysiphaceae)
in peppers (Fallik et al., 1997), and decreased the
conidiogenesis by Hel/minthosporium solani Durieu
y Mont. (Pleosporaceae) (Olivier et al, 1998). In
addition, Bombelli and Wright (2006), and Tiirkkan
et al. (2017) observed the growth inhibition of
Botrytis cinerea Pers. Fr. (Sclerotiniaceae) when
exposed to different bicarbonates with in vitro
cultures. Plant disease control in carrot, cucumber
and cantaloupe fruits has been also reported due
to the application of bicarbonates (Aharoni et al.,
1997; Bombelli and Wright, 2006).

Overall, the inhibitory effects of potassium
bicarbonate (KHCO,) on the growth of S
sclerotiorum, as well as on the germination and
formation of new sclerotia have been described
(Ordonez-Valencia et al., 2009), but the effects
of this chemical compound during early stages of
sclerotia morphological development are not well
understood. Thus, the aim of this study was to
evaluate the effects of different doses of potassium
bicarbonate on the early stages and primordia
development of sclerotia by S. sclerotiorum via
microscopic observations.

MATERIALS AND METHODS

Sclerotinia sclerotiorum was obtained from
the microbial collection of the Soil Microbiology
Department, Colegio de Postgraduados. The fungus
utilized in the present experiment was previously
isolated from vegetative material of lettuce
plantations at the Bajio region in Guanajuato,
Mexico. In order to examine the effects of different
concentrations of potassium bicarbonate (KHCO,)
on the microscopic growth of S. sclerotiorum, the
Riddell’s microculture technique was used (Riddell,
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bicarbonato de potasio en las primeras etapas y en
el desarrollo de los primordios de los esclerocios de
S. sclerotiorum.

MATERIALES Y METODOS

El aislado de Sclerotinia sclerotiorum se obtuvo
de la coleccion microbiana del Departamento de
Microbiologia del Suelo, Colegio de Postgradua-
dos. El hongo que se utilizd en el presente experi-
mento fue previamente aislado de material vegetal
proveniente de cultivos de lechuga en la region de
El Bajio en Guanajuato, México. Para examinar los
efectos de diferentes concentraciones de bicarbo-
nato de potasio (KHCO,) en el crecimiento micros-
copico de S. sclerotiorum, se utilizd la técnica de
microcultivo de Riddell (Riddell, 1950). Esta técni-
ca consistio en colocar una varilla de vidrio en for-
ma de V en cajas de Petri que contenian portaobje-
tos y cubreobjetos de microscopio. A continuacion,
las cajas de Petri se esterilizaron a 150 °C por 5 h.
Al concluir la esterilizacion, se coloco un disco de
10 mm de didmetro que contenia un medio de culti-
vo de papa-dextrosa-agar (PDA® Merck, Darmstat,
Alemania) enriquecido con diferentes concentra-
ciones de KHCO, (Fermont®, Monterrey, México;
0,2,4,6,8,10,25y 50 mM) en los portaobjetos de
microscopio. Posteriormente, utilizando una aguja
estéril, se inoculd S. sclerotiorum en un lado del
disco con PDA y después se le coloco el cubreob-
jetos. Este procedimiento se repitio dos veces por
cada concentracion de KHCO,; se incluy6 también
un control sin bicarbonato.

Para mantener la humedad en las cajas de Petri,
se agregaron 10 mL de glicerol al 10%. Todas las
cajas de Petri se mantuvieron a temperatura am-
biente (~20 °C) durante un fotoperiodo de aproxi-
madamente 12 h. El crecimiento del hongo fue
monitoreado todos los dias bajo un microscopio
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1950). This consisted in placing a V-shaped glass rod
into glass Petri dishes which included microscopic
slides and cover slips. Later, the Petri dishes were
sterilized at 150 °C for 5 h. After sterilization, a 10
mm diameter-disk of Potato Dextrose Agar medium
(PDA® Merck, Darmstat, Germany) enriched
with each concentration of KHCO, (Fermont®,
Monterrey, Mexico; 0, 2, 4, 6, 8, 10, 25 and 50
mM), were placed on the microscopic slides. Then,
S. sclerotiorum was inoculated with a sterile needle
on one side of the PDA-disk, and later, the cover
slip was placed on it. This procedure was repeated
twice for each KHCO, concentration, and a control
without bicarbonate was also included.

In order to maintain the humidity in the Petri
dishes, 10 mL of 10% glycerol were added. All Petri
dishes were kept at room temperature conditions
(~20 °C) and an approximate photoperiod of 12
h. Every day, the fungal growth was monitored
under optical microscope (Leica CME, U.S.A.).
Once the PDA-disk was fully covered with the
fungal mycelium (approximately seven days of
incubation), glycerol was replaced with a 10%
formaldehyde solution, which was kept for 2 h for
permanently fixing the fungal structures.

Later, the microscopic slide was removed
from the Petri dish to prepare the fungal slides.
The cover slip was carefully separated from the
agar and placed on another clean slide on which
a drop of the colorant cotton blue in lactophenol
was added. The next step was to remove the PDA-
disk from the original microscopic slide on which
the colorant was also added, and a clean cover
slip was immediately placed on it. In this way,
four fungal preparations were obtained from each
concentration of KHCO,, including the control
without bicarbonate. Once the excess of colorant
was removed, the stained fungal preparations
were sealed with colorless nail polish, and
evaluated under light microscope. The microscopic
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optico (Leica CME, Estados Unidos). Cuando el
disco con PDA se cubri6 totalmente con micelio
del hongo (aproximadamente a los siete dias de in-
cubacion), el glicerol se remplazo con una solucién
de formaldehido al 10%, la cual se conservé por 2 h
para lograr la fijacion permanente de las estructuras
del hongo.

Posteriormente, el portaobjetos de microsco-
pio se retird de la caja de Petri para preparar los
portaobjetos con el hongo. El cubreobjetos fue se-
parado cuidadosamente del agar y colocado en un
portaobjetos limpio, al cual se agreg6 una gota de
colorante azul de algodon en lactofenol. El siguien-
te paso fue retirar el disco con PDA del portaobje-
tos de microscopio original, al cual también se le
agrego6 colorante, e inmediatamente se le colocd un
cubreobjetos. De esta manera, se obtuvieron cua-
tro preparaciones fingicas de cada concentracion
de KHCO,, incluido el control sin bicarbonato.
Cuando se elimino6 el exceso de colorante, las pre-
paraciones fingicas a las que se habia agregado co-
lorante fueron selladas con barniz de ufias transpa-
rente y evaluadas bajo un microscopio 6ptico. Las
evaluaciones microscopicas tuvieron por objeto
identificar el crecimiento de los primordios de los
esclerocios en cada concentracion de KHCO,. Para
esto se utilizdé un microscopio 6ptico (OLYMPUS
BX51, Japon) para tomar microfotografias de las
estructuras fungicas mediante microscopia de con-
traste de fases. Se realizaron pruebas de bondad de
ajuste de chi-cuadrada/o con el fin de comparar el
efecto de las diferentes concentraciones de bicar-
bonato de sodio en cada una de las cuatro fases de
produccion de estructuras. En este caso se utiliza-
ron las herramientas de VassarStats: Sitio web de
Computacion Estadistica (Lowry 2001-2018).
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evaluations consisted on identifying the growth
of the sclerotial primordia in each concentration
of KHCO,. For this, an optical microscope
(OLYMPUS BXS51, Japan) was utilized for taking
microphotographs of the fungal structures under
phase contrast microscopy. Chi-square “goodness
of fit” tests were performed in order to compare
the effect of different concentrations of sodium
bicarbonate on sclerotia formation for each one
of the four structure phases. For it was used the
VassarStats: Web Site for Statistical Computation
(Lowry 2001-2018).

RESULTS AND DISCUSSION

The presented fungal structures are part of the
process of sclerotia formation by S. sclerotiorum,
and were microscopically observed before the
initiation stage. The sclerotial formation in the
control treatment (Figure 1, A-C) began with the
proliferation of primary branching of main hyphae,
thus, denoting the formation of the sclerotial
primordia. As second structure, the hyphal branching
became more profuse, and the presence of septa
was observed in apical zones (Figure 1, D-F), while
the third structure was characterized by presenting
small hyphal clusters (Fig. 1, G-I). Finally, in the
fourth structure, a massive cluster of hyphae was
observed, in which some pigmented cells were
visible (Figure 1, J-L). The initiation stage began
with the union of several hyphal clusters, and this
stage was macroscopically observed when a hyphal
conglomerate starts growing on the surface of the
culture medium.

Results showed that the application of KHCO,
had inhibitory effects on the morphology of the
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las estructuras fingicas que se presentan son
parte del proceso de la formacion de esclerocios de
S. sclerotiorum, que fueron observados microsco-
picamente antes de la fase de inicio. La formacion
de esclerocios en el tratamiento de control (Figu-
ra 1, A-C) comenz6 con la proliferacion de ramas
primarias de las hifas principales, lo cual indic6 la
formacion de los primordios de los esclerocios. En
la segunda estructura, la ramificacion de las hifas
se volvid mas profusa y se observo la presencia de
septos en las zonas apicales (Figura 1, D-F), en tan-
to que la tercera estructura se caracterizo por la pre-
sencia de grupos pequenios de hifas (Figura 1, G-I).
Por ultimo, en la cuarta estructura, se observd un
grupo masivo de hifas, en el cual se podian ver al-
gunas células pigmentadas (Figure 1, J-L). La fase
de inicio comenzo con la unién de varios grupos de
hifas. Esta etapa se puede observar macroscopica-
mente cuando el conglomerado de hifas comienza a
crecer en la superficie del medio de cultivo.

Los resultados mostraron que la aplicacion de
KHCO, tuvo efectos inhibitorios en la morfolo-
gia de los primordios de los esclerocios (Cuadro
1). Los resultados de la dosis de 50 mM no fueron
incluidos en el analisis estadistico debido a la to-
tal ausencia de crecimiento micelial. A diferencia
del tratamiento sin bicarbonato (control) y con 2
mM de bicarbonato, los tratamientos con todas las
demas concentraciones de este compuesto quimico
mostraron solo tres estructuras de desarrollo, en las
cuales notamos que los primordios tenian formas
irregulares con la formacion de células laxas. A
medida que la concentracion de KHCO, aumento,
los primordios se hicieron mas pequefios y menos
compactos. Cuando la concentracion de bicarbona-
to aumento, se inhibid el crecimiento tanto de las
hifas como de los esclerocios (Figuras 2 y 3). Sin
embargo, a concentraciones de 2 mM, 4 mM
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sclerotial primordia (Table 1). In fact results from
the 50 mM dose were not included on statistical
analysis due the complete absence of mycelial
growth. Unlikely the treatment without bicarbonate
(control) and 2 mM bicarbonate, treatments with
all the others concentrations of this chemical
compound showed only three developmental
structures, in which we noticed that the primordia
were irregularly shaped with the formation of loose
cells. As the concentration of KHCO, increased,
primordia became smaller and less compact.
The increase in the concentration of bicarbonate
resulted in growth inhibition of both hyphae and
sclerotia (Figure 2 and 3). However, at 2 mM, 4
mM and 6 mM concentrations of KHCO, only
scarce morphological changes were observed.

The most notorious morphological changes
were evident after the fungus was exposed to
concentrations greater than 8 mM of KHCO,. At
10 mM, the presence of primordia was noticed
although not very well developed. Despite this,
it was possible to observe the third structures of
development (Figure 3, F), but it was not similar
to the control by showing irregular formations of
the sclerotium in which hyphal clusters were more
loose (Figure 1, G-I). At 25 mM concentration,
the formation of sclerotia primordia was scarce
and disorganized (Figure 3, G-I), hence either
the second or third structures of the sclerotium
initiation could not be completed nor observed
(Table 1). Finally, at the 50 mM concentration, no
effects were noticed due to the absence of fungal
growth in this treatment.

In this study, we observed the formation
process of sclerotia during their initiation phase
in which the four stages of development were
identified (Bolton et al., 2006; Saharan and Mehta,
2008). However, the sclerotial formation showed
variations depending on the concentration of
KHCO,. The inhibitory effect of bicarbonates on
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Figura 1. Formacién de estructuras microscépicas observadas durante la formacion de esclerocios de Sclerotinia sclerotio-
rum después de siete dias de crecimiento fingico, sin KHCO, (control). Primera estructura: ramificacién de hifas,
que sefialan las flechas (A-C); segunda estructura: ramificacion profusa de hifas (D-F); tercera estructura: agru-
pamiento de hifas (G-I); cuarta estructura: agrupamiento masivo de hifas que forman los esclerocios en el proceso
inicial (J-L). Las microfotografias fueron tomadas en un microscopio de contraste de fases a 40X de ampliacién.
Barras =10 pm.

Figure 1. Microscopic developmental structures observed during the sclerotial formation of Sclerotinia sclerotiorum after
seven days of fungal growth, without KHCO, (Control). First structure: branching of hyphae, indicated by arrows
(A-C); second structure: profuse branching of hyphae (D-F); third structure: clustering of hyphae (G-I); fourth
structure: massive clustering of hyphae that build up the sclerotia in the initiation process (J-L). Microphoto-
graphs were taken in phase contrast microscopy at 40X magnification. Bars = 10 pm.
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Cuadro 1. Frecuencia de los esclerocios en cada fase de produccion de estructuras.
El valor de la ultima columna indica la probabilidad de la ausencia de
efectos debido a la exposicion a bicarbonato de sodio en cada fase de pro-
duccién de estructuras (prueba de bondad de ajuste de chi-cuadrada).

Table 1. Frequencies of sclerotia on each structure phase. The value on last column

indicates the probability of not effects due to sodium bicarbonate exposition
for each structure phase (chi square “goodness fit”).

Tratamientos
Concentraciones de bicarbonato de sodio

Fase de la

Control 2mM 4mM 6mM 8mM 10mM 25mM Probabilidad
estructura
1 6 5 5 6 5 5 7 0.8606
I 5 5 5 5 5 5 0 0.2914
111 4 5 5 6 5 5 0 <0.0001
v 4 5 0 0 0 0 0 <0.0001

y 6 mM de KHCO, solo se observaron pequefios
cambios morfoldgicos.

Los cambios morfoldgicos mas notorios fueron
evidentes después de que el hongo fue expuesto a
concentraciones de mas de 8 mM de KHCO,. Con
la concentracion de 10 mM, se not6 la presencia de
primordios, aunque no bien desarrollados. A pesar
de esto, pudimos observar la tercera estructura de
desarrollo (Figura 3, F), aunque no fue similar a
la del control, debido a las formaciones irregulares
del esclerocio, en el cual los grupos de hifas fueron
mas laxos (Figura 1, G-1). A la concentracion de 25
mM, la formacion de primordios de los esclerocios
fue escasa y desorganizada (Figura 3, G-I), y, por
esta razon, no pudimos observar ni se termind de
formar la segunda o la tercera estructura de inicio
de los esclerocios (Cuadro 1). Por ultimo, con la
concentracion de 50 mM, no se not6 ningun efecto,
debido a la ausencia de crecimiento fingico en este
tratamiento.

En este estudio, observamos el proceso de for-
macion de esclerocios durante su primera fase, en
la cual se identificaron las cuatro etapas de desarro-
llo (Bolton et al., 2006; Saharan y Mehta, 2008).
Sin embargo, la formacion de esclerocios mostro
variaciones dependiendo de la concentracion de
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the growth of several species of phytopathogenic
fungi, especially during postharvest, has been
recorded before (Aharoni et al., 1997; Palmer et
al., 1997; Bombelli and Wright, 2006; Jabnoun-
Khiareddine et al., 2016), and Ordoéiiez-Valencia et
al. (2009) demonstrated that KHCO, inhibited the
growth of S. sclerotiorum in in vitro cultures. The
inhibitory effect of bicarbonate salts on fungi was
probably due to reduced fungal cell turgor pressure,
which resulted in collapse and shrinkage of hyphae
(Tiirkkan et al., 2017).

The formation of sclerotial primordia by S.
sclerotiorum was initiated by branching and
clustering of hyphae (Figure 1), resulting in a
mass of cells that eventually originate mature
sclerotia. Similar effects were observed by Smits
and Noguera (1988) in the formation of sclerotia
of Macrophomina phaseolina, which began from
hyphal branching and entwinements, besides
the increase in size of the associate cells and the
reduction in size of the sclerotial mass. Townsend
and Willets (1954) observed different development
patterns (thickening, branching, and septation of
main hyphae and their entwinement) in Rhizoctonia
solani, Botrytis allii, B. cinerea, and Sclerotium
cepivorum.
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Figura 2. Estructuras microscépicas de desarrollo durante la formacién de esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum, después
de siete dias de crecimiento del hongo. La primera (que indican las flechas), la segunda y la tercera estructura del
desarrollo de esclerocios en presencia de KHCO,: (A-C) 2 mM, (D-F) 4 mM, y (G-I) 6 mM. Se tomaron microfo-
tografias en un microscopio de contraste de fase a 40X de ampliacion. Barras = 10 pm.

Figure 2. Microscopic developmental structures observed during the sclerotial formation of Sclerotinia sclerotiorum, after
seven days of fungal growth. First (indicated by arrows), second, and third structure of sclerotial development in
presence of KHCO,: (A-C) 2 mM, (D-F) 4 mM, and (G-I) 6 mM. Microphotographs were taken in phase contrast

microscopy at 40X magnification. Bars = 10 pm.

KHCO,. El efecto inhibitorio de los bicarbonatos
en el crecimiento de varias especies de hongos fito-
patogénicos, sobre todo durante la postcosecha, ya
ha sido documentado (Aharoni ef al., 1997; Palmer
et al., 1997; Bombelli y Wright, 2006; Jabnoun-

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2018

In the present study, KHCO, resulted in
microscopic morphological changes during early
phases of sclerotia development. The increase
of bicarbonate concentrations resulted in less
profuse and loose hyphal branching, leading to the
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Figura 3. Se observaron estructuras microscopicas de desarrollo durante la formacion de esclerocios de Sclerotinia sclerotio-
rum, después de siete dias de crecimiento del hongo. La primera (que indican las flechas), la segunda y la tercera
estructura del desarrollo de esclerocios en presencia de KHCO,: (A-C) 8 mM, y (D-F) 10 mM. A la dosis de 25
mM se observé desorganizacion celular del primordio (G-I), en la cual no se observaron ni la segunda ni la tercera
estructura de desarrollo de los esclerocios. Las microfotografias fueron tomadas en un microscopio de contraste

de fases a 40X de ampliacion. Barras =10 pm.

Figure 3. Microscopic developmental structures observed during the sclerotial formation of Sclerotinia sclerotiorum, after
seven days of fungal growth. First (indicated by arrows), second and third structures of sclerotial development in
presence of KHCO,: (A-C) 8 mM, and (D-F) 10 mM. For 25 mM a cellular disorganization of the primordium was
observed (G-I), in which the second and third structures of sclerotial development were not observed. Micropho-
tographs were taken in phase contrast microscopy at 40X magnification. Bars = 10 pm.

Khiareddine et al., 2016), y Ordonez-Valencia et
al. (2009) demostraron que el KHCO, inhibié el
crecimiento de S. sclerotiorum en medios de cul-
tivo in vitro. El efecto inhibitorio de las sales de
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decrement and consequent absence of well-formed
sclerotia (Table 1). Igwegbe et al. (1977) reported
that the addition of 50 pg mL"' of 6-metilpurine
caused significant reduction in the sclerotia
formation by S. rolfsii.
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bicarbonato en los hongos probablemente se pro-
dujo debido a la reducida presion de turgencia del
hongo, que ocasiond el colapso y encogimiento de
las hifas (Tiirkkan et al., 2017).

La formaciéon de los primordios de los escle-
rocios de S. sclerotiorum comenzo6 con la ramifi-
cacion y el agrupamiento de hifas (Figura 1), que
formaron una masa de células que finalmente pro-
dujo esclerocios maduros. Smits y Noguera (1988)
observaron efectos similares en la formacion de
esclerocios de Macrophomina phaseolina, la cual
comenzo desde la ramificacion y entrelazamiento
de las hifas, ademas del aumento de tamafo de las
células asociadas y la reduccion del tamafio de la
masa de esclerocios. Townsend y Willets (1954)
observaron diferentes patrones de desarrollo (en-
grosamiento, ramificacion y septacion de las prin-
cipales hifas y sus entrelazamientos) en Rhizocto-
nia solani, Botrytis allii, B. cinerea y Sclerotium
cepivorum.

En el presente estudio, el KHCO, produjo cam-
bios morfoldgicos microscopicos durante las fa-
ses iniciales del desarrollo de los esclerocios. El
aumento de las concentraciones de bicarbonato
produjo la ramificacion menos profusa y laxa de
hifas, lo cual causo la reduccion y la consecuen-
te ausencia de esclerocios bien formados (Cuadro
1). Igwegbe et al. (1977) reportaron que al agregar
50 pg mL! de 6-metilpurina causé una reduccion
significativa en la formacion de esclerocios de S.
rolfsii.

Al agregar KHCO,, aumento el pH (de 6.5 a
8.0) del medio de cultivo (Ordonez-Valencia et al.,
2009), lo cual dio como resultado la reduccion del
crecimiento fungico. Al respecto, Alexander (1977)
mencion6 que muchos hongos se desarrollan mejor
en condiciones acidas que alcalinas, porque un am-
biente acido no es propicio para la existencia de
bacterias ni de actinomicetos, y esto ocasiona que
los hongos monopolicen el uso de sustratos organicos
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The addition of KHCO, caused an increase
in pH (from 6.5 to 8.0) in the culture medium
(Ordonez-Valencia et al., 2009), which resulted
in reductions of fungal growth. In this regard,
Alexander (1977) mentioned that many fungi
grow better under acidic conditions than alkaline,
because an acidic environment is not conducive to
the existence of either bacteria or actinomycetes,
resulting in the monopoly of fungi for utilization
of organic substrates (Giri et al., 2005). On the
other hand, it has been observed that both growth
and development of sclerotia of S. sclerotiorum
depend on the pH and the production of oxalic acid
(Rollins and Dickman, 2001; Chen et al., 2004).
Neutral or alkaline pH values inhibit the formation
of sclerotia, and the production of oxalic acid helps
reducing the alkaline pH of the medium, creating
more favorable conditions for the development of
sclerotia (Rollins and Dickman, 2001).

Although some reports have described the
negative effects of bicarbonate on certain plant
pathogenic fungi (Bombelli and Wright, 2006;
Ordonez-Valencia et al., 2009), yet the present
study is one of the first reports describing inhibitory
effects of KHCO, on S. sclerotiorum during the
initial phases of the sclerotia formation as well as
on the morphology of sclerotial primordia.

The inhibitory effects of KHCO, on fungal
growth and development may in part be explained
by affecting vital biochemical processes such as
the biogenesis of either the fungal cell wall and/or
the apical wall (Sentandreu et al., 1994; Sideri and
Georgiou, 2000). Certain antimicrobial compounds
cause oxidative stress in fungi which may show
morphological changes, impaired growth rate,
and low content of proteins and ATP (Harel et al.,
2005; Marcet-Houben and Gabaldon, 2011). In this
regard, the application of KHCO, may account on
the production of reactive oxygen species (ROS)
as a response of the stress generated by this salt,
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(Giri et al., 2005). Por otro lado, se ha observado
que tanto el crecimiento como el desarrollo de es-
clerocios de S. sclerotiorum dependen del pH y de
la produccion de acido oxalico (Rollins y Dickman,
2001; Chen et al., 2004). Los valores de pH neutros
o alcalinos inhiben la formacion de esclerocios, y la
produccion de acido oxalico ayuda a reducir el pH
alcalino del medio de cultivo, creando condiciones
mas favorables para el desarrollo de los esclerocios
(Rollins y Dickman, 2001).

Aunque en algunos reportes se han descrito los
efectos negativos del bicarbonato en ciertos hon-
gos fitopatogénicos (Bombelli y Wright, 2006;
Ordofiez-Valencia et al., 2009), el presente estudio
es uno de los primeros reportes que describen los
efectos inhibitorios que tiene el KHCO, en S. scle-
rotiorum durante las fases iniciales de la formacion
de esclerocios, asi como en la morfologia de los
primordios de los esclerocios.

Los efectos inhibitorios del KHCO, en el cre-
cimiento y desarrollo fungico pueden explicarse
en parte por el hecho de que este compuesto afecta
procesos bioquimicos vitales, como la biogénesis,
ya sea de la pared celular y/o la pared apical del
hongo (Sentandreu et al., 1994; Sideri y Georgiou,
2000). Ciertos compuestos antimicrobianos causan
estrés oxidativo en los hongos, y éstos pueden mos-
trar cambios morfoldgicos, tasa de crecimiento de-
ficiente y bajo contenido de proteinas y ATP (Harel
et al., 2005; Marcet-Houben y Gabaldon, 2011). A
este respecto, la aplicacion de KHCO, puede cau-
sar la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ERO) en respuesta al estrés generado por esta sal
y, posteriormente, producir alteraciones en la mor-
fologia y desarrollo de S. sclerotiorum.

Los iones de bicarbonato producen alteracio-
nes en las reacciones de oxidacion y nitracion en
los sistemas biologicos, regulan el pH y estimulan
la produccion de especies reactivas de nitrogeno,
como el peroxinitrito (ONOO") o el superdxido
(O,) (Knorev et al., 2000; Arai et al., 2005; Lush-
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then, causing alterations on the morphology and
development of S. sclerotiorum.

Bicarbonate ions cause alterations in oxidation
and nitration reactions in biological systems,
regulate pH, and stimulate the production of either
reactive nitrogen species such as peroxynitrite
(ONOO) or superoxide (O,) (Knorev et al., 2000,
Arai et al., 2005; Lushchak et al., 2009). As a result
of oxidative stress in combination with abiotic
factors also have negative effects on the sclerotia
formation in filamentous fungi (Georgiou et al.,
2006). Moreover, Sideri and Georgiou (2000)
demonstrated that the production of hydrogen
peroxide (H,0,) in S. rolfsii (Typhulaceae) exposed
to different light and iron conditions; the highest
production of H,O, was recorded during early
stages of fungal growth. However, as sclerotia
become mature the hydrogen peroxide production
decreased. Nevertheless, further research is
needed to elucidate the effects of KHCO, on either
physiological, biochemical or molecular processes
during fungal morphogenesis.

CONCLUSIONS

The present results clearly demonstrate that
KHCO, is effective in controlling both growth
and development of S. sclerotiorum under in
vitro conditions, which would help reducing the
formation of sclerotia, as well as being a valid
alternative for replacing or reducing the use of
synthetic fungicides. However, this is a preliminary
study; thus, the efficiency of KHCO, must also
be studied in a soil including plant-pathogen
interactions. Moreover, S. sclerotiorum can spend
90% of its life cycle as sclerotia, thus it is important
to direct more research efforts to know in detail
the processes involved in either early initiation
or further development of this persistent fungal
structures.
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chak et al., 2009). La combinacion del estrés oxi-
dativo con factores abidticos también tiene efectos
negativos en la formacion de esclerocios en hon-
gos filamentosos (Georgiou et al., 2006). Por otra
parte, Sideri y Georgiou (2000) demostraron que
la produccién de perdxido de hidrégeno (H,0,) en
S. rolfsii (Typhulaceae) esta expuesta a diferentes
condiciones de luz y hierro, y que la mayor pro-
duccion de H,O, se registra durante las primeras
etapas del crecimiento fingico. Sin embargo, a me-
dida que los esclerocios maduran, la produccion de
perdxido de hidrogeno disminuye. No obstante, es
necesario realizar mds investigacion para esclare-
cer los efectos que tiene el KHCO, en los procesos
fisiologicos, bioquimicos o moleculares durante la
morfogenésis fingica.

CONCLUSIONES

Los presentes resultados claramente demues-
tran que el KHCO, es eficaz para controlar tanto el
crecimiento como el desarrollo de S. sclerotiorum
en condiciones in vitro, lo cual ayudaria a reducir
la formacion de esclerocios, y también seria una
opcion viable para reducir el uso de plaguicidas
sintéticos. Sin embargo, este es un estudio prelimi-
nar, y, por tanto, debe estudiarse también la eficacia
del KHCO, en el suelo e incluir las interacciones
planta-patdégeno. Ademas, S. sclerotiorum pasa el
90% de su ciclo vital en forma de esclerocios y, por
tanto, es importante realizar mas investigacion a fin
de conocer en detalle los procesos que intervienen
en las primeras etapas de estas persistentes estruc-
turas de hongos o en su desarrollo posterior.
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Resumen. La Sigatoka Negra es la enfermedad
mas destructiva del area foliar de platanos y ba-
nanos. La incrementada resistencia del patdogeno,
y la contaminacion provocada por los fungicidas
quimicos, han guiado a la busqueda de alternativas
para su control. El objetivo del trabajo fue determinar
el efecto de la combinacion de los extractos de ajo
(Allium sativum) y clavo (Syzygium aromaticum) en
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Abstract. Black Sigatoka is the most destructive
disease of the leaves of bananas. The increased
resistance of the pathogen and the contamination
caused by chemical fungicides have guided the
search for control alternatives. The objective of the
work was to determine the effect of the combination
of extracts of garlic (Allium sativum) and clove
(Syzygium aromaticum) in the development of
Mycosphaerella fijiensis. The phytopathogen was
grown in potato-dextrose-agar (PDA) media added
with different concentrations of extracts. A factorial
design of two factors at four levels was established.
At higher concentration of garlic extract, less
capacity to inhibit M. fijiensis colony. In contrast,
the clove extract showed greater inhibition capacity
at the higher concentration. The greatest inhibition
of the growth, 39.6%, was with the mixture of
150 mg of garlic extract-ml! and 36 mg of clove
extract-ml.
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el desarrollo de Mycosphaerella fijiensis. Después
de aislar a M. fijiensis, fue cultivado en medios
agar-dextrosa-papa (ADP) adicionados con dife-
rentes concentraciones de los extractos etandlicos
de las plantas mencionadas. Los tratamientos uti-
lizados fueron el resultado de establecer un disefio
factorial de dos variables a cuatro niveles. Los re-
sultados mostraron que, a mayor concentracion de
ajo, menor capacidad de inhibir el desarrollo de la
colonia de M. fijiensis. Contrariamente el extracto
de clavo mostr6 mayor capacidad de inhibicion a
mayor concentracion. Sin embargo, la mayor inhi-
bicion del desarrollo de la colonia del fitopatdge-
no, 39.6%, fue observada en ADP adicionada con
la mezcla de 150 mg de extracto de ajo-ml'y 36
mg de extracto de clavo-ml™. Se discute el posible
mecanismo de accion de los extractos.

Palabras clave: fitopatdogeno, banano, extracto,
plantas, aromaticas.

La Sigatoka Negra (SN) es una enfermedad
de las hojas de bananos y platanos producida por
Mycosphaerella fijiensis Morlet. Esta enfermedad
fue inicialmente observada en las islas Fiji y actual-
mente se encuentra en todas las areas productoras
de banano y platano del mundo (Etebu y Young-
Harry, 2011). En las partes enfermas de las hojas
(obscurecidas) se impide el proceso de fotosintesis
y, si no hay control de la enfermedad, eventualmen-
te la hoja muere. Limitados por fotosintatos, los
frutos maduran prematuramente y la produccion
disminuye (Ewané et al., 2013). El control de SN
es comunmente realizado mediante la aplicacion
de fungicidas quimicos. En América, la frecuencia
anual de aplicacion de los fungicidas quimicos va-
ria de 35 a 45 veces (Ploetz, 2000). Sin embargo, el
aumento de la resistencia de M. fijiensis, los efec-
tos residuales, el espectro de accidn y la fitotoxi-
cidad de los funguicidas quimicos han orientado a
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Key words: phytopathogen, banana,
plants, aromatic.

extract,

Black Sigatoka (BS) is a foliar disease of
bananas and plantains caused by Mycosphaerella
fijiensis Morelet. The disease was first detected in
the Fiji Islands but is currently present in all banana
and plantain production areas worldwide (Etebu
and Young-Harry, 2011). When areas of leaves
become infected, they darken, which obstructs
photosynthesis, and, if the disease is not controlled,
the leaves will eventually die. When limited by
photosynthates,
prematurely and production diminishes (Ewané et
al., 2013). Chemical fungicides are usually applied
to control BS. In the Americas, the annual frequency
of chemical fungicide applications ranges from 35
to 45 times (Ploetz, 2000). However, the increased
resistance of M. fijiensis to chemical fungicides,
as well as their residual effects, range of action
and phytotoxicity, have made it necessary to find
alternative methods for controlling BS (Bastos and
Albuquerque, 2004).

Plants are the organisms that have been most
extensively studied in order to counteract the
harmful effects of phytopathogenic fungi. For
this reason, a wide range of plants (Castillo et al.,
2012) and plant products (Malik et al., 2016) have
been reported to have fungicidal activity. Herbs
and spices (aromatic plants) are the plants that
have been studied the most. Both essential oils and
extracts obtained from those plants using different
solvents and processes have shown an antifungal
effect against phytopathogens of the following

bananas and plaintains ripen

genera:  Colletotrichum  (Sundaramoorthy et
al., 2014; Radwan et al., 2014; Garcia, 2011),
Aspergillus (Tijjani et al., 2014; Askun et al., 2008),
Phoma (Touba et al., 2012), Fusarium (Taskeen-
Un-Nisa et al.,2011), Penicillium (Daniel et al.,
2015; Ikeura et al., 2011), Botrytis (Daniel et al.,
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la busqueda de métodos alternos de control de SN
(Bastos y Albuquerque, 2004).

Las plantas son los organismos que con mayor
énfasis se han estudiado para contrarrestar la accion
deletérea de los hongos fitopatdgenos. Por lo ante-
rior, una amplia gama de plantas (Castillo et al.,
2012), y productos de plantas (Malik et al., 2016)
han sido reportadas por poseer actividad fungicida.
Las hierbas y las especias (plantas aromaticas) son
las plantas que con mayor énfasis se han estudiado.
De dichas plantas, tanto los aceites esenciales como
los extractos obtenidos con diferentes disolventes y
procesos, han mostrado efecto antiflingico contra
fitopatogenos de los géneros: Colletotrichum (Sun-
daramoorthy et al., 2014; Radwan et al., 2014; Gar-
cia, 2011), Aspergillus (Tijjani et al., 2014; Askun
etal.,2008), Phoma (Touba et al., 2012), Fusarium
(Taskeen-Un-Nisa et al.,2011), Penicillium (Daniel
etal.,2015; Ikeura et al., 2011), Botrytis (Daniel et
al.,2015; Sesan et al., 2015) y Alternaria (Nashwa
y Abo-Elyousr, 2012). La actividad antifingica ex-
presada por los aceites esenciales y los extractos ha
sido reportada tanto en el crecimiento del micelio
como en la germinacion de esporas; (Hernandez et
al.,2007) y puede ser biocida o bioestatico (Lande-
ro et al., 2013).

Para el caso de M. fijiensis, Gutiérrez-Jiménez et
al. (2017) reportaron que el aceite esencial de cla-
vo (50 a 5000 ppm en medio ADP) inhibio el cre-
cimiento radial de la colonia entre 3.5% a 10.5%.
Asi mismo Sharanamma (2012) reporto6 que la adi-
cion de 5%, 10% y 15% de extracto de ajo (Allum
o) al medio ADP inhibieron
14.8%, 18.5 % y 23.0%, respectivamente, el creci-
miento de la colonia. Por su parte De Hora (2009)
report6 inhibicion de la germinacion de las esporas
de dicho fitopatogeno entre 92% y 86% en prome-
dio, en medio ADP adicionado con 10% o 30% de
aceite esencial de clavo (Syzygium aromaticum) o

sativum) (1 gajo'ml

eucalipto (Eucalypto globulus), para el primer valor,
y tomillo (Thymus vulgaris) para el segundo.
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2015; Sesan et al., 2015) and Alternaria (Nashwa
and Abo-Elyousr, 2012). Essential oils and extracts
have been reported to have antifungal activity
both on mycelial growth and spore germination
(Hernandez et al., 2007); and [the activity] can be
biocidal or biostatic (Landero et al., 2013).

As for M. fijiensis, Gutiérrez-Jiménez et al.
(2017) reported that essential clove oil (50 to 5000
ppm in agar-dextrose-potato (ADP) medium)
inhibited the colony’s radial growth by 3.5% to
10.5%. Sharanamma (2012) reported that adding
5%, 10% and 15% of garlic extract (4/lum sativum)
(1 ggarhc'mlmo‘l) to the ADP medium inhibited the
colony’s growth by 14.8%, 18.5% and 23.0%,
respectively. De Hora (2009) reported that the
inhibited
between 92% and 86% on average when it was
grown in ADP to which 10% or 30% of essential
clove (Syzygium aromaticum) oil or essential

pathogen’s spore germination was

eucalyptus oil (Eucalypto globulus) were added,
for the first value, and thyme (Thymus vulgaris) for
the second.

Based on the information above, we would
assume that a combination of extracts and/
or essential oils of aromatic plants could be an
alternative for reducing M. fijiensis development.
However, since using a combination of two or
more extracts and/or essential oils for this purpose
has been underexplored, the objective of the
present research was to determine the effect of a
combination of garlic (A/lium sativum) and clove
(Syzygium aromaticum) extracts on Mycosphaerella
fijiensis development.

MATERIALS AND METHODS

Mpycosphaerella fijiensis isolates
Mycosphaerella fijiensis was isolated from

banana leaves with BS symptoms, following
the procedure described by Conde-Ferraez et al.
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La informacion previa orienta a pensar que el
empleo combinado de extractos y/o aceites esen-
ciales de plantas aromaticas pueden ser una alter-
nativa para disminuir el desarrollo de M. fijiensis,
sin embargo, el empleo combinado de dos o mas
extractos y/o aceites esenciales con dicho fin ha
sido poco explorado, por lo que, el objetivo de
este trabajo fue determinar el efecto de la combi-
nacion de los extractos de ajo (Allium sativum) y
clavo (Syzygium aromaticum) en el desarrollo de
Mycosphaerella fijiensis.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de Mycosphaerella fijiensis

El aislamiento de M. fijiensis se realiz6 a partir
de hojas de banano con sintomas de SN siguiendo
el procedimiento descrito por Conde-Ferraez et al.
(2008). Las hojas se lavaron con agua y detergen-
te y posteriormente sometidas al proceso de asep-
sia (inmersion en hipoclorito de sodio al 5%, por
5 min, inmersion en etanol al 70%, por 5 min y
enjuagadas con agua esterilizada). Las hojas fue-
ron colocadas en bolsas de plastico, que contenian
torundas de algodén saturado con agua destilada
estéril e incubadas durante 48 h a 26 °C, en ausen-
cia de luz. Al concluir el periodo de incubacion, un
circulo de 20 cm de diametro de las hojas enfermas
fue adherido a papel filtro esterilizado, y humede-
cido con agua estéril, teniendo precaucion de que
el envés estuviera hacia el papel. El arreglo anterior
fue colocado en la tapa de la placa de Petri de for-
ma tal que el haz de la hoja quedo frente al medio
de cultivo (ADP) contenido en la base de dicha pla-
ca. La placa de Petri fue incubada a 27 °C por 12
horas. Concluido el tiempo de incubacion, y bajo
campana de flujo laminar, las ascosporas hialinas,
de M. fijiensis fueron localizadas con el apoyo de
un microscopio estereoscopico.
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(2008). The leaves were washed with water and
detergent, and then subjected to aseptic processing
(they were immersed in 5% sodium hypochlorite
for 5 min, in 70% ethanol for 5 min, and then rinsed
with sterilized water). The leaves were placed in
plastic bags containing cotton swabs saturated with
sterile distilled water, and incubated at 26 °C for 48
h in darkness. Once the incubation period ended,
circles 20 cm in diameter from infected leaves were
stuck to filter paper sterilized and moistened with
sterile water, taking care to ensure that the leaves’
underside faced the paper. This array was placed
on the lid of a Petri dish in such a way that the
leaf surface faced the culture medium (ADP) at the
base of the Petri dish. The Petri dish was incubated
at 27 °C for 12 h. Once the period of incubation
ended, M. fijiensis hyaline ascospores were spotted
under a laminar flow hood using an stereoscopic
microscope.

Morphological ascospore identification and
characterization of the M. fijiensis colony

To morphologically identify M. fijiensis
ascospores, we followed the procedure suggested
by Pérez (2002). The ascospores were hyaline
and spherical with a slightly constricted septum.
To characterize the M. fijiensis colony, the
ascospores were grown in ADP medium, following
the procedure of Sepulveda (2015) and Manzo-
Sanchez et al. (2001). The colony’s morphology
was quasi-circular, white above and black below,

and presented exudates.

Preparing garlic (Allium sativum) and clove
(Syzygium aromaticum) extracts.

The garlic extract was obtained in a Soxhlet
extractor applying the reflux technique. For
extraction, 45 g of fresh garlic were macerated in a
porcelain mortar and placed on filter paper to form
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Identificacién morfolégica de ascosporas y ca-
racterizacion de la colonia de M. fijiensis.

La identificacion morfologica de las ascosporas
de M. fijiensis fue realizada siguiendo el procedi-
miento sugerido por Pérez (2002). Las ascosporas
fueron hialinas, globosas con una leve constriccion
en el septo. Para la caracterizacion de la colonia
de M. fijiensis, las ascosporas fueron cultivadas en
medio ADP en concordancia con lo reportado por
Sepulveda (2015) y Manzo-Sanchez ef al. (2001).
La morfologia de la colonia fue cuasi-circular, de
color blanco en la parte superior y color negro en la
inferior, con presencia de exudados.

Elaboracion de extractos de ajo (Allium sativum)
y clavo (Syzygium aromaticum).

El extracto de ajo se obtuvo por reflujo en un
equipo Soxhlet. Para lo anterior 45 g de ajo fres-
co, macerados en un mortero de porcelana, fueron
colocados sobre papel filtro, y con ello se formd el
“dedal” que se colocd en el equipo Soxhlet. Para el
reflujo fue utilizado etanol al 60% (200 ml). Una
vez alcanzada la temperatura de ebullicion del eta-
nol al 60%, el reflujo fue realizado por seis ciclos.
Para obtener el extracto de clavo, 100 g del aro-
matico, previamente molidos a particulas <2mm,
fueron suspendidos en un litro de etanol al 96%.
La mezcla fue almacenada, en obscuridad, por 28
dias, con agitacion manual cada 3 dias. Los extrac-
tos fueron concentrados por evaporacion a presion
reducida, y 37 °C, en un rota-evaporador (Buchi
R300), hasta sequedad. Los solidos obtenidos fue-
ron conservados a 6 °C, en frasco ambar, hasta su
empleo. Para el uso de los extractos, a la concen-
tracion requerida, los solidos fueron disueltos en
etanol absoluto.
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a “thimble-shaped” structure that was placed in
the Soxhlet. For the reflux procedure, 60% ethanol
(200 ml) was used. When the boiling point of
60% ethanol was reached, the reflux was repeated
for six cycles. To obtain the clove extract, 100 g
of cloves previously ground to <2mm particles
were suspended in one liter of 96% ethanol. The
mixture was kept in darkness for 28 days, and
shaken manually every three days. The extracts
were concentrated by low-pressure evaporation at
37 °C in a Rotavapor (Buchi R300) until dry. The
solids obtained were kept in amber jars at 6 °C until
they were used. To use the extracts at the required
concentration, the solids were diluted in absolute
ethanol.

Treatment design.

A two-factor (garlic and clove extracts) 42
factorial design was used at four levels (extract
concentration), which resulted in 16 treatments
(Table 1).

Determining M. fijiensis growth inhibition and
colony growth rate.

Mycosphaerella fijiensis growth inhibition
was calculated after analyzing the area gained by
the colony. For this purpose, Petri dishes (15 cm
in diameter) were filled with ADP, to which the
required amount of garlic and/or clove extract
for each treatment was added. A disk ~3 mm in
diameter containing mycelium from the M. fijiensis
colony, which had been previously grown in ADP
culture medium, was placed in each Petri dish (four
dishes per treatment). The fungus was cultured at
30 °C. Every seven days, and for a 28-day period,
and the colony’s diameter was measured with a
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Diseiio de tratamientos

Se establecio un disefio factorial 42, de dos fac-
tores (extracto de ajo y extracto de clavo) a cuatro
niveles (concentracion del extracto), lo que resulto
en 16 tratamientos (Cuadro 1).

Determinacion de la inhibicion del crecimiento
de M. fijiensis y velocidad de desarrollo de la co-
lonia.

La inhibicion del crecimiento de M. fijiensis se
calcul6 después de analizar la ganancia en area de
la colonia. Para ello se prepararon placas de Petri
(15 cm de diametro) con ADP adicionado con la
cantidad de extracto de ajo y/o clavo correspon-
diente al tratamiento. En cada placa de Petri, cuatro
por tratamiento, se colocod un disco de =3 mm de
diametro de micelio de la colonia de M. fijiensis
crecida previamente en ADP. El cultivo del hongo
se realizo a 30 °C. Cada 7 dias, y por un periodo de
28 dias, se midi6 el diametro de la colonia con un
calibrador digital (Mitutoyo, Digimatic, resolucion
0.01 mm). Con el diametro de colonia, el area de
crecimiento fue calculada empleando la férmula
del circulo [A (mm?) =t 1?)] y el célculo de la in-
hibicion (%) del tratamiento se realizé mediante la
formula:

Inhibicion (%) = [(A,,, - A, (A, )] (100), donde

A= Area de crecimiento efectivo del tratamiento control

(mmz) = ATln _AI'IO

A, = Area de crecimiento efectivo del tratamiento

N (mm?) = A'I‘Nn - ATN(]

A, = drea de crecimiento del tratamiento control a cualquier
tiempo (mm?)

A,,, = drea de crecimiento del tratamiento control a t =0 (mm?)
A, = area de crecimiento de cualquier tratamiento a cualquier

tiempo (mm?)
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Cuadro 1. Disefio de tratamientos utilizado para determi-
nar la actividad inhibitoria del crecimiento de
M. fijiensis de los extractos alcohdlicos de clavo

y ajo.
Table 1. Treatments used to determine the capacity of al-
coholic clove and garlic extracts to inhibit the

growth of M. fijiensis.
Tratamiento Extracto de ajo Extracto de clavo
(ng-ml™) (ng-ml™)
1 0 0
2 0 12
3 0 24
4 0 36
5 150 0
6 150 12
7 150 24
8 150 36
9 300 0
10 300 12
11 300 24
12 300 36
13 450 0
14 450 12
15 450 24
16 450 36

digital calibrator (Mitutoyo, Digimatic, at 0.01 mm
resolution). Having obtained the diameter of the
colony, the growth area was calculated by applying
the circle formula [A (mm?) = 1t r?)]; to calculate the
treatment’s inhibition (%), we used the following
formula:

Inhibition (%) = [(A

B AETN) (A '1(100), where

ET1 ETI)-

A, = Effective growth area of the control treatment

(mm?) = Ay~ Ao

A, = Effective growth area of the N treatment

(mm?) = A ™ Ao

A,,, = Growth area of the control treatment at any time (mm?)
A,,, = Growth area of the control treatment at t = 0 (mm?)
A, = Growth area of any treatment at any time (mm?)

A, = Growth area of any treatment at t = 0 (mm?).
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A, = area de crecimiento de cualquier tratamiento

at=0 (mm?).

La velocidad de crecimiento de la colonia
(n=semana) fue calculada como la pendiente de
la relacion lineal entre la transformacion del valor
nominal de A a Lny el tiempo (semanas).

Analisis estadistico

Los valores de area de la colonia fueron someti-
dos al analisis de varianza, y donde existio diferen-
cia se aplico la prueba de Tukey (a< 0.05), utilizan-
do el programa InfoStat Profesional version 2011.

RESULTADOS

En el Cuadro 2 se muestran los valores del area
de crecimiento de las colonias de M. fijiensis en los
diferentes tratamientos y tiempos de muestreo. Se
puede observar que el indculo fue de tamafio simi-
lar (semana 0) y que el crecimiento de la colonia
durante la primera semana también fue similar. A
partir de la segunda semana, y hasta la semana fi-
nal, el area de la colonia fue diferencial. Al con-
cluir el trabajo (semana 4), el area de las colonias
de todos los tratamientos que tuvieron extracto de
ajo y/o de clavo fue estadisticamente menor al del
tratamiento sin extractos (Tratamiento 1). Asi mis-
mo, el area de la colonia del Tratamiento 1 fue 1.6
veces mayor respecto a la de los tratamientos 9 y
10. El analisis de la varianza de los valores del area
de crecimiento de M. fijiensis mostrd que las dife-
rencias entre ellos fueron significativas, tanto para
el extracto de clavo y el extracto de ajo, como para
la combinacion de ambos (Cuadro 3).

Desde la perspectiva del efecto individual de
los extractos, en la Figura 1 se muestra que con-
forme fue aumentada la concentracion del extracto
de ajo, mayor fue el area promedio de crecimiento
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The rate at which the colony grew (u=week™)
was calculated as the slope of the linear ratio
between the conversion of the nominal value of
A, to Ln and the time (weeks).

Statistical analysis.

The values of the colony area were subjected
to an analysis of variance, and where differences
were found, we used the Tukey’s test (0<0.05). The
analysis and tests were conducted with the InfoStat
program Profesional version 2011.

RESULTS

Table 2 shows the values of the growth area
of M. fijiensis colonies in the different treatments
and sampling times. These results show that the
inoculum was of similar size (week 0), and that
the growth of the colony during the first week was
similar too. As of the second week and up to the final
week, the area of the colony was different. When
the present research was concluded (week 4), the
area of the colonies in all the treatments in which
garlic and/or clove were used was statistically
smaller than the area in the treatment with no
extracts (Treatment 1). Also, the area of the colony
in Treatment 1 was 1.6 times larger than the area in
treatments 9 and 10. The analysis of variance for
the values of M. fijiensis growth area showed that
there were significant differences between them,
for clove and garlic extracts individually, and when
they were combined (Table 3).

Regarding the effect of the
extracts, Figure 1 shows that as the garlic extract
concentration increased, the average growth area of
the colony increased (less inhibition). In contrast,
the higher the concentration of clove extract, the
greater the inhibition. In both cases, the differences
were significant (Tukey o< 0.05; DMS = 3.57).

individual
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Cuadro 2. Area de la colonia de las colonias de M. fijiensis crecida por cuatro semanas en medio
ADP adicionado de extracto de ajo y/o clavo.

Table 2. Area of M. fijiensis colony after four weeks of growth in ADP medium to which garlic and/
or clove extract were added.

Tratamiento Semana 0 Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4
1 723 R 26.89 P 100.88 LM 193.98 CDE 264.73 A
2 6.52R 29.38 P 97.52 MN 150.94 GHIJK 201.95 BCD
3 8.45 QR 2826 P 97.09 MN 160.40 FGH 210.77 B
4 736 R 27.65P 85.36 MN 137.74 K 194.97 BCDE
5 742 R 28.32 P 88.76 MN 151.82 GHIJK 194.39 BCDE
6 7.76 R 31.06 P 100.49 LM 163.20 FG 200.00 BCDE
7 723 R 24.36 PQ 82.05 N 142.66 1JK 168.83 F
8 8.04 QR 30.67 P 52.38Q 88.07 MN 163.61 FG
9 7.15R 27.03 P 92.01 MN 145.49 HIJK 18531 E
10 691 R 3495P 90.39 MN 155.77 FGHIJ 207.61 BC
11 6.75 R 2522 P 87.79 MN 155.31 FGHIJ 200.79 BCDE
12 731 R 3426 P 92.44 MN 141.89 JK 203.32 BCD
13 724 R 30.87 P 115.01 L 163.47 FG 204.14 BCD
14 6.84 R 22.12 PQR 85.02 MN 148.97 GHIJK 210.16 BC
15 6.59 R 25.30P 90.93 MN 159.60 FGH 192.00 DE
16 6.93 R 25.17P 86.14 MN 159.00 FGHI 191.87 DE

Letras diferentes significan valores significativos [Tukey a< 0.05; diferencia minima significativa (DMS)
=16.05; error estandar = 5.91]. La composicion del medio de cultivo del tratamiento fue ADP adicionado
de extracto de ajo y/o clavo, en concordancia con el disefio estadistico / Different letters indicate signifi-
cant values [Tukey a< 0.05; significant minimum difference (DMS) =16.05; standard error = 5.91]. The
composition of the culture medium for the treatment was ADP to which garlic and/or clove extract was

added, in accordance with the statistical design.

de la colonia (menor inhibicion); situacion contra-
ria con el extracto de clavo ya que, en este, a mayor
concentracion menor area promedio de crecimiento
(mayor inhibicion). En ambos casos, las diferencias
fueron significativas (Tukey 0<0.05; DMS = 3.57).

En la Figura 2 se muestra el porcentaje de inhi-
bicion de la colonia después de cuatro semanas de
crecimiento en los medios de cultivo de los diferen-
tes tratamientos. Todos los tratamientos mostraron
capacidad de inhibicion del desarrollo de la colonia
de M. fijiensis(rango de 21.0% hasta 39.6%). El
mayor porcentaje de inhibicion fue observado en el
medio de cultivo que contenia la menor cantidad de
extracto de ajo y la mayor cantidad de extracto de
clavo (Tratamiento 8).

La transformacion de los datos de area de la
colonia (mm?) al Ln para cada semana de cultivo
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Figure 2 shows the percentage of colony inhibition
after four weeks growing in the culture media of
the different treatments. All treatments proved
to be able to inhibit the development of the M.
fijiensis colony (ranging from 21.0% to 39.6%).
The highest inhibition percentage was observed in

Cuadro 3. Analisis de la varianza de los valores de area
de colonia de M. fijiensis crecida en medio ADP
adicionado con extracto de ajo y/o clavo.

Table 3. Analysis of variance of the values of the area of an

M. fijiensis colony grown in ADP medium to which
garlic and/or clove extract was added.

Fuente de variacion gl F Valor de P
Ajo 3 22.89  <0.0001
Clavo 3 23.71  <0.0001
Ajo * Clavo 9 10.5 <0.0001
Error 260
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mostré comportamientos similares para todos los
tratamientos. En la Figura 3 se muestran los trata-
mientos extremos es decir el que tuvo las dreas mas
grandes, Tratamiento 1, y el que tuvo las areas mas
pequefias, Tratamiento 8. Los valores de la recta
de regresion para todos los tratamientos se mues-
tran en el Cuadro 4. Como se observa en el citado
cuadro, la pendiente de la recta (m), o velocidad
de crecimiento de la colonia (semana™), en todos
los tratamientos, estuvieron en el rango de 0.7081
semana’ hasta 0.9177 semana’'. De ese modo la
velocidad de crecimiento de las colonias del Tra-
tamiento 10 fue 23% mas lenta respecto a las del
Tratamiento 1. Por su parte la ordenada al origen
tuvo un valor promedio de 2.3589 +0.07675 y, con
la excepcion del Tratamiento 13, todos los coefi-
cientes de determinacion fueron mayores a 0.9.

DISCUSION

Aligual que muchos hongos fitopatdégenos, M.
fijiensis fue sensible a los componentes de los
extractos etandlicos del ajo y clavo. El tipo de com-

Area promedio de la colonia
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Figura 1. Area promedio de crecimiento de la colonia de
M. fijiensis en medio de cultivo ADP adicionado
con diferentes concentraciones de ajo (arriba) y
clavo (abajo).

Average growth area of the M. fijiensis colony in
ADP culture medium to which diffferent concen-
trations of garlic (above) and clove (below) were

Figure 1.

puesto, y/o su concentracion, flavonoides, fenoles, added.
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Figura 2. Inhibicion del desarrollo de la colonia de M. fijiensis (porciento de drea), después de cuatro semanas de cultivo, en

los diferentes tratamientos planteados en el Cuadro 1.

Figure 2. Growth inhibition of the M. fijiensis colony (% area) after four weeks of cultivation in the different treatments

shown in Table 1.
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Area de crecimiento (Ln)
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Figura 3. Correlacion entre el Ln del drea de la colonia
de M. fijiensis del tratamiento sin extractos de
ajo y/o clavo (Tratamiento 1, arriba) y del tra-
tamiento con 150 pg extracto de ajo-ml”' y 36 pg
extracto de clavo-ml! (Tratamiento 8; abajo) y
el tiempo de cultivo (semanas).

Figure 3. Correlation between the Ln of the M. fijien-
sis colony in the treatment without garlic and/
or clove extracts (Treatment 1, above) and the
treatment in which 150 pg of garlic extract ml
and 36 pg of clove extract ml"! were used (Treat-
ment 8; below), and growing time (weeks).

terpenos, aceites esenciales, alcaloides, lectinas,
polipéptidos entre otros, pueden ser los responsa-
bles de dicha accion (Hernandez et al., 2007). La
oxidacion de diversos compuestos provocada por
los fenoles, la accion lipofilica de los aceites esen-
ciales, el intercalado de los alcaloides en el ADN, la
formacion de canales idnicos en la envoltura celular
mediados por lectinas y la inhibiciéon competitiva de
polisacaridos receptores por adhesion de polipép-
tidos son algunos de los mecanismos que pudieran
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Cuadro 4. Valores de la pendiente (m), o velocidad de cre-
cimiento (semana), ordenada al origen (b) y el
coeficiente de determinacion (r?) derivados de
linealizar los datos de Ln del area de la colonia
(mm?) y la semana de cultivo.

Table 4. Slope values (m) or growth rate (week™), intercept
(b) and determination coefficient (r?) after linear-
izing Ln data from the colony area (mm?) and the
cultivation week.

Tratamiento m B 1’
1 0.92 2.31 0.94
2 0.85 2.33 0.91
3 0.82 2.46 0.93
4 0.82 2.36 0.93
5 0.82 2.38 0.92
6 0.82 2.47 0.91
7 0.81 2.32 0.92
8 0.71 2.39 0.95
9 0.82 2.36 0.91
10 0.83 2.42 0.91
11 0.86 2.27 0.93
12 0.81 2.45 091
13 0.83 2.44 0.89
14 0.88 2.21 0.94
15 0.86 2.27 0.92
16 0.85 2.29 0.9243

a culture medium containing the smallest amount
of garlic extract and the greatest amount of clove
extract (Treatment 8).

When data from the area of the colony (mm?) were
converted to Ln for each week of culture, a similar
performance was observed in all treatments.
Figure 3 shows the extreme treatments, that is, the
treatment with the largest areas (Treatment 1) and
the one with the smallest areas (Treatment 8). The
values of the regression line for all the treatments
are shown in Table 4. As can be seen in the table, the
slope of the line (m) or colony growth rate (week™)
for all the treatments ranged from 0.7081 week! to
0.9177 week'. Therefore, the colony growth rate
of Treatment 10 was 23% slower compared to the
growth rate of Treatment 1. As for the intercept,
it had an average value of 2.3589 +0.07675 and,
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explicar la actividad fungicida (Cowan, 1999; Nonsee
et al.,2011; Rahnama et al., 2012).

La mayor sensibilidad de M. fijiensis a la accion
antifungica del clavo (Figuras 1) puede también
atribuirse a la composicidon y/o a la concentracion
de los compuestos que éste contiene. En este senti-
do, el aceite esencial de clavo, miscible en etanol,
contiene entre otros, eugenol, acetato de eugenilo,
cariofileno y a-humuleno (Costa et al., 2011; Moura
et al., 2012). Por su parte el ajo es rico en alicina,
dialildisulfuro y dialiltrisulfuro (Campa-Siqueiros
etal.,2017; Chong et al., 2015).

Inicialmente se esperaba que, al aumentar la
concentracion de los extractos de clavo y ajo, la
actividad antifingica fuera mayor. Aunque esto se
cumplié para el extracto de clavo, para el extracto
de ajo el comportamiento fue inverso (Figura 1), lo
que corroboro los resultados reportados por Lande-
ro et al. (2013). Lo anterior pudiera ser explicado
como un modelo de inhibiciéon competitiva de al-
guna enzima donde al incrementar la concentracion
de extracto de ajo uno de sus componentes ocupa
el lugar de aquel que tiene la actividad antifingica.
Es asi que, al diluir el extracto, menor concentra-
cion, el componente competidor del antiftingico no
es capaz de ocupar todos los “sitios activos” por lo
que la inhibicion del desarrollo de la colonia de M.
fijiensis fue menor. Los resultados de la posterior
etapa (Datos no mostrados), apoyan lo propuesto
previamente ya que al disminuir hasta 100 mg-ml"!
la concentracion del extracto de ajo la actividad
antifingica fue incrementada. En el futuro habra
que definir cual(es)es (son)el (los) componente(s)
competitivo(s) y cual(es) es (son) el (los) sitio(s)
de accion.

Por su parte el comportamiento de la actividad
antifungica del extracto de clavo (Figura 1) fue ti-
pico de moléculas que al aumentar la concentracion
aumentan la actividad. Sin embargo, tiene un valor
maximo lo que puede ser indicativo, nuevamente,
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except for Treatment 13, all the determination
coefficients were higher than 0.9.

DISCUSSION

Like many phytopathogenic fungi, M. fijiensis
was sensitive to the components of ethanolic garlic
and clove extracts. The type of compound and/or
its concentration, or flavonoids, phenols, terpenes,
essential oils, alcaloids, lectins, polypeptides,
among others, could be responsible for this action
(Hernandez et al., 2007). Oxidation of various
compounds caused by phenols, lipophilic action of
essential oils, insertion of alcaloids into the DNA,
formation of ionic channels in the cell envelope
mediated by lectins and competitive inhibition of
receptor polysaccharides by polypeptide adherence,
are some of the mechanisms that may explain the
fungicidal activity (Cowan, 1999; Nonsee et al.,
2011; Rahnama et al., 2012).

The higher sensitivity of M. fijiensis to the
antifungal action of clove (Figure 1) may also be
due to the composition and/or concentration of the
compounds it contains. In this regard, essential
clove oil, which is miscible in ethanol, contains,
among other compounds,
acetate, caryophyllene and a-humulene (Costa
et al., 2011; Moura et al., 2012). Garlic is rich in
alicin, diallyldisulfide and diallyltrisulfide (Campa-
Siqueiros et al., 2017; Chong et al., 2015).

In the beginning, the expectation was that
increased concentrations of clove and garlic
extracts would increase the level of antifungal
activity. This did happen when clove extract was
used alone, but exactly the opposite happened
when garlic extract was used (Figure 1), a fact that
corroborated the results reported by Landero et al.
(2013). This might be explained as being a model
of competitive inhibition of some enzyme, where

eugenol, eugenyl
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de que el trasporte del componente fungicida es ac-
tivo y que el sistema transportador tiene una con-
centracion limitada en la envoltura celular de M.
fijiensis.

El hecho de no encontrar diferencias significati-
vas en el area de crecimiento de las colonias de M.
fijiensis durante las dos primeras semanas de trata-
miento (Cuadro 2) puede ser indicativo de que a) el
sitio de accion del antifingico es intracelular por lo
que primero debera internalizarse a través de algiin
mecanismo de transporte, posiblemente activo y b)
que el componente activo sea un compuesto deriva-
do del procesamiento metabolico de algiin compo-
nente de los extractos. En ambos casos el transporte
a través de la envoltura celular parece ser la etapa
limitante ya que, una vez alcanzada la concentra-
cion critica del antifiingico, su impacto se expresa
en reducir la velocidad decrecimiento (Figura 3).

El valor méaximo de inhibicién, expresada en la
mezcla de los extractos de clavo y ajo en el Trata-
miento 8 (Figura 2) muestra una posible sinergia
entre los componentes de ambos extractos ya que
en los Tratamientos con solo ajo (Tratamientos 5, 9
y 13) o clavo (Tratamientos 2, 3 y 4), en sus distin-
tas concentraciones, la actividad inhibitoria prome-
dio fue de 27.2% y 24.2% respectivamente. De tal
situacion se puede desprender que los componentes
de ambos extractos actuan de forma independiente,
lo que habra de demostrar posteriormente.

Independientemente de lo anterior, la inhibicién
maxima del desarrollo de la colonia de M. fijiensis,
ejercida por la mezcla ajo-clavo (Tratamiento 8),
encontrada en este trabajo fue cuatro veces mayor
a lo reportado por Gutiérrez-Jiménez et al. (2017)
quienes utilizaron placas de Petri con ADP adicio-
nadas con 50, 100, 500, 1000 y 5000 ppm de aceite
esencial de clavo y fue de 2.7 a 1.8 veces mayor a
lo reportado por Sharanamma (2012) quien utilizd
placas de Petri con ADP adicionado con 5%, 10%

y 15% de extracto acuoso de ajo (1 gajo‘mlmo'l).
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as the garlic extract concentration increases, one
of its components takes the place of the one that
has antifungal activity. Therefore, when the extract
is diluted (lower concentration), the competitive
component of the antifungal is not able to occupy
all the “active sites;” as a result, the inhibition of the
development of the M. fijiensis colony was lower.
The results of the final phase (data not shown)
support what we previously proposed, because
when the garlic extract concentration was reduced
to 100 mg-ml™, the antifungal activity increased. In
the future, it will be necessary to determine which
competitive component (or components) is/are
involved and where the action takes place (site(s)).

As for the antifungal activity of the clove extract
(Figure 1), it was typical of molecules whose
activity increases as their concentration increases.
However, it had a maximum value (Figure 4), and,
again, this may suggest that it contains an active
fungicidal component and that the carrier system
has a limited concentration in the M. fijiensis cell
envelope.

The fact that no significant differences in the
area of M. fijiensis growth were found during the
first two weeks of treatment (Table 2) may indicate
that a) the action site of the antifungal treatment
1s intracellular, which means that first it has to be
introduced through a transportation mechanism,
possibly an active one, and b) the active component
is a compound derived from the metabolic process
of one of the extract components. In both cases,
transportation through the cell envelope seems
to be the limiting stage because, once the critical
concentration of the antifungal is reached, its
impact is expressed as a reduction of growth rate
(Figure 3).

The maximum inhibition value expressed when
using a mixture of clove and garlic extracts in
Treatment 8 (Figure 2) shows a potential synergy
between the components of both extracts, since in
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Por otro lado, la inhibicidon maxima esta dentro
del rango reportado para extractos de ajo emplea-
dos en el control de diversos hongos fitopatdégenos
como, por ejemplo, Colletotrichum sp (Garcia,
2011; Landero et al., 2013; Sundaramoorthy et al.,
2014; Cruz et al., 2013; Hernandez et al., 2007),
Rhizoctonia sp. (Chavez y Aquino, 2012), Fusa-
rium sp. (Taskeen-Un-Nisa et al., 2011; Chavez y
Aquino, 2012), Sclerotium sp. (Chavez y Aquino,
2012), Botrytis sp (Daniel et al., 2015; Sesan et
al., 2015), Alternaria sp (Nashwa y Abo-Elyousr,
2012), Aspergillus (Tijjani et al., 2014), Penici-
llium (Ikeura et al., 2011) o para extractos de clavo:
Colletotrichum sp (Radwan et al., 2014).

CONCLUSIONES

Conforme en el medio de cultivo ADP se incre-
menta la concentracion de extracto alcoholico de
ajo menor es la inhibicion del desarrollo de la colo-
nia de M. fijiensis.

A mayor concentracion de extracto alcohdlico
de clavo en el medio ADP la inhibicion del desarro-
llo de la colonia de M. fijiensis fue mayor.

La mezcla de los extractos alcoholicos de ajo y
clavo tienen un efecto sinérgico positivo para inhi-
bir el desarrollo de la colonia de M. fijiensis.

En el medio de cultivo ADP adicionado con 150
mg-ml'de extracto alcohodlico de ajo y 36 mg-ml'1
de extracto alcohdlico de clavo, se redujo en 39.6%
el desarrollo de la colonia de M. fijiensis, lo que
puede ser una alternativa para el control, en campo,
de dicho fitopatogeno.
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Resumen. Se evalu6 un extracto de ajo (EA) para
inducir la defensa de plantas de tomate contra Fu-
sarium oxysporum radicis-lycopersici (Forl), me-
diante el incremento de la concentracion endégena
de acido salicilico (AS) y acido jasmonico (AJ). La
aspersion de 1 y 2 % del EA sobre plantas intencio-
nalmente infectadas con 1x107 esporas mL"' de Forl,
redujeron en 73.53% la severidad de la enfermedad
producida por Forl respecto al control infectado. La
altura fue similar (p<0.05) en plantas tratadas con
EA y no-tratadas. La acumulacion de AS en plantas
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Abstract. A garlic extract (EA) was evaluated
to induce the defense of tomato plants against
Fusarium oxysporum radicis-lycopersici (Forl),
by increasing the endogenous concentration
of salicylic acid (AS) and jasmonic acid (AJ).
Spraying 1 and 2% of EA on plants intentionally
infected with 1x107 spores.mL"! of Forl reduced
in 73.53% the severity of the disease produced by
Forl with respect to the infected control. The height
was similar (p<0.05) in plants treated with EA and
untreated. The accumulation of AS in plants spayed
with 1 and 2% of EA presented two significant
increases (p<0.05), in the second and fifth weeks
after spraying, with higher concentrations than
the infected and non-infected controls in 11 and 6
times for the first and 2.7 times and 3.8 times for the
second, respectively. The AJ was induced from the
first week after the treatments, increasing 2.5 and
1.8 times more than the infected and non-infected
controls, maintaining those values throughout the
evaluation. The results show that the EA reduced
the development of the disease caused by Forl
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asperjadas con 1 y 2% de EA, presentaron dos in-
crementos significativos (p<0.05), en la segunda y
quinta semana después de las aspersiones, con con-
centraciones mayores que los controles infectado y
no-infectado en 11 y 6 veces para el primero y en
2.7 y 3.8 veces para el segundo, respectivamente.
El AJ se indujo desde la primera semana después
de los tratamientos, incrementando 2.5 y 1.8 veces
mas que los controles infectado y no-infectado,
manteniendo esos valores durante toda la evalua-
cion. Los resultados muestran que el EA redujo el
desarrollo de la enfermedad provocada por Forl a
plantas de tomate mediado por un incremento en la
concentracion endogena de AS y Al

Palabras clave: SAR, severidad, acido salicilico,
acido jasmonico.

El ataque de fitopatdogenos es uno de los aspec-
tos mas preocupante en el cultivo de tomate (So-
lanum lycopersicum), tanto cuando se cultiva a
cielo abierto o en sistema protegido bajo malla o
invernadero. Entre las enfermedades de mayor im-
portancia, se encuentra la pudricion de la corona
(PCT) causada por el hongo saprofito Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Forl), llegan-
do a reducir los rendimientos de cosecha hasta un
50% (Apodaca et al., 2004). El patogeno puede so-
brevivir en el suelo por largos periodos de tiempo,
infectando las plantas, a través de heridas en la raiz
o durante la formacion de nuevas raices (Szczechu-
ra et al., 2013). Una buena estrategia de control de
la enfermedad, es el uso de variedades resistentes y
el uso de injertos (Carrillo-Fasio ef al., 2003). Sin
embargo, el control de esta enfermedad depende
principalmente del control quimico (McGovern,
2015), existiendo reportes que después que el hon-
go penetra al tejido vegetal, el control quimico re-
sulta sin efecto (Apodaca et al., 2002). Un método
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to tomato plants mediated by an increase in the
endogenous concentration of AS and AJ.

Key words: SAR, severity, salicylic acid, jasmonic
acid.

Phytopathogenattackisoneofthemostdisturbing
aspects of tomato
production, either when grown in an open field, a
greenhouse or a mesh-protected system. Among
the most important tomato diseases is crown rot
(TCR) caused by the saprophyte fungus Fusarium

(Solanum  lycopersicum)

oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Forl), which
reduces harvested yields up to 50% (Apodaca et al.,
2004). The pathogen can survive in the soil for long
periods of time and infects plants through cuts in the
roots or when new roots are forming (Szczechura
et al., 2013). A good strategy for controlling the
disease is to use resistant varieties and grafting
(Carrillo-Fasio et al., 2003). However, this disease
is controlled mainly by chemical fungicides
(McGovern, 2015), but it has been reported
that once the fungus penetrates the plant tissue,
chemical control becomes ineffective (Apodaca et
al., 2002). A method that could potentially reduce
Forl disease severity is to induce plant resistance
to the pathogen (Ojha and Chatterjee, 2012). It has
been reported that plants that are susceptible to
pathogens, and that, after being treated with biotic
and abiotic agents that affect the host’s physiology,
quickly and coordinatedly activate their defense
system (El-Kallal, 2007; Arzoo et al., 2012). Plant
extracts or their components have been reported to
be defense inducers in different crops (Baysal et al.,
2002; Zaker and Mosallanejad, 2010; Arzoo et al.,
2012). Of particular interest are extracts that can
induce salicylic acid (SA) and jasmonic acid (JA),
which are signal molecules that have an important
role in regulating the signaling network involved in
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con potencial para reducir la severidad de la enfer-
medad causada por Forl, es la induccion de resis-
tencia de la planta al patogeno (Ojha y Chatterjee,
2012). Existen reportes de plantas que presentan
susceptibilidad a patdgenos, las cuales, después
de aplicar agentes bidticos y abidticos que afectan
la fisiologia del hospedero, inducen a una rapida y
coordinada activacion del sistema de defensa (EI-
Kallal, 2007; Arzoo et al., 2012). Los extractos de
plantas o sus componentes, han sido reportados
como inductores de defensa en distintos cultivos
(Baysal et al., 2002; Zaker y Mosallanejad, 2010;
Arzoo et al., 2012). Particularmente interesante,
son los extractos capaces de inducir al acido salici-
lico (AS) y acido jasmonico (AJ), moléculas sefial
que tienen una funcion importante en regular la red
de senalizacién implicada en inducir las respuestas
de defensa de la planta contra patogenos (Ryan y
Moura 2002; Van Loon et al., 2006). La defensa
de la planta es mas efectiva cuando la resistencia
adquirida es sistémica, ya que resulta eficiente
contra un amplio espectro de patogenos (Gozzo y
Faoro, 2013). La resistencia sistémica adquirida,
implica el incremento de sefiales moviles como el
AS y el AJ, compuestos que estan involucrados en
la expresion de genes que activan los mecanismos
de defensas en los tejidos alejados al sitio donde
inicio el ataque, extendiendo la defensa hacia las
partes no infectadas de la planta (Ojha y Chatterjee,
2012). Por lo tanto, inducir la defensa de la planta,
la predispone a resistir efectivamente ataques de
otros fitopatdogenos (Kachroo y Robin, 2013). En
este contexto, la induccion de resistencia es una
técnica no convencional de control de patogenos,
donde el agente inductor de la resistencia, puede
no tener efecto directo sobre el patdgeno (Arzoo et
al.,2012). Para este estudio se aplico un extracto de
ajo a plantas de tomate para inducir la resistencia
contra Forl, cuantificando la acumulacion de AS y
AJ como parametros bioquimicos y la severidad de
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inducing plant defense responses against pathogens
(Ryan and Moura 2002; Van Loon et al., 2006). A
plant’s defense is more effective when the acquired
resistance is systemic, because it is effective against
awide range of pathogens (Gozzo and Faoro, 2013).
Systemic acquired resistance implies an increase in
mobile signals, such as SA and JA, two compounds
that are involved in the expression of genes that
activate defense mechanisms in plant tissues far
away from where the pathogen attack began and
that extend the defense to non-infected plant parts
as well (Ojha and Chatterjee, 2012). Therefore,
induced defense helps plants to effectively resist
attacks from other pathogens (Kachroo and Robin,
2013). In this case, resistance induction is a non-
conventional pathogen control technique where the
resistance-inducing agent may not have a direct
effect on the pathogen (Arzoo et al., 2012). In
this research, garlic extract was applied to tomato
plants in order to induce resistance against Forl by
quantifying SA and JA accumulation as biochemical
parameters, and disease severity, plant height and
chlorophyll content as resistance parameters.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

We used 21-day old seedlings of tomato
(Solanum lycopersicum) var. Tiny tim cherry,
which were propagated from certified seed in a
commercial greenhouse. The seedlings were taken
to a growth chamber and kept at a temperature of
25 °C, under a 16 h light/8 h darkness (100 umol
m? s' of luminous intensity) photoperiod
and 80% relative humidity. When the seedlings
reached 28 days after germination, a 2% rooting
stimulator (Magic root) was applied; 45 days after

germination, the seedlings were inoculated with
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la enfermedad, altura de la planta y el contenido de
clorofila como parametro de resistencia.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se utilizaron plantulas de tomate (Solanum
lycopersicum) var. Tiny tim cherry de 21 dia de
crecimiento, las cuales fueron propagadas a partir
de semillas certificadas en un invernadero comer-
cial. Las plantulas se trasladaron a una camara de
crecimiento a temperatura de 25 °C, fotoperiodo de
16 h luz/ 8 h oscuridad (100 umol m? s™! de intensi-
dad luminica) y 80% de humedad relativa. Cuando
las plantulas completaron 28 dias después de ger-
minacion, se aplico un enraizador (Magic root) al
2%. Al completar 45 dias después de germinacion,
las plantulas fueron inoculas con Forl e inmediata-
mente trasplantaron a bolsas de 3 kg, conteniendo
sustrato preparado (Nutrigarden). Después de que
las plantulas fueron trasplantadas, se procedié a de-
signar y aplicar aleatoriamente los tratamientos a
cada grupo de plantas.

Extracto de ajo (EA).

El extracto se prepard a partir de 10 g de dientes
de ajo fresco (var. Rio sonora), se licué con 14 mL
de agua destilada durante 1 min a temperatura am-
biente. El homogenado se centrifugéd por 20 minu-
tos a 15 000 x g a 4 °C, se adicionaron 6 mL de
etanol al sobrenadante y se centrifugd nuevamente
a 8000 x g por 20 min a 4 °C (Jansen et al., 1987).
El sobrenadante represento el extracto de ajo.

Obtencion de esporas de Forl

La cepa de Fusarium oxysporum f. sp. radi-
cis-lycopersici fue identificada molecularmente
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Forl and immediately transplanted to 3-kg bags
containing prepared substrate (Nutrigarden). After
the seedlings were transplanted, treatments were
assigned and randomly applied to each group of
plants.

Garlic extract (EA).

The extract was prepared using 10 g of fresh
garlic cloves (var. Rio Sonora) that were blended
in 14 mL of distilled water for 1 min at room
temperature. The mixture was centrifuged at
15000 x g at 4 °C for 20 min, then 6 mL of ethanol
were added to the supernatant and the mixture was
centrifuged again at 8000 x g at 4 °C for 20 min
(Jansen et al., 1987). The supernatant represented
the garlic extract.

Obtaining Forl spores

The Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici strain was molecularly identified using
the ITS1-5.8S ADNr-ITS2 sequencing technique
and/or D1/D2 domains of the 28S ADNr gene
at the Genomic Biotechnology Center of the
Instituto Politécnico Nacional (Access number:
90436915:D0452455.1 in the NCBI database). The
Forl strain was donated by the Plant Biotechnology
Laboratory of ITSON Centro’s CIBAA. It was
grown in an agar-potato-dextrose (PDA) culture
medium and incubated at 28 °C for 7 days. It was
re-cultivated by taking a small piece of mycelium
and inoculating it in fresh PDA at 28 °C for 7 days,
or until the fungus produced enough spores to
prepare a solution of 1x107 spores/mL. The spore
suspension was prepared by adding 5 mL of distilled
water containing 0.01% of 0.02% Tween 80 on
the surface of the dish containing the fungus; then
the surface was scraped using a glass rod, and the
liquid containing fungus spores was collected and
filtered through gauze to remove the mycelium; the
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empleando la técnica de secuenciacién de ITSI1-
5.8S ADNTr-ITS2 y/o dominios D1/D2 del 28S
ADNr en el Centro de Biotecnologia Genomi-
ca del Instituto Politécnico Nacional (Num. de
acces0:90436915:D0452455.1 en base NCBI).La
cepa de Forl fue donada para este estudio por el
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del CIBAA
en ITSON centro. Para su crecimiento se utilizd
como medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA)
y se mantuvo a 28 °C por 7 dias en incubadora.
Se resembro tomando un pequefio pedazo de mi-
celio e inoculandolo sobre PDA fresco a 28 °C por
7 dias o hasta que el hongo alcanz6 una esporula-
cion suficiente para preparar una solucion de 1x107
esporas/mL. La suspension de esporas se prepard
adicionando 5 mL de agua destilada conteniendo
0.01% de Tween 80 al 0.02% sobre la superficie de
la placa con el hongo, se rasp6 con una varilla de
vidrio, el liquido conteniendo las esporas del hongo
se colecto y filtro sobre gaza para eliminar micelio
y el filtrado fue centrifugado a 5000 x g. Las espo-
ras colectadas fueron re-suspendidas en agua esté-
ril hasta lograr una concentracion de 1x107 esporas/
mL cuantificadas con un cdmara de Neubauer.

Inoculacion de pliantulas de tomate con Forl

Las plantulas de tomate de 45 dias después de
germinadas, se extrajeron del semillero, se lavaron
suavemente las raices para eliminar el sustrato. En
las raices adventicias, se hicieron pequenas heridas
con un bisturi previamente esterilizado, inmediata-
mente, se sumergieron durante 30 minutos en una
solucion inoculante (1X107 esporas/mL) de Forl.
Posteriormente se realizé el trasplante, como se
describi6 en parrafo anterior.

Tratamientos aplicados para la induccion de re-
sistencia en plantas de tomate

Se prepararon grupos de 10 plantulas por tra-
tamiento con tres repeticiones. Se evaluaron seis
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filtrate was centrifuged at 5000 x g. The collected
spores were re-suspended in sterilized water until
reaching a concentration of 1x10” spores/mL,
quantified with a Neubauer chamber.

Tomato seedlings inoculated with Forl.

Forty-five days after germination, the tomato
seedlings were taken from the seedbed and their
roots were gently washed to remove the substrate.
Using a previously sterilized scalpel, small cuts
were made on the adventitious roots, which were
immediately submerged in a Forl inoculating
solution (1X107 spores/mL) for 30 min. The
seedlings were then transplanted as described in the
previous paragraph.

Treatments to induce resistance in tomato plants

Groups of 10 seedlings per treatment with three
replications were formed. Six treatments were
evaluated, as shown in Table 1. The first three
treatments were used as controls. Seedlings were
inoculated with Forl (1x107 spores mL"') before
transplanting. In treatments with EA, the extract
was sprayed on the leaves 7 and 14 days after
inoculation with Forl and transplanting.

Evaluation of disease severity

To evaluate the response of the tomato plants
to the pathogen, we used a hedonic scale proposed
by Apodaca et al. (2004) and Clavijo-Castro
(2014). Plants were classified after the fifth true
leaf emerged, and each plant was evaluated
using a scale of 1-5 (Table 2), according to
disease intensity. To quantify disease severity, the
parameters chlorophyll index (UC) and height (cm)
were evaluated every 7 days after the treatment
was applied for 49 days. Chlorophyll content was
measured with a SPAD 502 meter (Minolta), a
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tratamientos que se muestran en el Cuadro 1. Los
primeros tres tratamientos fueron usados como
controles. La inoculacion se realizé con Forl (1x107
esporas mL™') previo al trasplante. La aplicacion
de los tratamientos del EA, se llevé a cabo por as-
persion al follaje a los 7 y 14 dias después de la
inoculacion con Forl y trasplante.

Evaluacion de la severidad de la enfermedad.

Para evaluar la respuesta de las plantas de toma-
te al patdgeno, se utilizo una escala hedonica pro-
puesta por Apodaca et al. (2004) y Clavijo-Castro
(2014). La clasificacion de las plantas se realizo
posterior a la aparicion de la 5a hoja verdadera, se
evaluo cada planta en una escala del 1 al 5 (Cuadro
2) segun la intensidad de la enfermedad. Para cuan-
tificar la severidad de la enfermedad, se evaluaron
en las plantas los parametros: indice de clorofila
(UC) y altura (cm) cada 7 dias después de la aplica-
cion del tratamiento durante 49 dias. El contenido
de clorofila, se midié6 empleando el equipo SPAD
502 (Minolta). El equipo mide la absorcion en
longitudes de onda de 650 y 940 nm para estimar
niveles de la clorofila. La medicion se realizo en
la tercera hoja por triplicado para obtener el indice
de clorofila. La altura de la planta se midi6 con un
flexémetro desde la base del tallo hasta el apice de
la planta.

La severidad se calculd utilizando la formula
propuesta por Towsend y Heuberguer (1943) (1).

Severidad= (Znv/ 5N) x 100 (1)
Donde:

S= Severidad

n= Plantas por categoria

v= Valor de la categoria
N= Plantas por unidad experimental
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Cuadro 1. Tratamientos utilizados para inducir resistencia
en plantas de tomate infectadas con Forl.
Table 1. Treatments used to induce resistance in tomatoes
plants infected with Forl.

Tratamiento Plantas

Testigo absoluto

Raices heridas

Raices heridas e inoculadas con Forl

Raices heridas e inoculadas con Forl + EA 0.5%
Raices heridas e inoculadas con Forl + EA 1%
Raices heridas e inoculadas con Forl + EA 2%

AN N AW N~

device that measures absorption in 650 and 940
nm wave lengths to estimate chlorophyll levels.
Measurements were made in triplicate on the third
leaf to obtain the chlorophyll index. Plant height
was measured from the base of the stem to the tip
using a flexometer.

The severity was calculated by applying the
formula proposed by Towsend and Heuberguer
(1943) (1).

Severity= (Xnv/ 5N) x 100 (1)
Where:

S= Severity

n= Plants per category

v= Value of the category

N= Plants per experimental unit

Quantification of salicylic acid and jasmonic
acid

The content of SA and JA was determined
on leaves before and after transplanting, both on
treated and non-treated plants, every 7 days for
49 days. The leaves were cut from the plants,
wrapped in aluminum foil, immediately frozen
in liquid nitrogen and stored at —80 °C until they
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Cuadro 2. Escala heddnica para evaluar la severidad de la enfermedad producida por Forl en plantas

de tomate.

Table 2. Hedonic scale used to evaluate disease severity caused by Forl in tomato plants.

Clase Intensidad de la enfermedad
0  Sin sintomas visibles a la enfermedad
1 Puntos necrdticos en hipocotilo
2 Hojas marchitas, oscurecimiento en la base del hipocotilo o disminucién en el crecimiento de la planta
3 Marchitez, lesion necréticas 1-5 cm y disminucion en el crecimiento de la planta
4 Lesion necroética 6-10 cm, defoliacion y disminucion en el crecimiento.
5 Muerte de la planta

Cuantificaciéon de acido salicilico y 4cido jasmé-
nico

El contenido de AS y AJ se determino en ho-
jas, antes y después del trasplante, tanto en plan-
tas tratadas y en las no tratadas, evaluando cada 7
dias, durante 49 dias. Las hojas se cortaron de la
planta y fueron envueltas en papel aluminio, inme-
diatamente fueron congeladas en nitrogeno liquido
y almacenadas a —80 °C hasta su analisis. Para la
cuantificacion de los metabolitos se siguid la meto-
dologia propuesta por Guzman-Téllez ef al. (2014)
y Arbona y Gémez-Cardenas (2008). Se parti6 de 1
g de hojas que se colocaron en tubos (30 mL), se les
agregaron 10 mL de agua des-ionizada. Posterior-
mente se homogeneizé con Ultra-Turrax. Los tu-
bos se centrifugaron (Galaxy 7D centrifuga, VWR,
USA) a 4000 g durante 45 min a 4 °C. Se colecto el
sobrenadante y se ajustd a un pH de 3.0, con acido
acético al 15%. Se prepararon dos muestras de 3 ml
c/u del sobrenadante pH 3 y se agregaron 2 mL de
éter etilico a cada tubo. Se agito y la fase organica
se recuperd y se llevd a sequedad bajo chorro de
nitrogeno gaseoso. El residuo seco resultante se re-
suspendio con 500 uL de la fase movil A/B (50/50)
preparada para la determinacion en HPLC. Des-
pués se filtré utilizando un filtro de PTFE de 0.45
um (Pall Gelman Acrodisc filtros). El filtrado se
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were analyzed. To quantify metabolites, we used
the methodology proposed by Guzman-T¢llez et al.
(2014) and Arbona and Goémez-Cardenas (2008).
We started by cutting 1 g of leaves and placing
them in tubes (30 mL) to which 10 mL of deionized
water were added. This was homogenized with an
Ultra-Turrax dispersing machine. The tubes were
centrifuged (Galaxy 7D Centrifuge, VWR, USA)
at 4000 g for 45 min at 4 °C. The supernatant was
collected, and its pH adjusted to 3.0 with 15% acetic
acid. Two 3-ml samples of the pH 3 supernatant
were prepared, and 2 mL of ethyl ether were added
to each tube. The tubes were shaken to recover the
organic phase, which was then dried under a stream
of gaseous nitrogen. The dry residue obtained was
re-suspended in 500 pL of the A/B (50/50) mobile
phase that was prepared for determination in high
performance liquid chromatography (HPLC).
It was then filtered using a 0.45 um PTFE filter
(Pall Gelman Acrodisc filters). The filtrate was
used to determine SA and JA content with a liquid
chromatography system (Agilent Technologies
Model 1260 Infinity) controlled by the OpenLab
ChemStation software (Agilent Technologies).
The equipment consists of a quaternary pump, a
diode-array detector and a 77251 Rehodyne manual
injector; we used a 250 x 4.6 mm C18 column
(Phenomenex Luna) of 5 um particle. The mobile
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utilizd para la determinacion del acido salicilico y
del acido jasmonico, utilizando un cromatdgrafo de
liquidos (Agilent Tecnologies modelo 1260 infini-
ty), controlado por el programa OpenLab ChemS-
tation (Agilent Tecnologies). El equipo consta de
una bomba cuaternaria, un detector de arreglo de
diodos y un inyector manual Rheodyne 7725i, la
columna utilizada fue C18 (Phenomenex Luna) de
250 x 4.6 mm de 5 pm de particula. La fase movil
consistio de una fase A compuesta de 94.9% H.,O,
0.1% HCOOH (acido formico) y 5% CH,CN (ace-
tonitrilo) y una fase B de 5% H,0, 94.9% CH,CN
y 0.1% HCOOH, en una proporcion 60 (A):40 (B),
la cual se trabajo de manera isocratica a 1 mL por
minuto durante 20 min a temperatura ambiente. La
longitud de onda de deteccion fue 303 nm para los
dos compuestos. Se utilizaron compuestos puros de
acido salicilico y acido jasmonico (Sigma Aldrich)
para realizar curvas de calibracion, determinar los
tiempos de retencion de cada compuesto y calcular
la concentracion. Los rangos de las curvas de cali-
bracion fueron: para AS, 0.02-0.1 pg g' y de 0.1-
1.0 ug g, paraAJ, 0.05-0.1 pgg'y0.1-1.0 ug g

Diseiio experimental y analisis de datos

Se aplico un disefio experimental completamen-
te al azar con 6 tratamientos y tres repeticiones. El
experimento se repitid dos veces para su validacion.
Los datos se analizaron con ANOVA (de una via)
en el paquete estadistico NCSS (Number Cruncher
Statistical System, Kaysville, Utah) version 2007.
Los datos de las 7 semanas de indice de clorofila,
altura, severidad y la concentracion de acido sali-
cilico y acido jasmonico fueron las variables res-
puestas. Se realizé una comparacion de medias por
el método de Tukey-Kramer con un nivel de proba-
bilidad de p<0.05. El indice de clorofila y altura, se
analizaron mediante estadistica descriptiva.
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phase consisted of an A phase containing 94.9%
H,0, 0.1% HCOOH (formic acid) and 5% CH,CN
(acetonitrile) and a B phase containing 5% H.,O,
94.9% CH,CN and 0.1% HCOOH, at a 60 (A):40
(B) ratio, for which we used an isocratic method at
I mL per min during 20 min at room temperature.
The detection wave length used for both compounds
was 303 nm. Pure salicylic acid and jasmonic acid
compounds were used to determine the calibration
curves (Sigma Aldrich), the retention time of each
compound and calculate the concentration. The
calibration curves ranged as follows: 0.02-0.1 ug
g'and 0.1-1.0 pg g for AS, and 0.05-0.1 pg g
and 0.1-1.0 ug g'! for AJ.

Experimental design and data analysis

We used a completely randomized design with
6 treatments and three replications. The experiment
was conducted twice for validation. Data were
analyzed using ANOVA (one-way) and NCSS
statistical software version 2007 (Number Cruncher
Statistical System, Kaysville, Utah). Seven-week
data on the chlorophyll index, height, severity, and
salicylic and jasmonic acid concentration were
variable responses. The means were compared
using the Tukey-Kramer method at a p<0.05
probability level. The chlorophyll index and height
were analyzed using descriptive statistics.

RESULTS AND DISCUSSION
Chlorophyll content in tomato plants

The chlorophyll content in all tomato plants
a week after transplanting was between 41 and

44 UC (Figure 1). These values are within the
range (41.3-56.11 UC) reported for tomato plants
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RESULTADOS y DISCUSION
Contenido de clorofila en plantas de tomate.

El contenido de clorofila en las plantas de toma-
te después de una semana del trasplante fue entre
41-44 UC para todas las plantas (Figura 1). Estos
valores se encuentran en el rango (41.3-56.11 UC)
reportado para plantas de tomate medidos en con-
diciones similares a las nuestras (Mendoza ef al.,
1998; Penuelas-Rubio et al., 2017). El contenido
de clorofila presentd una disminucion a partir de la
tercera semana después del trasplante en las plan-
tas testigo absoluto y control con raices heridas,
comportamiento asociado a la demanda de nitroge-
no durante el rapido crecimiento vegetativo de las

that were measured under conditions similar to
ours (Mendoza et al., 1998; Pefiuclas-Rubio et
al., 2017). The chlorophyll content in plants used
as absolute controls and controls with roots with
cuts on them decreased starting on the third week
after transplanting, a fact that is associated with
the plants’ demand for nitrogen during their rapid
vegetative growth (Nurzyeki, 2013). However,
the control plants that had roots with cuts and that
had been inoculated with Forl showed a significant
decrease in UC beginning the second week after
transplanting, with significantly lower chlorophyll
values (p<0.05) than the other two control groups
(Figure 1). The decrease in UC could be due to the
presence of Forl, as reported by Mendoza et al.
(1998) and Hiderman et al. (1992).
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Figura 1. Contenido de clorofila en plantas de tomate inoculadas y no-inoculadas con Forl, y tratadas con diferentes con-
centraciones de extracto de ajo. Los valores son la media de tres repeticiones de 10 plantas cada una. Las barras
verticales representan la desviacion estandar (n=3). Letras diferentes significa diferencia significativa entre trata-
mientos de acuerdo con Tukey-Kramer para p<0.05. El experimento se repitio dos veces.

Figure 1.

Chlorophyll content in tomato plants non-inoculated and inoculated with Forl and treated with different concen-

trations of garlic extract. The values are the means of three repetitions of 10 plants each. The vertical bars repre-
sent the standard deviation (n=3). Different letters indicate a significant difference between treatments, according
to the Tukey-Kramer method at a p<0.05 probability level. The experiment was conducted twice.
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plantas (Nurzyeki, 2013). Sin embargo, las plantas
control con raices heridas e inoculas con Forl, pre-
sentaron una disminucion significativa en las UC, a
partir de la segunda semana después del trasplante,
con valores de clorofila significativamente meno-
res (p<0.05) que los otros dos grupos de controles
(Figura 1). Pudiendo atribuirse esta disminucion en
las UC, a la presencia de Forl, como lo reportaron
Mendoza et al. (1998) y Hiderman et al. (1992).
Las plantas tratadas con EA, lograron incre-
mentar las UC. Especificamente, las plantas que
recibieron los tratamientos de 1 y 2% de EA, incre-
mentaron significativamente (p<0.05) los valores
de UC, logrando en las dos tltimas semanas de la
evaluacion, alcanzar los valores del testigo absolu-
to, que presentd un valor de clorofila de 41.3 UC,
y las plantas con EA 1y 2% con valores de 41.5 y
40.5 UC, respectivamente. Massacci et al. (2008)
report6 que las plantas infectadas con F. oxysporum
no logran llevar a cabo procesos fotosintéticos, re-
duciendo la tasa de asimilacion fotosintética. Co-
incidiendo con los datos obtenidos en esta evalua-
cion, donde los menores valores de clorofila (24.9
UC) se presentaron en el grupo de plantas control
con raices heridas e inoculadas que no recibieron
tratamiento de EA, y no lograron recuperar los va-
lores de clorofila, como lo hicieron las plantas que
recibieron los tratamientos con EA. Las UC es una
medida indirecta de la cantidad de N en la planta
(Vazquez et al., 2012), por lo que se asume que, las
plantas tratadas con el EA, mantuvieron un buen
desarrollo, aun cuando fueron infectadas con Forl.

Altura de las plantas de tomate

Los resultados de las mediciones de la altura de
las plantas de tomate se muestran en la Figura 2. Se
puede observar que las tres primeras semanas des-
pués de la inoculacidn y trasplante, todas las plan-
tas crecieron sin mostrar diferencias significativas
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Plants treated with EA were able to increase
the UC. Specifically, plants treated with 1 and 2%
of EA had significantly increased values of UC
(p=0.05), so during the last two weeks of evaluation
they were able to reach the values of the absolute
control, whose chlorophyll value was of 41.3
UC, and plants treated with 1 and 2% of EA with
values of 41.5 and 40.5 UC, respectively. Massacci
et al. (2008) reported that in plants infected with
F. oxysporum, photosynthetic processes do not
take place, and this decreases the photosynthetic
assimilation rate. These results are in agreement
with data obtained in this evaluation, where the
lowest chlorophyll values (24.9 UC) were observed
in the group of control plants that had roots with
cuts and that had been inoculated but not treated
with EA so that they were not able to recover the
chlorophyll values as the plants treated with EA
did. UC is an indirect measure of the amount of N
in a plant (Vazquez et al., 2012), so it is assumed
that plants treated with EA developed well even
when they were infected with Forl.

Height of the tomato plants

The results of measuring the height of the
tomato plants are shown in Figure 2. During the
first three weeks after inoculation and transplanting,
all the plants grew and there were no significant
differences between the plants non-treated and
treated with EA (p<0.05). After the fourth week,
there were marked differences in growth within the
groups of plants; for example, plants treated with 1
and 2% EA grew the most, and plants treated with
2% EA reached 67.8 cm, while plants treated with
1% EA reached 62.2 cm; these values were similar
(p=<0.05) to the value of the absolute control: 61.9 cm.
Plants treated with 0.5% EA reached an average
height of 53.5 cm, which is higher than the 34.9 cm
reached by the control with cut + inoculated roots.
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entre las plantas tratadas con EA y las no tratadas
(p<0.05). Después de la cuarta semana, los grupos
de plantas, marcaron las diferencias en el creci-
miento, siendo las plantas que recibieron el trata-
miento con el EA en concentraciones de 1y 2%, las
que presentaron el mayor crecimiento, alcanzando
los valores de 67.8 cm para las plantas tratadas con
EA al 2%, 62.2 cm las plantas con EA al 1%, va-
lores similares (p<0.05) al 61.9 cm al que presentd
el grupo de testigo absoluto. Las plantas tratadas
con EA al 0.5%, alcanzaron una altura promedio
de 53.5 cm, valor superior al 34.9 cm, que presen-
t6 el control de raices heridas + inoculadas, ambos
grupos presentan valores estadisticamente menores
(p<0.05) que los de los tratamientos con 1y 2% de
EA (Figura 2). La disminucion en el crecimiento,

Both groups showed values that are statistically
lower (p<0.05) than the values of treatments with
1 and 2% of EA (Figure 2). Growth decrease is a
characteristic symptom of plants infected by Forl
(Apodaca et al., 2004; Penuelas-Rubio et al., 2017),
due to the proliferation of the pathogen in the
plant’s vascular bundles, which means the spores
are disseminated towards the apex in the xylem
flow (Hadian et al., 2011). This is in agreement
with the results observed in control plants with
cuts in the roots + Forl inoculation that were not
treated with EA; the disease established itself and
was propagated intercellularly. The treatment with
0.5% EA induced the lowest level of resistance in
tomato plants because the group of plants sprayed
with EA were the lowest in height of the three EA
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Figura 2. Evaluacion de la altura de plantas de tomate inoculadas y no-inoculadas con Forl y tratadas con extracto de ajo
con diferentes concentraciones. Los valores son la media de tres repeticiones de 10 plantas cada una. Las barras
verticales representan la desviacion estindar (n=3). Letras diferentes significa diferencia significativa entre trata-
mientos de acuerdo con Tukey-Kramer para P<0.05. El experimento se repitio dos veces.

Figure 2. Evaluation of the height of tomato plants non-inoculated and inoculated with Forl and treated with different
concentrations of garlic extract. The values are the means of three repetitions with 10 plants each. The vertical
bars represent the standard deviation (n=3). Different letters indicate a significant difference between treatments,
according to the Tukey-Kramer method at a p<0.05 probability level. The experiment was conducted twice.

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2018

404



FuLLy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

es un sintoma caracteristico de plantas infectadas
por Forl (Apodaca et al., 2004; Pefiuelas-Rubio et
al., 2017), debido a la proliferacion del patdgeno en
los haces vasculares de la planta, diseminando las
esporas hacia el apice mediante el flujo del xilema
(Hadian et al., 2011). Concordando con los resul-
tados observados en las plantas control con heridas
en la raiz + inocularon con Forl, sin recibir trata-
miento con EA, estableciéndose la enfermedad y
propagandose intercelularmente. El tratamiento de
EA al 0.5%, indujo la menor resistencia a la planta
de tomate ya que el grupo de plantas que recibio
este tratamiento, presentd la menor altura de los
tres tratamientos de EA. El efecto del ajo como
promotor de crecimiento vegetativo y reproduc-
tivo en plantas infectadas con patdgenos, esta re-
portado por Fatema y Ahmad (2005), en plantas de
cacahuate infectadas con nematodos, y en plantas
de tomate infectada con Fol por Chohan y Perveen
(2015).En ambos casos las soluciones acuosas de
ajo mejoraron la respuesta en el crecimiento de la
planta y controlando al patdégeno. En este estudio
las concentraciones del EA de 1 y 2% mejoraron el
desarrollo de las plantas induciendo la resistencia
a Forl.

Severidad de la enfermedad de plantas de toma-
te infectadas con Forl

Los resultados de la evaluacion de la severidad
de la enfermedad provocada por Forl en las plan-
tas de tomate, se muestra en la Figura 3. Todas las
plantas inoculadas con Forl, presentaron en dife-
rentes grados, sintomas caracteristicos de la enfer-
medad, incluyendo, marchitez en las hojas y defo-
liacion, disminucion en el crecimiento y afectacio-
nes en el tallo como puntos y lesiones necréticas en
los haces vasculares. Como se esperaba, las plantas
testigo absoluto y las de raices heridas, no presen-
taron sintomas a la enfermedad ya que no fueron
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treatments. The effect of garlic as a promoter of
vegetative and reproductive growth in pathogen-
infected plants was reported by Fatema and Ahmad
(2005) in peanut plants infected by nematodes, and
by Chohan and Perveen (2015) in tomato plants
infected with Fol. In both cases, aqueous garlic
solutions improved the plant’s growth response
and were able to control the pathogen. In this study,
1 and 2% concentrations of EA improved plant
development and induced resistance to Forl.

Disease severity of tomato plants infected with
Forl

Results of the evaluation of disease severity
caused by Forl in tomato plants are shown in
Figure 3. All plants inoculated with Forl showed
characteristic symptoms of the disease at different
levels, including leaf wilt and defoliation, slow
growth and stem damage in the form of spots and
necrotic lesions on vascular bundles. As expected,
the absolute control and the plants with cut roots
did not develop disease symptoms because they
were not inoculated with the fungus (Figure 3).
The minimum value of disease severity was 26.4%
in the group of plants treated with 1 and 2% EA,
followed by 33.4% in plants treated with 0.5% EA.
The most affected plants were those in the control
group with cut roots + inoculation, which showed
visible symptoms starting the second week after
inoculation and 100% severity in the seventh week.
These results show the positive effect of applying
EA, because disease severity was reduced by 66 to
73% compared to the severity level in the control
plants (cut+inoculated), which means that the plants
treated developed fewer symptoms. The effect on
disease severity caused by Forl in tomato plants
treated with EA could be due to the accumulation
of metabolites such as SA and JA, which induce
defense mechanisms, as demonstrated by Shah
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Figura 3. Porcentaje de severidad de la enfermedad provocada por Forl en plantas de tomate inoculadas y no-inoculadas
con Forl y tratadas con diferentes concentraciones de extracto de ajo. Los valores son la media de tres repeticio-
nes de 10 plantas cada una. Letras diferentes significa diferencia significativa entre tratamientos de acuerdo con
Tukey-Kramer para P<0.05. El experimento se repitio dos veces.

Figure 3. Percentage of disease severity caused Forl in non-inoculated and inoculated tomato plants that were treated with
different concentrations of garlic extract. The values are the means of three replications of 10 plants each. Different
letters indicate a significant difference between treatments, according to the Tukey-Kramer method at a p<0.05
probability level. The experiment was conducted twice.

inoculadas con el hongo (Figura 3). El valor minimo
de severidad de la enfermedad fue del 26.4%, que
se presentd en el grupo de plantas que recibieron el
tratamiento con el EA al 1 y 2%, seguido del trata-
miento con EA 0.5% con 33.4%. Las plantas mas
afectadas fueron el grupo control de raices heridas
+ inoculadas, que mostraron sintomas visibles des-
de la segunda semana después de la inoculacion,
presentando una severidad del 100% en la séptima
semana. Estos resultados muestran el efecto positi-
vo de la aplicacion del EA, donde las plantas tra-
tadas presentaron una reduccion de dafios entre el
66y 73 %, comparado con la severidad presentada
por las plantas control (heridas + inoculadas), lo
que significa que los sintomas ocasionados por el
hongo disminuyeron en las plantas tratadas. Este
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and Zeier (2013) and El Oirdi et al. (2011), where
these metabolites induced the expression of genes
involved in plant defense under stress conditions.
Based on this result, we can conclude that the
exogenous application of EA acted as an activator
of systemic acquired resistance in tomato plants.

Quantification of salicylic acid (SA)

The results of SA quantification in tomato
plants are shown in Figure 4. There were variations
in the SA content beginning in the first week
of inoculation and basal levels of 0.10 pg g’ in
the absolute control plants, a value within the
range (0.10-10 pg g') reported for Solanaceae
(Rivas-San Vicente and Plasencia, 2011). In cut
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efecto en la reduccion de la severidad de la enfer-
medad provocada por Forl en plantas de tomate
tratadas con EA, podria atribuirse a la acumula-
cion de metabolitos como el AS y AJ que inducen
los mecanismos de defensa, como lo demostraron
Shah y Zeier (2013) y El Oirdi et al. (2011) donde,
estos metabolitos, indujeron la expresion de genes
involucrados en la defensa en condiciones de es-
trés. Basado en este resultado se puede inferir que
la aplicacion exogena del EA funciond como acti-
vador de la resistencia sistémica adquirida en las
plantas de tomate.

Cuantificacion de acido salicilico (AS)

Los resultados obtenidos en la cuantificacion
de AS en las plantas de tomate se muestran en la
Figura 4. Puede observarse que las variaciones en
el contenido de AS presentaron cambios desde la
semana de la inoculacion de las plantas, cuantifi-
cando niveles basales de 0.10 ug g en las plantas
testigo absoluto, valor dentro del rango (0.10-10 pg
g!) reportado para plantas Solanaceas (Rivas-San
Vicente y Plasencia, 2011). En las plantas heridas
e inoculadas se cuantificd una concentracion inicial
de 0.24 ug g, dos veces la concentracion del con-
trol absoluto. En las plantas inoculadas con Forl y
tratados con EA 1 y 2%, mostraron un incremento
significativo (p< 0.05) del contenido de AS en la
tercera semana después de la inoculacion. En las
plantas con EA al 2%, se cuantificaron valores 11 y
6 veces mas altos que los que se presentaron en los
controles para esa misma semana y en el tratamien-
to con EA al 1%, se cuantificaron 8 y 4.5 veces mas
los valores que sus respectivos controles. Después
de este incremento, los niveles de AS decrecieron
las semanas posteriores, volviendo a incrementarse
en la sexta semana (Figura 4). Las plantas control
(testigo absoluto y heridas + inoculadas), a partir
de la quinta semana mostraron un incremento en la
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and inoculated plants, an initial concentration of
0.24 pg g'was quantified, which was twice the
concentration in the absolute control. In plants
inoculated with Forl and treated with 1 and 2% of
EA, there was a significant increase (p< 0.05) in
the SA content in the third week after inoculation.
In plants treated with 2% EA, we found values that
were 11 and 6 times higher than the values of the
control treatments within the same week; for the
treatment with 1% EA, we found values 8 and 4.5
times higher than the values of their respective
controls. After that increase, SA levels decreased
in the following weeks but increased again in
the sixth week (Figure 4). As of the fifth week,
SA accumulation in the control plants (absolute
control and cut + inoculated plants) increased and
reached a maximum concentration of 0.78 y 0.82 ug
g, respectively. These increases in the control
treatments occurred two weeks after the increase
in the group of plants treated with 1 and 2% EA.
Increases in SA content were between 2 and 5 times
higher than the basal values reported in plants at
the onset of flowering, and in plants infected with
necrotic pathogens such as Fusarium oxysporum
(Swarupa et al., 2014). This fact may explain the
increase in SA content in the control plants from
week five to seven. However, increases five times
higher than SA concentration that occurred in the
third week in plants treated with 1 and 2% EA may
be associated with the treatment applied rather
than with the presence of the pathogen, given
that the maximum SA values in treatments with
1 and 2% of EA were consistent with the reduced
symptoms observed when disease severity was
evaluated (Figure 3). In support of this deduction,
Ojha and Chatterjee (2012) applied SA to tomato
plants infected with F. oxysporum and observed a
significant increase in plant resistance to pathogen
attack when the activity of enzymes related to the
defense system increased. The greatest increases
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acumulacion de AS, alcanzando la maxima concen-
tracion de 0.78 y 0.82 pg g'!, respectivamente. Es-
tos incrementos en los controles, se presentaron dos
semanas posterior al incremento que se presentd en
el grupo de plantas tratadas con el EA al 1 y 2%.
Los incrementos en el contenido de AS entre 2 a 5
veces los valores basales, son reportados en plantas
durante el inicio de la floracion, asi como en plan-
tas infectadas con patégenos necrdticos como Fu-
sarium oxysporum (Swarupa et al., 2014). Pudien-
do ser esta la razon de los incrementos del AS en
las plantas control en las semanas de la quinta a la
séptima. Sin embargo, los incrementos de mas de 5
veces la concentracion de AS que se presentaron en
la tercera semana en las plantas tratadas con EA al
1 y 2%, pudiera estar asociada al tratamiento reci-
bido mas que a la presencia del patdgeno, debido a

in enzyme activity took place 21 days after SA
application. This result is in agreement with the
results of the present study, which show that the
highest SA values were quantified the third week
after treatment application. The protective effect
against Forl in plants treated with EA, which
improved their growth and development, was also
reported by Hayat ef al., (2012), who by increasing
endogenous SA concentrations were able to
significantly improve plant growth characteristics,
including height, leaf number and color, shoot
diameter, dry and fresh weight, and photosynthetic
rate.

Based on the results of our study, increased
SA concentration coincides with an improvement
in plant development, as well as resistance to
the pathogen, which agrees with the important
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Figura 4. Concentracion de acido salicilico en plantas de tomate inoculadas y no-inoculadas con Forl y tratadas con diferen-
tes concentraciones de extracto de ajo. Los valores son la media de tres repeticiones de 10 plantas cada una. Las
barras verticales representan la desviacion estandar (n=3). Letras diferentes significa diferencia significativa entre
tratamientos de acuerdo con Tukey-Kramer para p<0.05. El experimento se repitié dos veces.

Figure 4.

Concentration of salicylic acid in tomato plants inoculated and non-inoculated with Forl and treated with different

concentrations of garlic extract. The values are the means of three repetitions with 10 plants each. The vertical
bars represent the standard deviation (n=3). Different letters indicate a significant difference among treatments,
according to the Tukey-Kramer method at a p<0.05 probability level. The experiment was conducted twice.
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que los valores maximos de AS en los tratamientos
conel EAde 1y 2%, concuerda con la disminucién
de los sintomas observados durante la evaluacion
de la severidad de la enfermedad (Figura 3). Apo-
yando estd deduccion, Ojha y Chatterjee (2012),
aplicando AS a plantas de tomate infectadas con
F. oxysporum, significativamente incremento la
resistencia de la planta al ataque del patéogeno al
aumentar la actividad de enzimas relacionadas con
el sistema de defensa, presentandose los mayores
incrementos en la actividad de las enzimas, a los 21
dias después de la aplicacion del AS. Coincidiendo
con el resultado obtenido en este estudio, los va-
lores mas altos de AS se cuantificaron a la tercer
semana después de la aplicacion del tratamiento.
El efecto protector contra Forl, que mostraron las
plantas tratadas con el EA, manifestado en mejora
en el crecimiento y desarrollo de la planta, también
fue reportado por Hayat et al., (2012), al aumentar
concentraciones endogeno de AS, mejoro significa-
tivamente las caracteristicas de crecimiento de las
plantas incluyendo la altura, el numero y color de
hojas, el diametro del vastago, el peso seco y fresco
de la planta, asi como también la tasa fotosintética.

Para el caso de los resultados de este estudio,
el incremento en la concentracion de AS coincide
con la mejora del desarrollo de la planta, asi como
la resistencia al patoégeno, lo que concuerda con
el papel importante reportado del AS en la accion
protectora contra patdogenos. Probablemente por la
capacidad que tiene de inducir la transcripcion de
proteinas de defensa (PR) en las que codifican en-
zimas quitinasas, glucansas, endohidrolasas, y -1,
3-glucanasa para contribuir con la resistencia sis-
témica adquirida (RSA) contra diversos patégenos
por su actividad antifungica (Heil y Bostock, 2002;
Hayat et al., 2010).
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protective role of SA against pathogens, probably
because of its ability to induce the transcription of
defense proteins (PR) which codify enzymes such
as chitinases, glucanases, endohydrolases and -1,
3-glucanase that contribute to systemic acquired
resistance (SAR) against different pathogens
because of its antifungal activity (Heil and Bostock,
2002; Hayat et al., 2010).

Quantification of jasmonic acid (JA)

The results of JA quantification in tomato plants
are shown in Figure 5. Plants with cut roots + plants
inoculated with Forl, as well as those to which EA
was applied increased their JA content, with initial
values of 0.89 pg g in plants cut and/or inoculated
with Forl, which was significantly higher (p<0.05)
than the value of 0.74 ug g! of the absolute control
plants. As of the second week, application of 1 and
2% EA produced an increase 2.5 times the value
of the absolute control, and 1.8 times the value of
the cut + Forl control. These JA values remained
significantly higher (p<0.05) in the third week after
inoculation and after transplanting plants treated
with 1 and 2% EA. In all treatments, except for the
absolute control, JA content was gradually reduced
as of the fourth week until the end of the evaluation
but maintained high levels, which indicates that the
plant was responding to a stress condition (Ryan
and Moura, 2002). From this result we can infer that
1 and 2% EA concentrations are enough to increase
endogenous JA concentrations in tomato plants,
which in turn can induce plant defense responses
(Kravchuk et al., 2011). JA is known to be a key
regulator that stimulates defense responses in
synergy with SA and reduces symptoms of diseases
caused by pathogens (Pieterse et al., 2012) by
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Cuantificacion de acido jasmonico (AJ)

Los resultados obtenidos en la cuantificacion de
Al en las plantas de tomate se muestran en la Figu-
ra 5. Se puede observar que tanto las plantas con
raiz herida, como las de raiz herida + inoculadas
con Forl y a las que se les aplicaron los EA, pro-
vocaron un incremento en el contenido de AJ en las
plantas de tomate, cuantificando valores iniciales
de 0.89 ug g'! en plantas con herida y/o inoculadas
con Forl, valor significativamente mayor (p<0.05)
que el de las plantas testigo absoluto con 0.74 ug
g'. A partir de la segunda semana, la aplicacion
de EA al 1 y 2 % indujeron un incremento de 2.5
veces el valor del testigo absoluto y de 1.8 veces
el del control con herida + Forl. Estos valores de

activating the expression of genes involved in plant
defense (Ryan, 2000). It has been reported that JA
induces protease and polyphenol oxidase inhibitors,
and shikimate pathway compounds specifically in
tomato plants, which reduces pathogens (El Oirdi
et al.,2011). It is well accepted that plants need to
activate induced systemic resistance that depends
on JA to fight necrotrophic pathogens (Glazebrook,
2005). Therefore, protecting tomato plants from
Forl as was done in this study could be related
to rapid JA induction and quantified endogenous
concentrations (Rahman et al., 2012). However,
simultaneous activation of the defense systems that
depend on SA and JA results in increased resistance
to pathogens (Mur et al., 2006). This is in agreement
with the observed increases in endogenous SA and
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Figura 5. Concentracion de acido jasmonico en plantas de tomate inoculadas y no-inoculadas con Forl y tratadas con dife-
rentes concentraciones de extracto de ajo. Los valores son la media de tres repeticiones de 10 plantas cada una. Las
barras verticales representan la desviacion estaindar (n=3). Letras diferentes significa diferencia significativa entre
tratamientos de acuerdo con Tukey-Kramer para p<0.05. El experimento se repitié dos veces.

Figure 5. Concentration of jasmonic acid in tomato plants non-inoculated and inoculated with Forl and treated with different
concentrations of garlic extract. The values are the means of three repetitions with 10 plants each. The vertical
bars represent the standard deviation (n=3). Different letters indicate a significant difference between treatments,
according to the Tukey-Kramer method at a p<0.05 probability level. The experiment was conducted twice.
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Al se mantuvieron significativamente (p<0.05) al-
tos en la tercera semana después de la inoculacion
y trasplante en las plantas tratadas con EA al 1 y
2%. En todos los tratamientos, con excepcion del
testigo absoluto, el contenido de AJ disminuy¢ gra-
dualmente a partir de la cuarta semana hasta el final
de la evaluacion, conservando niveles altos, lo que
nos indica que la planta esta respondiendo a alguna
situacion de estrés (Ryan y Moura, 2002). De este
resultado podemos inferir que las concentraciones
del EA del 1 y 2% es suficiente para incrementar
concentraciones enddgenas de AJ en las plantas de
tomate, el cual a su vez puede inducir respuestas
de defensa en la planta (Kravchuk et al., 2011). El
AlJ es reconocido como un regulador clave para es-
timular en las plantas las respuestas de defensa en
sinergia con el AS, reduciendo los sintomas de las
enfermedades ocasionados por patogenos (Pieterse
et al., 2012), mediante la activacion en la expre-
sion de genes involucrados en la defensa (Ryan,
2000). Especificamente, en plantas de tomate se ha
reportado que el AJ induce inhibidores de proteasas
y polifenoloxidasa y compuestos de la ruta de los
fenilpropanoides, mostrando un efecto en la dis-
minucion de patdégenos (El Oirdi et al., 2011). Es
bien aceptado que las plantas requieren activar la
resistencia sistémica inducida dependiente de AlJ,
para combatir patdogenos necrotroficos (Glazebro-
ok, 2005). Por lo que la proteccion de las plantas
de tomate contra Forl, observada en este estudio,
puede estar relacionada con la rapida induccion de
Al y las concentraciones enddgenas cuantificadas
(Rahman et al., 2012). Sin embargo, la activacion
simultanea de los sistemas de defensa dependiente
de AS y AJ, resultan en un incremento de la resis-
tencia a patogenos (Mur ef al., 2006). Lo anterior
concuerda con los resultados observados en los in-
crementos endogenos de AS y AJ y la disminucion
de los sintomas de la enfermedad a producida por
Forl en plantas de tomate.
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JA and the reduction of disease symptoms caused
by Forl in tomato plants.

CONCLUSIONS

Based on the results of this study, we may
conclude that spraying 1 and 2% of EA on tomato
plants conferred resistance against Fusarium
oxysporum radicis-lycopersici (Forl), by increasing
the endogenous content of salicylic acid and
jasmonic acid.
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CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en este estudio, se
puede concluir que la aspersion de un EA al 1y
2% a plantas de tomate le proporciond la resisten-
cia contra Fusarium oxysporum radicis-lycopersici
(Forl), mediado por el incremento del contenido
endogeno de acido salicilico y acido jasmonico.
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Resumen. La alfalfa es un importante cultivo fo-
rrajero en los estados de Aguascalientes, Durango
y Zacatecas localizados en el norte centro de Méxi-
co. Informacion sobre los manchones de plantas
muertas atribuidas a la enfermedad conocida como
pudricion de la corona y sus microorganismos aso-
ciados es muy escasa en esta region, consecuente-
mente, el objetivo del actual trabajo fue identificar
los géneros de microorganismos asociados a la pu-
dricion de la corona en los estados mencionados.
Muestras de plantas de alfalfa con sintomas de pu-
dricion de la corona y el suelo alrededor de ellas
fueron recolectadas en 30 parcelas de alfalfa. Trece
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Abstract. Alfalfa is an important forage crop
in the states of Aguascalientes, Durango, and
Zacatecas located in the northern-center of Mexico.
Very scarce information is available on the spots
of killed plants attributed to the disease known as
crown rot and its associated microorganisms in
this region. Therefore, the objective of the current
work was to identify the genera of microorganisms
associated to crown rot in the mentioned states.
Samples of alfalfa plants showing crown rot
symptoms and soil around them were collected
in 30 alfalfa fields. Thirteen nematodes genera
were identified in the soil samples: (4phelenchus,
Ditylenchus,
Mononchus,

Criconemoides,
Dorylaimus, Helicotylenchus,
Pratylenchus, Psilenchus, Rhabditis, Trichodorus,
Tylenchus, and Xiphinema) as well as five

Aphelenchoides,

fungi (Fusarium, Rhizoctonia, Verticillium) and
oomycetes (Phytophthora, and Pythium) genera
in the crown tissues. It is remarkable the high
incidence of Ditylenchus (56.7%), Pratylenchus
(50%) and Fusarium fungi (100%).
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géneros de nematodos fueron identificados en las
muestras de suelo: Aphelenchus, Aphelenchoides,
Criconemoides, Ditylenchus, Dorylaimus, Helico-
tylenchus, Mononchus, Pratylenchus, Psilenchus,
Rhabditis, Trichodorus, Tylenchus y Xiphinema,
asi como cinco géneros de hongos (Fusarium, Rhi-
zoctonia 'y Verticillium) y oomicetos (Phytophthora
y Pythium) en los tejidos de la corona. Se desta-
ca la alta incidencia de los nematodos Ditylenchus
(56.7%) y Pratylenchus (50%) y del hongo Fusa-
rium (100%).

Palabras clave: hongos, nematodos, oomicetos,
distribucion regional.

La produccion de alfalfa (Medicago sativa) re-
presenta el 27% de la produccion nacional de forra-
je. En México la superficie cultivada con esta forra-
jera durante 2018 fue de poco mas de 387, 000 hec-
tareas donde se obtuvo un rendimiento promedio
de 58.7 t ha'afio! de forraje en verde (STAP, 2018).
Los estados con mayor produccion de alfalfa a ni-
vel nacional son Chihuahua, Guanajuato, Hidalgo,
Baja California, Sonora, Durango, Coahuila y Pue-
bla que en conjunto aportan el 70% de la produc-
cion nacional (Lara y Jurado, 2014). La alfalfa es
un cultivo importante en el norte centro de México,
donde se localizan los estados de Aguascalientes,
Durango (Los Llanos) y Zacatecas; en esta area se
han observado manchones de plantas muertas de al-
falfa de dimensiones variables en la mayoria de las
parcelas comerciales, pero existe escasa o ninguna
informacion respecto a los organismos asociados
con la pudricion de la corona o a las pérdidas que
esta enfermedad provoca en la region. La pudricion
de la corona de alfalfa se encuentra diseminada
mundialmente; algunas especies de Fusarium se
encuentran entre los hongos mas comunmente ais-
lados de las coronas y raices necroticas de plantas

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2018

Key words: fungi, nematodes, oomycetes, regional
distribution.

Alfalfa (Medicago sativa) is a perennial crop that
accounts for 27% of national forage production. In
Mexico, the area sown to alfalfa in 2018 was a bit
more than 387,000 hectares with an average yield
of green forage of 58.7 t ha' year' (SIAP, 2018).
The states with the highest alfalfa production at the
national level are Chihuahua, Guanajuato, Hidalgo,
Baja California, Sonora, Durango, Coahuila and
Puebla, which together account for 70% of national
production (Lara and Jurado, 2014). Alfalfa is an
important crop in north-central Mexico, where the
states of Aguascalientes, Durango (Los Llanos)
and Zacatecas are located. Large variable-sized
spots of dead alfalfa plants have been observed
in most commercial plots, but there is little or no
information about the organisms that cause crown
rot or the extent of losses caused by the disease.
Alfalfa crown rot is spread throughout the world.
Several Fusarium species are among the fungi
most commonly isolated from necrotic crowns and
roots of alfalfa plants (Uddin and Knous, 1991);
in Sudan, Ao ef al. (2018) mention that Fusarium,
Rhizoctonia and some Pythium species are present
in alfalfa plots. On the other hand, in Mexico, Chew
(2000) noted there was a high incidence of crown
rot in alfalfa plots in the Comarca Lagunera (region
of lagoons). In the Mexican state of Guanajuato, F.
incarnatum was reported as being the causal agent
of alfalfa root rot (Esteban-Santiago et al., 2016).
Velasquez-Valle (2001) reported the presence
of galls on the roots of alfalfa plants collected in
Aguascalientes. Other studies have reported the
presence of bulb nematodes (Ditylenchus dipsaci)
on alfalfa leaf samples collected in the state of
Jalisco (Rosas-Hernandez et al., 2017). Alfalfa
productivity in this region could increase by
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de alfalfa (Uddin y Knous, 1991); en Sudan, Ao et
al. (2018) mencionaron la presencia de Fusarium,
Rhizoctonia y algunas especies de Pythium en par-
celas de alfalfa. Por otra parte, en México Chew
(2000) sefial¢ la alta incidencia de la pudricion de
la corona en las parcelas de alfalfa de la Comarca
Lagunera. En el estado de Guanajuato se reportd a
F incarnatum como el agente causal de la pudri-
cion de las raices de alfalfa (Esteban-Santiago ef
al., 2016). Velasquez-Valle (2001) reporté la pre-
sencia de agallas en las raices de plantas de alfalfa
recolectadas en Aguascalientes. Otros estudios han
revelado la presencia del nematodo de los bulbos
(Ditylenchus dipsaci) en muestras foliares de alfal-
fa recolectadas en el estado de Jalisco (Rosas-Her-
nandez et al., 2017). La productividad del cultivo
de alfalfa en esta region puede elevarse mediante la
aplicacion de medidas fitosanitarias que reduzcan
el problema de pudricion de la corona; sin embar-
go, dichas medidas deben poseer un solido funda-
mento en el conocimiento de los organismos poten-
cialmente causales de esa enfermedad. El objetivo
del trabajo consistid en identificar los géneros de
microorganismos asociados con plantas de alfalfa
con sintomas de pudricion de la corona en Aguas-
calientes, Durango y Zacatecas, México.

Entre enero y agosto de 2017 se recolectaron
muestras de raices de plantas de alfalfa con sinto-
mas de pudricion de la corona, asi como suelo de
alrededor de las plantas en 30 parcelas comerciales,
de las cuales el 50, 30 y 20% se ubicaron en los
estados de Zacatecas, Aguascalientes y Durango,
respectivamente. En cada parcela se seleccionaron
al azar tres plantas con poco crecimiento, follaje
escaso y amarillo, frecuentemente con sintomas de
marchitez. Las plantas se extrajeron con la mayor
cantidad posible de raices y se tomd una submues-
tra de suelo en cada una de ellas; el suelo obtenido
alrededor de cada planta se mezcld para obtener
la muestra compuesta representativa. La corona
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implementing phytosanitary measures to reduce the
crown rot problem. However, these measures must
be solidly based on knowledge of the organisms
that could be the potential causes of the disease. The
objective of this study was to identify the genera
of microorganisms associated with alfalfa plants
presenting crown rot symptoms in Aguascalientes,
Durango and Zacatecas, Mexico.

Between January and August 2017, samples of
alfalfa roots with crown rot symptoms and of the
soil surrounding the plants were collected from
30 commercial plots, of which 50, 30 and 20%
were in Zacatecas, Aguascalientes and Durango,
respectively. Three stunted plants with a few
yellow leaves, most of them with wilt symptoms,
were randomly collected from each plot. The
plants were extracted with as many of the roots as
possible, and a subsample of the soil surrounding
each plant was taken; this soil was mixed together
to obtain a representative compound sample. The
crown of each plant was rinsed with tap water and
tissue was taken from its center. The tissue was then
disinfected and cultivated in Petri dishes containing
a potato-dextrose-agar (PDA) culture medium
(Velasquez-Valle et al., 2001). The Petri dishes
were incubated at 28 + 1 °C in a bacteriological
oven (Felisa, Mod. FE 131) for three or four days.
The genera of the resulting colonies of fungi or
oomycetes were identified using the taxonomical
keys of Barnett (1967) and Watanabe (1994). To
extract thread-like nematodes, each soil sample
was homogenized and then a 50-g subsample of
each was taken and placed in a Baermann funnel,
according to the methodology proposed by Cepeda
(1995). The genera of the recovered nematodes
were identified using the taxonomic keys and
information provided by Mai and Mullin (1996),
Kanzaki and Giblin-Davis (2012) and Castillo et
al. (2012). The roots were examined to detect galls
caused by the Meloidogyne nematode.
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de cada planta se enjuagd en agua corriente y se
obtuvo el tejido de la parte central, se desinfestd
y sembro en cajas Petri con medio de cultivo pa-
pa-dextrosa-agar (PDA) (Velasquez-Valle et al.,
2001). Las cajas se incubaron a 28 + 1°C en una
estufa bacteriologica (Felisa, Mod. FE 131) por tres
a cuatro dias. Las colonias de hongos u oomicetos
resultantes se identificaron a nivel género con ayu-
da de las claves taxondmicas de Barnett (1967) y
Watanabe (1994). Para la extraccion de nematodos
filiformes, cada muestra de suelo se homogenizo
y se obtuvo una submuestra de 50 g que se colocod
en un embudo de Baermann por parcela comer-
cial, de acuerdo con la metodologia propuesta por
Cepeda (1995). Los nematodos recuperados fueron
identificados a nivel género utilizando las claves
taxonomicas e informacion proporcionada por Mai
y Mullin (1996), Kanzaki y Giblin-Davis (2012)
y Castillo et al. (2012). Las raices se examinaron
en busca de agallas causadas por el nematodo Me-
loidogyne.

Los resultados mostraron que en las muestras
de raices se identificaron cinco géneros de hongos
u oomicetos potencialmente fitopatogenos al culti-
vo (Fusarium, Rhizoctonia, Verticillium, Pythium
y Phytophthora) y en el suelo se identificaron 13
géneros de nematodos fitoparasitos, depredado-
res y de vida libre (Aphelenchus, Aphelenchoides,
Criconemoides, Ditylenchus, Dorylaimus, Helico-
tylenchus, Mononchus, Pratylenchus, Psilenchus,
Rhabditis, Trichodorus, Tyvlenchus y Xiphinema).
Los nematodos mas frecuentemente identifica-
dos fueron Aphelenchus, Rhabditis y Dorylaimus,
(96.7, 73.3 y 70% respectivamente); por el con-
trario, Criconemoides, Trichodorus y Xiphinema
fueron los menos frecuentes (3.3% en cada caso)
(Cuadro 1).

Es importante sefialar la presencia de Ditylen-
chus en aproximadamente 57% de las parcelas de
alfalfa muestreadas en los tres estados; se debe
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The results showed there were five genera
of fungi or oomycetes on the root samples that
are potentially phytopathogenic to the crop
(Fusarium, Rhizoctonia, Verticillium, Pythium
and Phytophthora), while the results of soil
samples showed 13 genera of phytoparasite,
predator and free-living nematodes (Aphelenchus,
Criconemoides, Ditylenchus,
Dorylaimus, Helicotylenchus, Mononchus,
Pratylenchus, Psilenchus, Rhabditis, Trichodorus,
Tylenchus and Xiphinema). The most frequently
identified nematodes were Aphelenchus, Rhabditis
and Dorylaimus (96.7, 73.3 and 70%, respectively).
In contrast, Criconemoides, Trichodorus and
Xiphinema were identified the least frequently
(3.3% in each case) (Table 1).

It should be noted that Ditylenchus was present
in approximately 57% of the alfalfa plots sampled

Aphelenchoides,

Cuadro 1. Frecuencia de deteccion de nematodos en la
rizosfera de plantas de alfalfa con sintomas de
pudricién de la corona en parcelas de Aguasca-
lientes, Durango y Zacatecas, México.

Table 1. Frequency of nematode detection in the
rhizosphere of alfalfa plants with crown rot
symptoms in plots in Aguascalientes, Durango and
Zacatecas, Mexico.

Frecuencia de

Género deteccién (%) Distribucion
Aphelenchus 96.7 AGS*, DGOy, ZAC?
Aphelenchoides 13.3 DGO, ZAC
Criconemoides 3.3 ZAC
Ditylenchus 56.7 AGS, DGO, ZAC
Dorylaimus 70.0 AGS, DGO, ZAC
Helicotylenchus 6.6 AGS, DGO
Mononchus 16.7 AGS, DGO, ZAC
Pratylenchus 50.0 AGS, DGO, ZAC
Psilenchus 6.6 AGS, ZAC
Rhabditis 73.3 AGS, DGO, ZAC
Trichodorus 33 AGS
Tylenchus 333 AGS, DGO, ZAC
Xiphinema 33 ZAC

* Aguascalientes, ¥ Durango, “ Zacatecas.
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destacar un estudio realizado por Boelter et al
(1985) quienes indicaron la asociacion de D. dipsa-
ci con la muerte invernal de plantas de alfalfa y la
reduccién en el rendimiento de forraje, por lo que
es posible que su dafio al cultivo en esta region de
Meéxico se confunda o subestime como efecto de ba-
jas temperaturas invernales. Por otro lado, se debe
resaltar su ausencia en los muestreos realizados por
Chew (2000) en parcelas de alfalfa de la Comarca
Lagunera. También Williams-Woodward y Gray
(1999), asi como Milano de Tomasel y Mclntyre
(2001) senalaron que es frecuente que las infesta-
ciones por D. dipsaci en plantas de alfalfa ocurran
en conjunto con las de Aphelenchoides ritzemabo-
si, tanto en suelo como en el follaje de alfalfa; en el
actual trabajo se detecto la presencia simultanea de
Aphelenchoides y Ditylenchus en las muestras de
suelo provenientes de dos parcelas ubicadas en el
sureste de Zacatecas; ademas se encontrd a Aphe-
lenchoides en otras dos parcelas en Durango, pero
en estas no se detect6 a Ditylenchus.

De acuerdo con Castillo ef al. (2012), Pratylen-
chus penetrans se encuentra distribuido en el con-
tinente americano donde parasita mas de 350 hos-
pedantes incluyendo la alfalfa; los resultados del
actual trabajo muestran que especimenes del gé-
nero Pratylenchus se encontraron en las muestras
de suelo del 50% de las parcelas de alfalfa mues-
treadas en los tres estados. De acuerdo con Chew
(2000) este nematodo esta presente en las parcelas
de alfalfa de Coahuila y Durango. Mauza y Webster
(1982) demostraron una interaccion sinérgica entre
poblaciones de P. penetrans y el hongo Fusarium
oxysporum en plantulas de alfalfa, aunque F. solani
no fue patogénico a las plantulas de alfalfa, en cam-
bio, redujo las poblaciones de P. penetrans; es im-
portante resaltar que en el actual estudio la presen-
cia de Fusarium en el tejido de la corona de plantas
de alfalfa, fue coincidente con la de Pratylenchus
en las muestras de suelo, aunque esta informacion
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in the three states, it is important to highlight a study
conducted by Boelter et al. (1985), who indicated
the association of D. dipsaci with the death in winter
of alfalfa plants and reduced forage yield. Thus, it
could be that the damage caused by the nematode in
this region of Mexico is underestimated or mistaken
for the effect of low winter temperatures. On the
other hand, we should highlight that the nematode
was not present in samplings conducted by Chew
(2000) in alfalfa plots in the Comarca Lagunera.
Williams-Woodward and Gray (1999), and Milano
de Tomasel and Mclntyre (2001) also pointed out
that D. dipsaci infestations frequently occur in
conjunction with Aphelenchoides ritzemabosi,
both in the soil and on alfalfa foliage. In the present
study, we detected the simultaneous presence of
Aphelenchoides and Ditylenchus in soil samples
taken from two alfalfa plots in southeastern
Zacatecas. Aphelenchoides was also found in two
alfalfa plots in Durango, but not Ditylenchus.

According to Castillo et al. (2012), Pratylenchus
penetrans is distributed all over the Americas, where
it parasitizes more than 350 hosts, including alfalfa.
The results of this study show that specimens of
the Pratylenchus genus were found in 50% of the
alfalfa plots sampled in the three states. According
to Chew (2000), this nematode is present in alfalfa
plots in Coahuila and Durango. Mauza and Webster
(1982) demonstrated a synergistic interaction
between P. penetrans and Fusarium oxysporum
populations in alfalfa seedlings. Although F. solani
was not pathogenic to alfalfa seedlings, it reduced
P. penetrans populations. It is important to point
out that in this study the presence of Fusarium
in alfalfa plants’ crown tissue coincided with the
presence of Pratylenchus in the soil samples,
though this information can be confirmed later by
extracting nematodes from the crown tissue.

The Aphelenchus species
considered to be biological control agents of fungal

genus includes
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puede confirmarse posteriormente mediante la ex-
traccion de nematodos del tejido de la corona.

El género Aphelenchus abarca especies conside-
radas como agentes de control biologico de micro-
organismos fungosos, asi como especies fitopatoge-
nas facultativas, aunque no se han reportado dafios
severos en especies de importancia agricola (Kan-
zaki y Giblin-Davis, 2012). Aphelenchus avenae se
encuentra ampliamente distribuida sobre rizomas,
tubérculos, bulbos y raices en descomposicion; se
le report6 en lesiones causadas por Pythium arrhe-
nomanes en raices de maiz (Zea mays), pero no so-
bre raices sanas (Mai y Mullin, 1996). Es probable
que la alta incidencia (96.7%) de este nematodo en
el presente estudio se deba a la descomposicion de
los tejidos de la corona de la planta.

En una tercera parte de las muestras de sue-
lo se encontraron especimenes pertenecientes a
Tylenchus. Segun Thorne (1961), los miembros de
Tylenchus se encuentran entre los nematodos mas
frecuentemente hallados en la rizosfera, sin embar-
go, no han sido reportados como fitoparasitos, a
excepcion de 7. costatus.

Se identifico un espécimen de Xiphinema en
una parcela de alfalfa en Zacatecas; previamente se
habia sefnalado (Chew, 2000) su presencia en alfal-
fa en los estados de Coahuila y Durango; la inci-
dencia de éste género en esta leguminosa ha sido
mencionada también por Wojtowicz et al. (1982)
en el estado de Pennsylvania, EU. Trichodorus fue
detectado en una parcela de alfalfa en Aguascalien-
tes; es importante indicar que Thorne (1961) habia
indicado que esta forrajera era un hospedante poco
favorable para este nematodo.

No se detectaron agallas causadas por nema-
todos como Meloidogyne; este resultado coincide
con el obtenido por Chew (2000) en parcelas con
esta forrajera en la Comarca Lagunera, aunque un
reporte previo hace referencia a la presencia de
agallas por ese nematodo en una parcela de alfalfa
en Aguascalientes (Velasquez-Valle, 2001).
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microorganisms and facultative phytopathogenic
species, although severe damage has not been
reported on major agricultural species (Kanzaki
and Giblin-Davis, 2012). Aphelenchus avenae is
widely distributed on decaying rhizomes, tubers,
bulbs and roots. It was found on lesions caused by
Pythium arrhenomanes on maize roots (Zea mays)
but not on healthy roots (Mai and Mullin, 1996).
The high incidence of this nematode (96.7%) found
in this study is probably due to the decaying tissues
in the plant’s crown.

In one third of soil samples, specimens
belonging to Tylenchus were found. According to
Thorne (1961), members of the Tylenchus family
are among the nematodes most frequently found in
the rhizosphere; however, except for 7. costatus,
they have not been reported as phytoparasites.

A Xiphinema specimen was identified in an
alfalfa plot in Zacatecas; it had been previously
reported (Chew, 2000) on alfalfa crops in the states
of Coahuila and Durango. Wojtowicz et al. (1982)
also reported the incidence of this genus on alfalfa
in the state of Pennsylvania, USA. Trichodorus
was detected in an alfalfa plot in Aguascalientes.
It is important to mention that Thorne (1961) had
indicated that alfalfa was not a good host of this
nematode.

No galls caused by nematodes such as
Meloidogyne were detected, and this result is in
agreement with that obtained by Chew (2000) in
alfalfa plots in the Comarca Lagunera. However,
a previous report mentioned the presence of galls
caused by this nematode in an alfalfa plot in
Aguascalientes (Velasquez-Valle, 2001).

The alfalfa plants collected had scant foliage,
most frequently a dull green to yellowish in color,
and smaller in size than non-affected plants; other
symptoms such as stunting and necrosis were
observed as well. The crown of these plants had
brown-to-black lesions frequently extending
towards the root’s vascular tissues, according to the
syndrome described by Uddin and Knous (1991).
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Las plantas de alfalfa recolectadas tenian esca-
so follaje, frecuentemente de color verde opaco a
amarillo y de menor tamafio que el de plantas no
afectadas, otros sintomas como enanismo y muerte
de las plantas también fueron observados. La coro-
na de estas plantas manifestaba lesiones de color
café a negro que con frecuencia se extendian hacia
los tejidos vasculares de la raiz en coincidencia con
el sindrome descrito por Uddin y Knous (1991).

De estos sintomas se aislaron e identificaron
cinco géneros de microorganismos; los hongos
Fusarium, Rhizoctonia y Verticillium asi como los
oomicetos Phytophthora y Pythium (Cuadro 2).

Es importante resaltar la elevada incidencia en
las parcelas de alfalfa de cada estado y por ende,
regional de los hongos Fusarium y Rhizoctonia
asociados con la pudricion de la corona (Cuadro 2).
Un grupo de especies de Fusarium han sido aso-
ciadas con la enfermedad: F. incarnatum, F. solani,
F. roseum, F. oxysporum entre otras (McKenzie y
Davidson, 1975; Mauza y Webster, 1982; Esteban-
Santiago et al., 2016). Es necesario recordar que no
todas las especies de Fusarium son patogénicas a la
alfalfa (Mauza y Webster, 1982) por lo que es nece-
sario continuar con los trabajos de identificacion y
patogenicidad que permitan definir el papel de este
hongo en la pudricién de la corona de la alfalfa.
Segun Chew (2000) Fusarium sp. resulté el hongo

Based on these symptoms, five genera of
microorganisms were isolated and identified:
Fusarium, Rhizoctonia and Verticillium fungi,
as well as Phytophthora and Pythium oomycetes
(Table 2).

It is worth mentioning the high incidence of
Fusarium and Rhizoctonia in alfalfa plots in each
state, and consequently, at the regional level; these
two fungi are associated with crown rot (Table 2).
A group of Fusarium species has been associated
with the disease: F. incarnatum, F. solani, F.
roseum, F. oxysporum, among others (McKenzie
and Davidson, 1975; Mauza and Webster, 1982;
Esteban-Santiago et al., 2016). We need to keep
in mind that not all the Fusarium species are
pathogenic to alfalfa (Mauza and Webster, 1982),
so further identification and pathogenicity research
needs to be done in order to define the role they play
in alfalfa crown rot. According to Chew (2000),
Fusarium sp. was the fungus most frequently found
on alfalfa plants with crown rot symptoms in the
Comarca Lagunera, which is in agreement with the
results of this study:.

Rhizoctonia solani has been reported to be the
causal agent of the damping-off of alfalfa seedlings
and of lesions at the base of alfalfa sprouts
(Vincelli and Herr, 1992; Fowler et al., 1999). In
the Comarca Lagunera, Chew (2000) reported that

Cuadro 2. Frecuencia de deteccion de hongos y oomicetos a partir de la corona de plan-
tas de alfalfa con sintomas de pudricion de la corona en parcelas de Aguasca-
lientes, Durango y Zacatecas, México.

Table 2. Frequency of fungi and oomycete detection on alfalfa plants with crown rot

symptoms in plots in Aguascalientes, Durango and Zacatecas, Mexico.

Frecuencia de aislamiento (%)

Patégeno Aguascalientes Durango Zacatecas Norte centro
Fusarium 100 100 100 100
Rhizoctonia 88.9 83.3 100 933
Verticillium 333 16.7 66.7 46.7
Phytophthora 0.0 0.0 13.3 6.7
Pythium 83.3 333 60.0 533
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mayormente encontrado en plantas de alfalfa con
sintomas de pudricion de la corona en la region de
la Comarca Lagunera, lo cual coincide con los re-
sultados obtenidos en el presente trabajo.

El hongo Rhizoctonia solani ha sido reportado
como el agente causal del damping-off de plantu-
las de alfalfa y de lesiones en la parte basal de los
brotes (Vincelli y Herr, 1992; Fowler et al., 1999).
En la Comarca Lagunera, Chew (2000) lo reportd
con mayor frecuencia en plantas de alfalfa con pu-
dricién de la corona, solamente superado por Fu-
sarium.

Segun Larkin et al. (1995) algunos microorga-
nismos radiculares de la alfalfa como Phytophthora
y Pythium han sido asociados con dificultades en el
desarrollo y establecimiento de poblaciones de esta
forrajera. Phytophthora se identific6 en dos parce-
las de alfalfa en los municipios de Calera y Luis
Moya, Zacatecas. Algunas especies de Phytophtho-
ra han sido sefialadas como patogénicas a alfalfa;
la infeccion de raices de alfalfa por P. megasperma
redujo la tasa de desarrollo en plantas adultas y en
infecciones severas provoco sintomas como follaje
amarillo, marchitez y defoliacion prematura (Marks
y Mitchell, 1971). Por otro lado, la incidencia de
Pythium en esta region resulté de 53.3% (Cuadro
2); una situacion similar se report6 en Sudan (Ao et
al., 2018) donde la incidencia combinada de cuatro
especies de Pythium alcanzé el 44%.

En conclusion, se identificaron 13 géneros de
nematodos (Aphelenchus, Aphelenchoides, Crico-
nemoides, Ditylenchus, Dorylaimus, Helicotylen-
chus, Mononchus, Pratylenchus, Psilenchus, Rha-
bditis, Trichodorus, Tylenchus y Xiphinema) en
la rizosfera de plantas de alfalfa con sintomas de
pudricién de la corona; tres géneros de hongos (Fu-
sarium, Rhizoctonia, Verticillium) y dos géneros de
oomicetos (Phytophthora y Pythium) asociados a
la pudricién de la corona de plantas de alfalfa.

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2018

after Fusarium, Rhizoctonia solani was the fungus
found most frequently on alfalfa plants with crown
rot.

According to Larkin et al. (1995), some alfalfa
Phytophthora
and Pythium, have been associated with limited
development and alfalfa
populations. Phytophthora was identified in two
alfalfa plots in the municipalities of Calera and
Luis Moya, Zacatecas. Some Phytophthora species
have been classified as pathogenic to alfalfa. For

root microorganisms, such as

establishment of

example, alfalfa roots infected by P. megasperma
reduced the development rate in adult plants,
and severe infections caused symptoms such as
yellow foliage, wilting and premature defoliation
(Marks and Mitchell, 1971). On the other hand,
the incidence of Pythium in the region was 53.3%
(Table 2). A similar situation was reported in Sudan
(Ao et al., 2018), where the combined incidence of
four Pythium species reached 44%.

13 genera of nematodes
were identified (Aphelenchus, Aphelenchoides,
Ditylenchus,
Mononchus,

In conclusion,

Criconemoides, Dorylaimus,
Helicotylenchus, Pratylenchus,
Psilenchus, Rhabditis, Trichodorus, Tylenchus and
Xiphinema) in the rhizosphere of alfalfa plants
with crown rot symptoms; three genera of fungi
(Fusarium, Rhizoctonia, Verticillium) and two
of oomycetes (Phytophthora and Pythium) were
associated with crown rot on alfalfa plants.

End of the English version
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Resumen. Aunado a la alta toxicidad de los pro-
ductos quimicos para el control fitosanitario de las
enfermedades fingicas a nivel de campo, el micro-
organsimso causante de enfermedad no es comple-
tamente eliminado, por lo que, productos de origen
natural tanto vegetal como animal han generado
interés para el control de plagas y enfermedades en
las plantas. El presente trabajo tuvo como objetivo
principal evaluar la actividad antifingica de mieles
de abeja en el crecimiento in vitro de Colletotrichum
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Abstract. In addition to the high toxicity of
chemicals for phytosanitary control of fungal
diseases in field conditions, the microorganism
causing disease is not completely eliminated.
Therefore, products of natural origin, both plant and
animal, have generated interest for the control of
pests and diseases in plants. Thus this study aimed
to evaluate the antifungal activity of honey in the
in vitro growth of Colletotrichum gloeosporioides.
Nine samples of honeys were evaluated,
corresponding to three bees species: Melipona
solani, M. beecheii and Scaptotrigona mexicana.
We registered a decreased colony diameter of C.
gloeosporioides at higher concentration of honey,
with lower 40% growth of the colony compared to
the control treatment within 12 days of incubation.
In general, growth rate of the fungus colony in
the three types of bee honey was in average, 40%
lower than the control treatment. Inhibition rate
value observed in bee honeys is 70% higher than
that obtained with the fungicide Chlorothalonil®.
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gloeosporioides. Se evaluaron nueve muestras de
mieles, correspondientes a tres especies de abejas:
Melipona solani, M. beecheii y Scaptotrigona mexi-
cana. Se encontr6 que el diametro de la colonia de
C. gloeosporioides fue menor a mayor concentra-
cion de miel, con un 40% menos crecimiento de la
colonia respecto al tratamiento testigo a los 12 dias
de incubacion. En general la tasa de crecimiento de
la colonia del hongo en las mieles correspondientes
a los tres tipos de abeja fue en promedio de 40%
menos que el testigo. El valor de porcentaje de in-
hibicion observada en las mieles de abeja fue 70%
mayor a lo obtenido con el fungicida Clorotalonil.

Palabras clave: crecimiento micelial, Melipona
solani, Melipona beecheii, Scaptotrigona mexica-
na, Clorotalonil®.

En el presente siglo los productos utilizados en
el control fitosanitario no contrarrestan el desarro-
llo de las enfermedades, radicando el problema en
la baja eficiencia de penetracion en la cuticula, la
actividad del principio activo y la acumulacion en
el tejido de las plantas (Campa et al., 2017; Pérez
etal.,2017). Por lo cual, el desarrollo de productos
alternativos con actividad antifungica y que sean
de naturaleza microbiana, vegetal o animal, son ac-
tualmente una opcion y una realidad (Correa et al.,
2015; Ramirez et al., 2016). Estudios recientes han
identificado a la miel de las abejas como una alter-
nativa en el control de hongos in vitro, siendo esta
de origen natural derivado del proceso de transfor-
macion del néctar por las abejas (4Apis mellifera).

La miel presenta una variedad de propiedades
de interés nutracéutico (Ramalivhana et al., 2014)
ademas, de ser empleada como alternativa medi-
cinal desde tiempos ancestrales (Vallianou et al.,
2014). Estudios recientes, han asociado las propiedades
antimicrobianas a la concentracion y composicion de
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Key words: mycelial growth, Melipona solani,

Melipona  beecheii, Scaptotrigona mexicana,

Clorotalonil®.

In this century, products used in the control of
plant health do not counteract disease development,
since they do not eradicate the problem due to
the low efficiency of penetration into the cuticle,
the activity of the active principle and the
accumulation in plant tissue (Campa et al., 2017,
Pérez et al., 2017). Therefore, the development of
alternative products with antifungal activity and of
a microbial, plant or animal nature are currently an
option and a reality (Correa et al., 2015; Ramirez et
al., 2016). Recent studies have identified honey as
an alternative in the control of fungi in vitro, since
it has a natural origin, derived from the process of
transformation of nectar by bees (Apis mellifera).

Honey presents a variety of neutracetical
properties (Ramalivhana ef al., 2014) and has also
been used as a medicinal alternative for centuries
(Vallianou et al., 2014). Recent studies have found
a relation between the anti-microbial properties
and the concentration and composition of honey
(Fangio et al., 2007; Pimentel et al., 2013). Its
anti-fungal action has been observed against the
fungal genera of Trichophyton, Microsphorum,
Aspergillus, Penicillium and Candida (Moussa et
al.,2012; Londofio-Orozco et al, 2008; Montenegro
et al., 2009; Olaitan et al., 2007). Thus the aim
of the present study was to evaluate the anti-
fungal activity of honey in the in vitro growth of
Colletotrichum gloeosporioides.

Honey samples
Honey samples were collected during February

and March 2016, in meliponaries from the
“Asociacion de Meliponicultores del Soconusco
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la miel (Fangio ef al., 2007; Pimentel et al., 2013).
La accién antifiingica se ha observado contra los
géneros de hongos Trichophyton, Microsphorum,
Aspergillus, Penicillium y Candida (Moussa et al.,
2012; Londofio-Orozco et al, 2008; Montenegro et
al., 2009; Olaitan et al., 2007). Por lo anterior, el
presente estudio tuvo como objetivo evaluar la acti-
vidad antifungica de las mieles de abeja en el creci-
miento in vitro de Colletotrichum gloeosporioides.

Muestras de mieles

Las muestras de mieles de abeja se colectaron
en los meses de Febrero y Marzo del 2016, en me-
liponarios pertenecientes a la “Asociacion de Meli-
ponicultores del Soconusco S. C. del R. L.” en los
municipios de la regién del Soconusco, Chiapas:
Tapachula, Tuxtla-Chico y Cacahoatan.

Se utilizaron nueve muestras de mieles, co-
rrespondientes a tres especies de abejas: Melipo-
na solani (n=3, de los siguientes lugares: Trinidad
(MsTa), San Jeronimo (MsSjb) e Izapa (Mslc)), M.
beecheii (n=2, de los siguientes localidades: Tapa-
chula (MbTa) y (MbTb) y de Scaptotrigona mexi-
cana (n=4, de los siguientes lugares: Cacahoatan
(Smca), Francisco y Madero (SmFMb), Izapa 1
(Smic), Izapa II (Smid). Las mieles se recolectaron
de tres cajas diferentes de los meliponarios, con la
finalidad de contar con una miel compuesta por si-
tio, las cuales se extrajeron con jeringas estériles de
5 ml, y se guardaron en frascos debidamente eti-
quetados. Se almacenaron a -4 © C hasta su analisis.

Actividad antifungica de las mieles.
La actividad antifingica de las mieles de abejas
se evalud mediante enfrentamientos en laboratorio

con una cepa de C. gloeosporioides pertenecien-
te a la coleccion del Instituto de Biociencias de
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S. C. del R. L.” in the municipal areas of the
Soconusco, Chiapas: Tapachula, Tuxtla-Chico and
Cacahoatan.

Nine honey samples were used from three bee
species: Melipona solani (n=3, from Trinidad
(MsTa), San Jerénimo (MsSjb) and Izapa (Mslc)),
M. beecheii (n=2, from Tapachula (MbTa) and
(MbTb)
from Cacahoatan (Smca), Francisco y Madero
(SmFMb), Izapa I (Smic), Izapa II (Smid)). The
honey was collected from three different boxes in

and Scaptotrigona mexicana (n=4,

the meliponaries in order to obtain a mixed honey
sample per site, which was taken using sterile 5 ml
syringed, and it was stored in properly labelled jars.
They were stored at -4 °C until their analysis.

Anti-fungal activity of honey

The anti-fungal activity of honey was evaluated
by antagonizing it in the laboratory with a C.
gloeosporioides strain from the collection of the
Bioscience Institute of the Autonomous University
of Chiapas. The strain was reactivated in a potato-
dextrose-agar (PDA) medium without honey and a
pH of 6.0. The biotrial was carried out with a PDA
medium mixed with a honey solution, and for this,
we prepared dishes with a volume of solution (in
concentrations of 25, 50 and 100 % honey) of 100
ul for every 20 mL of medium. After the strain
inoculation (0.5 cm culture discs), the Petri dishes
were incubated at 32 °C for 12 days.

Mycelial growth was measured every third
day using a Vernier (Stainless Hardebed®) with
a capacity of 0-150 mm (minus the size of the
inoculant disc).

The growth rate of every culture was determined
with the following equation:

i = (Db-Da) / (tb — ta)
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la Universidad Auténoma de Chiapas. La cepa se
reactivo en medio de agar papa dextrosa (PDA) sin
miel y pH de 6.0. El bioensayo se realizé con me-
dio PDA mezclado con solucion de miel, para lo
cual se elaboraron placas con un volumen de solu-
cion (en las concentraciones de: 25, 50y 100% de
miel) de 100 pl por cada 20 mL de medio. Poste-
rior a la inoculaciéon de la cepa (discos de colonia
de 0.5 cm), las cajas Petri se incubaron a 32 °C en
una estufa incubadora durante 12 dias.

El crecimiento micelial se midié cada tercer dia
con un Vernier (Stainless Hardebed®) con capaci-
dad de 0-150 mm (restando el tamano del disco de
inoculo).

La tasa de crecimiento de cada colonia, se deter-
min6 mediante la siguiente ecuacion:

p = (Db-Da) / (tb — ta)

donde: p, fue la velocidad de crecimiento de la co-
lonia, Db, fue el diametro de la colonia (mm) en el
tiempo “b”’; Da, correspondio al diametro de la co-
lonia en el tiempo “a”, y “tb y ta” fueron el tiempo
en que se realizo la evaluacion.

Determinacion de la actividad antifiingica como
equivalentes equiparables a Clorotalonil®

La actividad antifungica de las mieles, se trans-
formo a equivalentes de Clorotalonil® (2, 4, 5, 6-te-
trachloroisophthalonitrile), el cual es un fungicida
quimico cominmente empleado para el control de
C. gloeosporioides. Para ello, se determind la inhi-
bicion (%) del crecimiento de este hongo mediado
por el Clorotalonil® a través de la preparacion de
soluciones con las siguientes concentraciones: 0,
0.9,1.8,3.6,5.4y 7.2 mg ml'. Con los datos obte-
nidos se construy6 una curva de calibracion (Figura

1.
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where p was growth rate of the culture, Db was the
diameter of the culture (mm) in time “b”, Da was
the diameter of the culture in time “a”; and “tb”
and “ta” were the time in which the evaluation was
carried out.

Determination of anti-fungal activity was
queivalents comparable to Clorotalonil®

The anti-fungal activity of the honey was
converted to equivalents of Chlorothalonil® (2,
4, 5, 6-tetrachloroisophthalonitrile), which is a
chemical fungicide, commonly used in the control
of C. gloeosporioides. For this, we determined the
growth inhibition (%) of this fungus mediated by
the Chlorothalonil® by prepating solutions with the
concentrations 0, 0.9, 1.8, 3.6, 5.4 y 7.2 mg ml".
Using the data obtained, we created a callibration
curve (Figure 1).

25

y=1.6427x+7.5427
201 R2=0.9202

15 °

10

Inhibicion de C. gloeosporioides (%)

o 1 2 3 4 5 6 71 8
Concentraciones de Clorotalonil® (mg ml™)

Figura 1. Relacion entre la concentracion de Clorotalo-
nil® y el grado de inhibicién del desarrollo de C.
gloeosporioides.

Figure 1. Relation between the concentration of Clorotalo-
nil® and the degree of inhibition of the develop-
ment of C. gloeosporioides.
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Analisis de resultados

Para analizar el diametro de la colonia, la velo-
cidad de crecimiento, inhibicion del crecimiento y
equivalentes de Clorotalonil, se realizé un analisis
de varianza y posteriormente un contraste de me-
dias por Tukey (p<0.05). El programa estadistico
utilizado fue Infostat 2015. Todos los tratamientos
tuvieron nueve repeticiones.

En los tratamientos con miel, se encontrd una
relacion entre la concentracion de este compuesto
y el tamafio alcanzado de la colonia del hongo (=
-0.87, p<0.05), es decir, que el diametro de la co-
lonia fue menor a medida que aumento la concen-
tracion de la miel. A partir del noveno dia (Figura
2), en las concentraciones de 25 y 50% de miel, se
observaron diferencias significativas (p<0.05) en

Analysis of results

To analyze the diameter of the culture, its
growth rate and inhibition, and equivalents of
Chlorothalonil, an analysis of variance was carried
out, followed by a mean comparison using Tukey’s
test (p<0.05). The statistical program used was
Infostat 2015. All treatments had nine repetitions.

In the treatments with honey, a relation was
found between the honey concentration and the
size reached by the fungal culture (r=-0.87, p<0.05)
i.e., the diameter of the culture decreased as the
concentration of honey increased. Starting on day
9 (Figure 2), in the concentrations of 25 and 50%
of honey, significant differences were observed
(p<0.05) in the diameter of the culture amongst the
different types and concentration of honey applied.
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Figura 2. Cinética de crecimiento de C. gloesporioides en diferentes concentraciones de mieles de abeja (concentraciones de

miel: 25%, 50% y 100%).

Figure 2. Growth Kkinetics of C. gloesporioides in different concentrations of honey (honey concentrations: 25%, 50% and

100%).

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2018

427



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLLy BILINGUAL

el didmetro de la colonia entre las mieles aplica-
das. En promedio, el didmetro maximo alcanzado
por la colonia del hongo independientemente del
tipo de miel, fue de 31.1, 20.4 y 3.2 mm para las
concentraciones 25, 50 y 100%, respectivamente, a
diferencia del testigo, que fue de 50 mm (Figura 2).

La velocidad de crecimiento (u) tipica estuvo
en el rango de 0.020 a 0.023 h!, con las concentra-
ciones de miel de 25 y 50%, a diferencia del testigo
que fue de 0.025 h!. Ala concentracion de 100% de
miel, el rango fue de 0.004 h''a 0.008 h''. En gene-
ral, la velocidad de crecimiento de la colonia de C.
gloeosporioides en las mieles, fue 40% menos que
en el testigo (Cuadro 1).

En la actividad inhibidora del desarrollo de la
colonia de C. gloeosporioides, se encontraron di-
ferencias altamente significativas (p<<0.0001) entre
las mieles de los diferentes tipos de abeja encon-
trando, que independientemente de la concen-
tracion de miel, las provenientes de S. mexicana
(Smca y Smic) inhibieron en un 95.2% el desarro-
llo de la colonia de C. gloeosporioides, mientras
que, la miel proveniente de M. solani (Mssjb, y
Msta), M. becheii (Mbtb) y de S. mexicana (Smid
y Smfimb) la accidn inhibitoria fue de 94% a 95%.
Las mieles con porcentajes menores de inhibicion
fueron M. solani (Mslc) y M. becheii (Mbta), con
valores correspondientes de 93.87 y 93.53%, res-
pectivamente. Aun asi, la inhibicién fue alta.

Por tultimo, la actividad antifungica de las mie-
les relacionadas en equivalentes de Clorotalonil®
(eC) estuvo también asociada a la concentracion
de miel (r=0.98, p<0.05). La concentracién maxi-
ma relacionada a eC con accion inhibitoria sobre
C. gloeosporioides, la presentaron las mieles de S.
mexicana (Smca y Smic) con valores de 62.5 mg
ml!, 72.7 mg ml'y 62.5 mg ml!, 72.6 mg ml", res-
pectivamente.

El tiempo transcurrido para el crecimiento de
la colonia de C. gloeosporioides, sin miel, fue de
12 dias para alcanzar el diametro interno de la caja Petri
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On average, the maximum diameters reached by
the fungal cultures, regardless of the honey type,
were 31.1, 20.4 and 3.2 mm for concentrations
25, 50 and 100%, respectively, unlike the control,
which was 50 mm (Figure 2).

Typical growth rate (1) was in the range of 0.020
to 0.023 h'!, with honey concentrations of 25 and
50%, unlike in the control, where it was 0.025 h!.
At a concentration of 100% of honey, the range
was between 0.004 h™'and 0.008 h™'. In general, the
growth rate of the culture of C. gloeosporioides in
honey was 40% less than in the control (Cuadro 1).

For inhibition activity of C. gloeosporioides,
highly significantdifferences were found (p<0.0001)
between the honey from different bees, and it was
also found that regardless of the concentration
of honey, those coming from S. mexicana (Smca
and Smic) inhibited the development of the C.
gloeosporioides by 5.2%, while in honey from M.
solani (Mssjb and Msta), M. becheii (Mbtb) and
from S. mexicana (Smid and Smfmb) inhibition
action was between 94% and 95%. The honey with
the lowest inhibition values were M. solani (Mslc)
and M. becheii (Mbta), with valued of 93.87 and
93.53%, respectively. However, inhibition was still
high.

Finally the anti-fungal activity of the related
honey in equivalents of Chlorothalonil® (eC) was
also related to the concentration of honey (r=0.98,
p<0.05). The highest concentration related to eC
with inhibition action on C. gloeosporioides was
displayed by honey from S. mexicana (Smca and
Smic) with values of 62.5 mg ml!, 72.7 mg ml'y
62.5 mg ml!, 72.6 mg ml"!, respectively.

The time taken for the growth of the C.
gloeosporioides culture without honey to reach the
inner diameter of the Petri dish was 12 days (Figure
2). Unlike the treatments with honey, the growth of
the control displayed a sigmoidal shape.

The reduction in mycelial growth of the fungus
could be related to the bioactive components of
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Cuadro 1. Efecto de la aplicacion de mieles de abeja sobre la velocidad de crecimiento e
inhibicién micelial de C. gloeosporioides y su comparacion con equivalentes Clo-

rotalonil®.

Table 1. Effect of the use of honey on the speed of growth and mycelial inhibition of C.
gloeosporioides and its comparison with Clorotalonil® equivalents.

C - Velocidad de Inhibicion Equivalentes de
Tratamiento oncentracion crecimiento micelial Clorotalonil®
(%) | g
(b (o) (mg ml)
Testigo 0 0.025 a* 0 0
SMCA 25 0.023 be 40.4 i* 29.2 f*
50 0.020 e 66.1c 44.8b
100 0.006 h 95.2 a** 62.5 a**
SMIC 25 0.023 be 39.0 jkl 283 f
50 0.020 ¢ 63.6d 433 ¢
100 0.004 i 95.2 a** 62.5a
SMFMB 25 0.023 be 38.5kl 28.0f
50 0.021 de** 59.1e 40.5d
100 0.007 g 94.6 ab 62.1 a**
SMID 25 0.023 be 39.0 ijkl 283 f
50 0.021 de** 58.5ef 40.2d
100 0.008 £ 94.4 ab 62.1a
MSTA 25 0.024 b 39.8 ijk 288 f
50 0.021 de 57.7 fg 39.5d
100 0.007 g 94.0 ab 61.8a
MSSIB 25 0.023 be 40.0 ij 289 f
50 0.020 e 63.4d 432¢
100 0.007 g 94.6 ab 62.2a
MBTB 25 0.024 b 38.11 278 f
50 0.021 de 583 ef 40.1d
100 0.008 £ 94.7 ab 62.2a
MSLC 25 0.024 b 34811 258¢g
50 0.022 cd 565¢g 38.9d
100 0.007 g 93.8b 61.7a
MBTA 25 0.024 b 33.1m 247 g
50 0.022 cd 543h 37.6e
100 0.007 g 93.5b 6l1.5a

*p<0.05. **Letras iguales indican que no hay diferencia entre medias / *p<0.05. **Same letters

indicate no difference between averages.

(Figura 2). A diferencia de los tratamientos que
tuvieron miel de abeja, el crecimiento del testigo
presentd una forma sigmoidal.

La reduccion en el desarrollo micelial del hongo
podria asociarse con los componentes bioactivos
de la miel, ya que resultados similares se reportaron
en el desarrollo de colonias de los hongos Aspergi-
llus spp y Penicillium spp al incubarse en presencia
de miel de Apis (Olaitan et al., 2007). Lira (2003)
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honey, since similar results were reported in the
development of Aspergillus spp and Penicillium
spp fungal cultures when incubated in the presence
of Apis honey (Olaitan et al., 2007). Lira (2003)
and Jasso et al. (2007, 2011) coincided in that the
inhibiting effect on the growth of the mycelium
of pathogenic fungi for plants lies in the bioactive
compounds of the biological products used, as in
the case of plants.
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y Jasso et al. (2007, 2011) coincidieron en que el
efecto inhibitorio sobre el desarrollo del micelio de
hongos fitopatogenos reside en los componentes
bioactivos de los productos bioldgicos utilizados,
tal es el caso de las plantas.

Las mieles de Scaptotrigona o Melipona, pre-
sentaron potencial para ser usado como producto
con accioén antifiingica al utilizar concentracion de
500 pL de miel por cada 100 mL de solucién, al-
canzando un nivel de inhibicion del 95.0%, com-
parado con los productos comerciales que pueden
aplicarse en un amplio rango de concentraciones
que van de 0.5 mg kg' a 500 mg kg' (Rodriguez
et al., 2008; Warnke et al., 2009).

La accion antifiingica observada sobre el creci-
miento de C. gloeosporioides en presencia de miel
de abeja a diferentes concentraciones podria atri-
buirse a la concentracion de fenoles, flavonoides
y al valor de pH, los cuales han sido reportadas
por Marin et al. (2017). La similitud estructural
de estos compuestos contenidos en la miel con la
reportada por las moléculas quimicas comerciales
utilizadas para el mismo fin (Pérez—Cardenas et al.,
2013; Gregori, 2005) sugiere que el mecanismo de
accion antifungica observada en las mieles estudia-
das en el presente trabajo, podria asociarse en la al-
teracion de la division celular, la permeabilidad de
las membranas celulares y el transporte intracelular
en el micelio fungico.

Las mieles de Scaptotrigona y Melipona, pre-
sentaron un potencial en el control del hongo fito-
patogeno C. gloeosporioides. Ademas, redujeron
la velocidad de crecimiento micelial en un 95%,
siendo 40% mas eficientes que el fungicida comer-
cial Clorotalonil®. El uso de la miel en el control de
hongos patogenos de plantas, podria ser una alter-
nativa de solucion dentro de un manejo integrado.
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Scaptotrigona or Melipona honey showed
potential for use as a product with antifungal
action when using a concentration of 500 pL of
honey for every 100 mL of solution, reaching a
level of inhibition of 95.0%, in comparison with
commercial products that can be applied across a
wide range of concentrations that range from 0.5
mg kg'! to 500 mg kg' (Rodriguez et al., 2008;
Warnke et al., 2009).

The anti-fungal action observed on C.
gloeosporioides growth in the presence of honey
at different concentrations could be due to the
concentration of phenols, flavonoids and pH value,
which have been reported by Marin et al. (2017).
The structural similarity of these compounds found
in the honey with that shown by the commercial
chemical molecules used for the same purpose
(Pérez—Cardenas et al., 2013; Gregori, 2005)
suggests that the antifungal mechanism observed
on the honey studied in this investigation could be
associated with the alteration of cell division, the
permeability of cell membranes and the intracellular
transportation in the fungal mycelium.

Scaptotrigona and Melipona honey showed
a potential for the control of the pathogenic
fungus C. gloeosporioides and also reduces the
mycelial growth rate by 95%, which makes it
40% more efficient than the commercial fungicide
Clorotalonil®. The use of honey in the control
of plant pathogenic fungi could be a solution
alternative within a comprehensive management.

End of the English version ~~—~——~——~—
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Resumen. A partir de muestras de trigo de la
variedad CIRNO C2008 con sintomas de tizon fo-
liar y provenientes del Sur de Sonora, México, se
obtuvieron cuatro aislados de Bipolaris sorokinia-
na y cuatro de Alternaria alternata. Las especies
fingicas se identificaron mediante caracterizacion
morfoloégica y andlisis de secuencias ITS del DNA
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Abstract. From samples of wheat cultivar CIRNO
C2008 with leaf blight symptoms from southern
Sonora, four isolates of Bipolaris sorokiniana
and Alternaria alternata were obtained. The
fungal species were identified by morphological
characterization and ITS sequence analysis of
rDNA. Thirteen bread wheat (Triticum aestivum)
and 6 durum wheat (Triticum durum) cultivars
were inoculated with the eight fungal isolates
under greenhouse conditions. The aggressiveness
of the isolates was assessed using a severity scale
of 1to 9, with 1 being minimal lesions and 9 being
necrosis and generalized chlorosis indicating
susceptibility. Cultivars Vicam S70, Kronstad
F2004, and Rio Bravo C2016 were moderately
resistant to B. sorokiniana; while Barcenas S2002,
Morocco, Borlaug 100 F2014, Bacanora T88,
Luminaria F2012, the advanced line C, Villa Juarez
F2009, Maya S2007, Urbina S2007, PBW343,
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ribosomal. En invernadero, se inocularon los ocho
aislados en 13 variedades de trigo harinero (77i-
ticum aestivum) y 6 de trigo cristalino (7riticum
durum). La agresividad de los aislados se evalud
con una escala de severidad de 1 a 9, donde 1 fue
lesiones minimas y 9 necrosis y clorosis genera-
lizada que indicd susceptibilidad. Las variedades
Vicam S70, Kronstad F2004 y Rio Bravo C2016
fueron moderadamente resistentes a B. sorokinia-
na; en contraste, Barcenas S2002, Morocco, Bor-
laug 100 F2014, Bacanora T88, Luminaria F2012,
la linea avanzada C, Villa Juarez F2009, Maya
S2007, Urbina S2007, PBW343, Nana F2007, Lo-
cal red, Noio y la linea avanzada JC fueron alta-
mente susceptibles. Adicionalmente, se observo
que A. alternata es un patdégeno secundario que
invade las lesiones provocadas por B. sorokiniana.

Palabras clave: tizon foliar, mancha borrosa, pato-
genicidad, severidad.

El trigo (Triticum spp.) es el cereal mas adapta-
do a las diferentes condiciones climatologicas en
el mundo, junto con el maiz (Zea mays), y el arroz
(Oryza sativa) proveen el 75% de los carbohidratos
que requiere la alimentacion humana. Sin embargo
se estima que un 30% de la produccion mundial de
trigo es afectada por factores bidticos como las pla-
gas y enfermedades que causan graves pérdidas en
los rendimiento (Bockus et al., 2010); dentro de sus
principales enfermedades se encuentran las causa-
das por hongos que causan royas, carbones, tizones
foliares y pudriciones radiculares (Zillinsky, 1984).
Los tizones en trigo son enfermedades foliares que
se distribuyen mundialmente y son particularmen-
te agresivos cuando la humedad relativa es alta, la
temperatura de 20 °C (Zillinsky, 1984), y una baja
fertilidad del suelo (Duveiller y Garcia-Altamira-
no, 2000).
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Nana F2007, Local Red, Noio and JC advanced
line were highly susceptible. Additionally, it was
observed that 4. alternata is a secondary pathogen
that invades the lesions caused by B. sorokiniana.

Key words: leaf blight, spot blotch, pathogenicity,
severity.

Wheat (Triticum spp.) is the cereal with the
greatest adaptation to different weather conditions
in the world. Along with maize (Zea mays) and rice
(Oryzasativa), it provides 75% of the carbohydrates
required for human nutrition. However, it is
estimated that around 30% of the world’s wheat
production is affected by biotic factors such as pests
and diseases that cause important losses in yields
(Bockus et al., 2010); some of their most important
diseases are caused by fungi that cause rust, smut,
leaf blight and root rotting (Zillinsky, 1984).

Blights in wheat are diseases that spread across
the globe and are particularly aggressive when
relative humidity is high, the temperature is around
20 °C (Zillinsky, 1984), and soil fertility is low
(Duveiller and Garcia-Altamirano, 2000).

CIRNO C2008 is the main cultivar of durum
wheat planted in the north of the country, due to
its high yield, which has been over 8% higher
than in the commercial cultivar Jipare C2001
(Figueroa et al., 2010). However, it is starting to
be replaced by the wvarieties Quetchehueca Oro
C2013 (Fuentes-Davila et al., 2014) and Baroyeca
Oro C2013 (Chavez Villalba et al., 2015) due to its
susceptibility to leaf rust and yellow rust.

Villa-Rodriguez et al. (2016), reported B.
sorokiniana as the causal agent of spot blotch in
wheat in the Yaqui Valley, Sonora. However, in
other areas of Mexico, Duveiller and Dubin (2002),
reported as related to the same disease, fungi such
as Alternaria spp. and Pyrenophora tritici-repentis.
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CIRNO C2008, es la principal variedad de trigo
cristalino sembrada en el norte del pais debido a su
alto rendimiento, el cual ha sido superior en 8% a
la variedad comercial Jupare C2001 (Figueroa et
al., 2010). Sin embargo, estd empezando a ser re-
emplazada con las variedades Quetchehueca Oro
C2013 (Fuentes-Davila et al., 2014) y Baroyeca
Oro C2013 (Chavez-Villalba et al., 2015) debido
a su susceptibilidad a la roya de la hoja y a la roya
amarilla.

Villa-Rodriguez et al. (2016), reportaron a B.
sorokiniana como agente causal de la mancha bo-
rrosa en trigo en el Valle del Yaqui, Sonora. Sin
embargo, en otras regiones de México Duveiller y
Dubin (2002), reportaron asociados a la misma en-
fermedad a hongos como Alternaria spp. y Pyre-
nophora tritici-repentis.

La estrategia de control de enfermedades causa-
das por tizones, incluida la mancha borrosa, se basa
en un enfoque integrado, donde la resistencia gené-
tica es un elemento importante. La resistencia a es-
tas enfermedades por genotipos de alto rendimien-
to no es satisfactoria (Saari, 1998), se afirma que el
tizon foliar es causado por al menos una especie de
hongos del género Alternaria, pero se desconoce
que especies estan involucradas y si solo se trata de
ese género. Por lo que se plantearon los siguientes
objetivos: identificar el agente causal de la enfer-
medad en muestras provenientes del sur de Sonora
y determinar la agresividad del o los patégenos en
variedades comerciales y lineas avanzadas de trigo
en condiciones de invernadero.

En los ciclos otofio-invierno 2014 y 2015, se
recolectaron cincuenta muestras de trigo de la var.
CIRNO C2008 en espigamiento y con sintomas de
tizon foliar en campos agricolas y experimentales
del sur de Sonora, México. Los sintomas que ex-
hibian las muestras recolectadas fueron: lesiones
pequefias y ovales de color marron oscuro y con el
centro color marrén claro, acompanadas de clorosis
en etapas avanzadas (Dickson, 1956).
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The strategy to control diseases such as blight,
including spot blotch, is based on an integrated
approach, where genetic resistance is an important
element. Resistance to these diseases by high
yielding genotypes is not satisfactory (Saari, 1998);
leaf blight is said to be caused by at least one fungal
species of the genus Alternaria, although what
species are involved, or if it is only that genus,
is unknown. Therefore, the following goals have
been established: identifying the causal agent of
the disease in samples from southern Sonora, and
to determine the aggressiveness of the pathogen or
pathogens in commercial cultivars and advanced
wheat lines under greenhouse conditions.

In the 2014 and 2015 autumn-winter cycles, fifty
samples were collected of the cv. CIRNO C2008
at heading stage with symptoms of leaf blight in
agricultural and experimental fields in the south
of the state of Sonora, Mexico. The symptoms
displayed by the samples were small, dark maroon
colored lesions with a light maroon center, along
with chlorosis in advanced stages (Dickson, 1956).

Using a stereoscopic microscope, the tissue was
searched for the presence of conidia and transferred
to Petri dishes with a potato-dextrose-agar (PDA)
medium (Difco®, France).

DNA extraction was performed using the
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen®, EE.UU.) using
the method reported by the manufacturer. For this,
the mycelium with 7 days of growth was carefully
detached from a Petri dish, which was deposited in
a sterile mortar and macerated with liquid nitrogen.
For the PCR we used primers ITS5 and ITS4
(White et al., 1990).

The four isolates of B. sorokiniana and the four
A. alternata isolates were purified and increased,
and the conidia were collected directly from the
Petri dishes with mycelial growth by scraping with
a spatula and adding distilled water. This conidia
suspension was filtered through two layers of
cheesecloth to eliminate fragments of the fungus
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Con un microscopio esterecoscopico se buscod
la presencia de conidios en el tejido los cuales se
transfirieron a cajas Petri con medio de cultivo
papa dextrosa agar (PDA) (Difco®, Francia).

La extraccion de DNA se realizd usando
el DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen®, EE.UU.) me-
diante la metodologia reportada por el fabricante.
Para ello, se desprendi6 cuidadosamente el micelio
de una caja Petri con crecimiento de 7 dias, el cual
se depositd en un mortero estéril y se macerd con
nitrégeno liquido. Para la PCR se utilizaron los pri-
mers [TSS e ITS4 (White ef al., 1990).

Los cuatro aislados de B. sorokiniana y los cua-
tro de A. alternata se purificaron e incrementaron
y los conidios se recolectaron directamente de las
cajas Petri con crecimiento micelial mediante el
raspado con una espatula y adicién de agua destila-
da. Esta suspension de conidios se filtr6 a través de
dos capas de manta de cielo para eliminar fragmen-
tos del hongo y de medio de cultivo, ajustandose a
una concentracion de 10° conidios mL' usando un
hematocitometro, anadiendo ademas una gota de
Tween 20® (Cardona y Gonzalez, 2008).

Para las pruebas de patogenicidad se sembraron
19 variedades de trigo bajo un disefio experimental
completamente al azar, y se tomo la segunda hoja
en estado de plantula como base para la evaluacion,
dentro de las cuales fueron: 13 variedades de tri-
go harinero y 6 variedades de trigo cristalino. Por
cada variedad se sembraron 5 semillas en sustrato
esterilizado para evaluar 5 plantulas; se sembraron
8 repeticiones por cada clasificacion (harineros y
cristalinos) y 3 repeticiones por cada uno de los ais-
lados fungicos. El experimento se repitié dos veces
bajo condiciones de invernadero.

La inoculacion se realizdo por aspersion de
acuerdo a lo descrito por Singh et al. (1996) y fue
en volumenes iguales de suspension de conidios de
15 mL por aislado directo a cada charola de ger-
minacion, las cuales posteriormente se trasladaron

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2018

and culture medium, adjusted to a concentration
of 10° conidia mL"' using a hematocytometer,
also adding a drop of Tween 20® (Cardona and
Gonzalez, 2008).

For pathogenicity tests, 19 wheat cultivars were
planted under a totally randomized experimental
design, and the second leaf in a seedling stage
was taken as a basis for the evaluation, within
which there were 13 cultivars of bread wheat and
6 cultivars of durum wheat. For each cultivar,
5 seeds were planted in a sterilized substrate to
evaluate 5 seedlings; 8 repetitions were planted for
each classification (bread and durum) along with 3
repetitions for each one of the fungal isolates. The
experiment was carried out twice under greenhouse
conditions.

Inoculation was carried out by spraying,
according to descriptions by Singh et al. (1996)
and it was in equal volumes of 15 mL conidial
suspension for every isolate directly to each
germination tray, which were then transferred
to a controlled environment incubation chamber
with a relative humidity of 100%, with the aid
of an ultrasonic HU-820A humidifier (Samsung
Electronic®, Korea), and an average temperature of
between 19 and 21 °C for 48 h. They were later
transported to the greenhouse, where they were
kept at a temperature that ranged between 21 and 30 °C
for 15 days until signs and symptoms appeared.

Evaluations began five days after inoculation,
requiring the use of the severity scale proposed
by Perelld et al. (1998), where: 1 = free of
infections to minimum spots; 2 = 1 to 5%; 3 =5
to 12%; 4 = 12 to 20%; 5 = 20 to 35%; 6 = 35
to 45%; 7 = 45 to 60%; 8 = 60 to 80%; 9 = over
80% of the foliar area affected with necrosis and
generalized chlorosis. The data were converted into
percentages and underwent an ANOVA analysis
of variance using the program SAS 9.1.3 (SAS
Institute®,U.S.A.). In order to stratify the results,
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a una camara de incubaciéon con ambiente contro-
lado con humedad relativa de 100% con ayuda de
un humificador ultraséonico HU-820A (Samsung
Electronic®, Corea) y temperatura media de 19
a 21 °C por 48 h. Después se trasladaron al inver-
nadero donde se mantuvieron hasta la aparicion de
sintomas y signos a una temperatura que oscil6 de
21 a 30 °C por 15 dias.

Las evaluaciones se iniciaron cinco dias después
de la inoculacion, para lo cual se utilizo la escala de
severidad propuesta por Perelld e al. (1998) don-
de: 1 =1libre de infeccidon a minimas manchas; 2 =1
a5%;3=5a12%;4=122a20%;5=20a35%; 6=
35a45%;7=45a60%; 8 =60 a 80%; 9 =mas del
80% del area foliar afectada con necrosis y clorosis
generalizada. Los datos se transformaron a porcen-
taje y se les realiz6 analisis de varianza ANOVA
con el programa SAS 9.1.3 (SAS Institute®, EUA).
Para estratificar los resultados se hizo comparacion
de medias de las variedades y aislados mediante la
prueba de Fisher (LSD) (p<0.05).

En el tejido foliar se aislaron hongos anamor-
ficos de los géneros Bipolaris y Alternaria debido
a la forma de los conidios caracteristicos que tiene
cada uno de ellos y al tipo de germinacion para el
caso de Bipolaris..

Zillinsky (1984), Duveiller y Garcia-Altami-
rano (2000), Sharma y Duveiller (2004), y Mehta
(2014) coincidieron con que el tnico agente causal
de la enfermedad conocida como “Spot blotch” es
Bipolaris sorokiniana, sin embargo, en este estudio
se detecto la presencia de 4. alternata, que puede
participar como saprofito o potenciador del dafio.
Singh et al. (1996) consideraron so6lo a Alternaria
triticina como el hongo patogénico asociado al ti-
zon foliar. Mientras que Mehta (2014) afirm6 que
A. alternata se asocia a B. sorokiniana para provo-
car el sintoma de punta negra en el grano de trigo,
el cual ocasiona el ennegrecimiento del embrion.

De los aislados obtenidos en este estudio, cuatro
se identificaron como B. sorokiniana y cuatro como
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the means were compared isolated using Fisher’s
test (LSD) (P<0.05).

In the foliar tissue, we isolated anamorphic
fungi of the genera Bipolaris and Alternaria due
to the shape of the characteristic conidia that each
one has, and to the type of germination for the case
of Bipolaris.

Zillinsky (1984), Duveiller and Garcia-
Altamirano (2000), Sharma and Duveiller (2004),
and Mehta (2014) coincided in that the only
causal agent of the disease known as spot blotch
is Bipolaris sorokiniana, although this study found
the presence of A. alternata, which can participate
as a saprophyte or damage enhancer. Singh et al.
(1996) considered only Alternaria triticina es the
pathogenic fungus related to leaf blight. Meanwhile,
Mehta (2014) claimed that A. alternata is related to
B. sorokiniana to promote the black dot symptom
in wheat grain, which causes the blackening of the
embryo.

Out of the isolates obtained in this study, four
were identified as B. sorokiniana and four as A.
alternata, according to the analysis of the ITS
sequences of the ribosomal DNA. The comparison
in the BLASTn of the sequences obtained with
accession numbers MF036007-MF036010, showed
an identity of 99 to 100% with other ITS sequences
of B. sorokiniana deposited in the database of the
GenBank. Meanwhile, the ITS sequences with
an accession numbers of MF036011-MF036014
presented 100% of identity with the sequences
deposited in the GenBank, which confirmed the
result of the morphological identification of the
fungal isolates.

Symptoms were clearly observed in inoculated
seedlings with the B. sorokiniana isolates, where
the disease reached levels of severity of 100% in
some genotypes 13 days after inoculation. With
this, we standardized temperatures for inoculation
and development of the infection process of B.
sorokiniana and A. alternata in the greenhouse,
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A. alternata de acuerdo al andlisis de las secuen-
cias ITS del DNA ribosomal. La comparacion en el
BLASTn de las secuencias obtenidas con niimeros
de acceso MF036007-MF036010, mostraron de
99 a 100% de identidad con otras secuencias ITS
de B. sorokiniana depositadas en la base de datos
del GenBank. Entretanto, las secuencias ITS con
numero de acceso MF036011-MF036014 presen-
taron 100% de identidad con las secuencias depo-
sitadas en el GenBank, lo que confirm¢ el resulta-
do de la identificacion morfologica de los aislados
fungicos.

Los sintomas se observaron claramente en las
plantulas inoculadas con los aislados de B. soro-
kiniana, donde la enfermedad alcanzo niveles de
severidad del 100% en algunos genotipos a los 13
dias después de la inoculacién. Con esto, se estan-
darizaron las temperaturas para la inoculacion y de-
sarrollo del proceso de infeccion de B. sorokiniana
y A. alternata en invernadero, las cuales fueron de
19 a 21 °C y humedad de 100% por 48 h.

En 2013, la precipitacion pluvial en el sur de
Sonora fue de baja a escasa por lo que la region
es caracterizada como un clima seco y la enferme-
dad era considerada secundaria (INIFAP, 2016). En
2014 y 2015, la humedad relativa de la region fue
alta (60 a 100%), por lo que la enfermedad se pre-
sentd de manera contundente (Villa-Rodriguez et
al., 2016). Por su parte, Dubin y Bimb (1994) sefia-
laron que en las regiones donde el trigo se cultiva
en condiciones de poca lluvia, C. sativus (anamorf:
B. sorokiniana) no solo puede causar pudricion de
la raiz, sino que también se transmite por semilla,
enfermedad que es conocida como punta negra de
los cereales. Por lo que el hongo muestra una gran
capacidad de adaptacién a las condiciones presen-
tes en el sur de Sonora.

Se presentaron diferencias significativas entre
los aislados evaluados. El aislado 3 de B. soroki-
niana fue el mas agresivo en comparacion con el
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which were between 19 and 21 °C with a humidity
of 100% for 48 h.

In 2013, rainfall in southern Sonora ranged
from low to scarce, and therefore the region has a
characteristically dry weather, and the disease was
considered secondary (INIFAP, 2016). In 2014
and 2015, the relative humidity of the region was
high (60 to 100%), and therefore the diseased was
overwhelming (Villa-Rodriguez et al., 2016). On
the other hand, Dubin and Bimb (1994) pointed
out that in regions in which wheat is grown under
conditions of scarce rainfall, C. sativus (anamorph:
B. sorokiniana) can not only cause rotting of the
root but is also transmitted via the seeds, a disease
known as black point in cereals. The fungus,
therefore, displays a great ability to adapt to the
conditions found in southern Sonora.

Significant differences were observed between
the isolates evaluated. Isolate 3 of B. sorokiniana
was the most aggressive than isolate 4. Meanwhile,
isolates 1 and 2 were similar to each other (Table 1).
This agrees with findings in studies by Zhong and
Steffenson (2001), Chand et al. (2003), Ghazvini
and Tekauz (2007), in which they indicated the
variability of B. sorokiniana isolates due to the lack
of clear virulence patterns. This leads to suppose
that the natural populations could be the result of
genetic exchange through the parasexual exchange
in the fungus population (Maraite et al., 1998;
Duveiller and Garcia-Altamirano, 2000).

Oliveira et al. (2002) and Gyawali et al. (2012)
found high genetic variability between the B.
sorokiniana isolates in studies using the random
amplification of polymorphic DNA, or RAPD,
which explains the difference between isolates
3 and 4, observing that isolate 3 caused higher
percentages of severity, although there was a large
difference between them, since they displayed
an average severity of 75% by the isolate 3, and
40% by isolate 4. By contrast, Mann et al. (2014)
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aislado 4. Mientras que los aislados 1 y 2 fueron
similares entre si (Cuadro 1). Lo anterior concuer-
da con lo obtenido en los estudios de Zhong y Ste-
ffenson (2001), Chand et al. (2003), Ghazvini y
Tekauz (2007), donde indicaron la variabilidad de
aislados de B. sorokiniana al no mostrar patrones
de virulencia claros. Esto nos permite suponer que
las poblaciones naturales podrian ser el resultado
de intercambio genético a través de la recombina-
cion parasexual en la poblacion de hongos (Maraite
et al., 1998; Duveiller y Garcia-Altamirano, 2000).

Oliveira et al. (2002) y Gyawali et al. (2012)
encontraron variabilidad genética alta entre los ais-
lados de B. sorokiniana en estudios usando la am-

reported a low variability between isolates that
they evaluated and concluded that there have
been no genetic changes in the population of the
pathogen in the last 15 years. This could explain
the behavior of isolates 1 and 2, which displayed
less aggressiveness, with an average of 51 and
53%, respectively.

The four isolates of B. sorokiniana turned
out to be pathogenic for the 19 wheat cultivars
and they also showed statistically significant
differences (P=0.0001) in terms of aggressiveness.
Likewise, under greenhouse conditions, it was
possible to differentiate and select genotypes such
as highly susceptible, susceptible, moderately

Cuadro 1. Severidad de la infeccién de cuatro aislados de Bipolaris sorokiniana en variedades de trigo harinero

y cristalino.

Table 1. Severity of the infection of four Bipolaris sorokiniana isolates in bread and durum wheat cultivars.

Harineros Aislado 1 Aislado 2 Aislado 3 Aislado 4
Kronstad F2004 33 stuv® 29t 45s 195s
Urbina S2007 58.2 Imnop 59.7 ghijklm 92.5 abcde 47.8 klmn
Nana F2007 29 tuvwx 74 ab 91 bede 52.5 cdefg
Villa Juarez F2009 64.5 efghij 54 ijklmn 94 abed 27.5 opqr
Borlaug 100 F2014 63.2 bedefg 55 ijklmn 86.2 ab 46.5 ghij
Linea avanzada C 66.5 defghi 64 cdefg 94.5 abed 50 defgh
PBW343 80 a 72 abcde 92 bede 54 bede
Bacanora T88 76 ba 73.5 abc 95 abc 53 cdef
Morocco 57.5 jklmn 64.5 bedefg 100 a 54.5 bede
Bércenas S2002 65 efghij 77.5a 100 a 58 be
Luminaria F2012 60 ghijkl 72.5 abed 95 abc 61.5b
Maya S2007 69 tbdec 80 a 93.5 abcde 69.5a
Vicam S70 26.5 uvwx 29.5ts 33t 21.61s
Cristalinos Aislado 1 Aislado 2 Aislado 3 Aislado 4
CIRNO C2008 29 fgh 27.5 gf 68.5f 24 f
Conasist C2015 35ef 34 ef 66 f 29 def
Rio bravo C2016 24.5h 235¢g 48.5h 32.5 cde
Linea avanzada JC 45.5cd 48 cd 90 be 435D
Local red 84 a 79.5a 100 a 60.5 a
Noio 53.5b 62b 91.5b 545a

*Medias con la misma letra en cada columna no son diferentes significativamente de acuerdo con la prueba LSD
(P<0.05) / *Means with the same letter in each column are not significantly different, according to the LSD test

(P<0.05).
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plificacion aleatoria de ADN polimoérfico (RAPD,
por sus siglas en inglés) con lo que se explica la
diferencia entre los aislados 3 y 4, observandose
que el aislado 3 caus6 mayores porcentajes de se-
veridad, sin embargo, hubo una gran diferencia en-
tre ellos, ya que mostraron una media de severidad
de 75% en el aislado 3,y de 40% en el aislado 4. En
contraste, Mann et al. (2014) reportaron una varia-
bilidad baja entre los aislados que evaluaron y con-
cluyeron que no hay cambios genéticos en la pobla-
cion del patdgeno durante los ultimos 15 afios. Esto
podria explicar el comportamiento de los aislados
1 y 2, los cuales mostraron menor agresividad con
una media de 51 y 53%, respectivamente.

Los cuatro aislados de B. sorokiniana resulta-
ron ser patogénicos para las 19 variedades de trigo,
ademas que mostraron diferencias estadisticamen-
te significativas (P=0.0001) en cuanto a agresivi-
dad. Asimismo, bajo condiciones de invernadero
se pudo diferenciar y seleccionar a los genotipos
como: altamente susceptibles, susceptibles, mo-
deradamente susceptibles y moderadamente re-
sistentes. Sin embargo, las plantas inoculadas con
A. alternata no mostraron diferencias estadisticas
significativas, de tal forma que no se pudo caracte-
rizar la severidad de la enfermedad en las distintas
variedades de trigo evaluadas.

La evaluacion en la presente investigacion se
realizé6 tomando como patrén los sintomas carac-
teristicos de la enfermedad, los cuales son lesiones
pequefias marrén oscuro, de 1-2 mm de longitud,
sin un margen clorético. En los genotipos suscep-
tibles, estas lesiones se extendieron rapidamente
para formar manchas ovales alargadas de color ma-
rrén claro y oscuro que alcanzaron varios centime-
tros de longitud antes de la coalescencia resultando
en la muerte del tejido. Se apreci6é una abundante
produccion de conidios en las lesiones viejas acom-
panadas de clorosis que se difunde desde el bor-
de de la lesion, esto pudo deberse a la produccion
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susceptible and moderately resistant. However,
plant inoculated with 4. alfernata did not display
significant differences, and so it was not possible
to characterize the severity of the disease in the
different wheat cultivars evaluated.

The evaluation in this investigation was carried
out taking as a pattern the characteristic symptoms
ofthe disease, which are small, dark maroon lesions,
1 to 2 mm in length, without a chlorotic margin.
In susceptible genotypes, these lesions extend
quickly to form light and dark maroon, elongated,
oval stains that reach up to several centimeters in
length before coalescing, resulting in tissue death.
Abundant conidia were produced in the old lesions,
along with chlorosis that spreads from the edge of
the lesion, which could be caused by the production
of toxins, as stated by Mercado-Vergnes et al.
(2006). These symptoms are produced depending
on the type of host, although they coalesce in the
same way, regardless of the genotype (Mercado-
Vergnes et al., 2006).

All cultivars displayed significant differences to
the susceptibility of B. sorokiniana, although isolate
3 was observed to be the most aggressive. The
resistant cultivars to isolate 3 could be considered
in a future experiment on selection for resistance.
Meanwhile, isolates 1, 2 and 4 had significant
differences in severity with isolate 3.

Based on the Fetch and Steffenson scale (1999),
cultivars are considered highly susceptible when
their percentage is higher than 90%, establishing
the cvs. Barcenas S2002, Morocco, Bacanora T88,
Luminaria F2012, advanced line C, Villa Juarez
F2009, Maya S2007, Urbina S2007, PBW343, and
Nana F2007 in this range (Table 1).

No bread wheat cultivars were observed to be
resistant to the evaluated isolates of B. sorokiniana,
although the cvs. Vicam S70 and Kronstad F2004
behaved as moderately resistant. The remaining
bread wheat cultivars were moderately susceptible
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de toxinas como lo afirmé Mercado-Vergnes et al.
(20006). Este tipo de sintomas se producen depen-
diendo del tipo de hospedante, pero llegan a coa-
lescer de la misma forma, independientemente del
genotipo (Mercado-Vergnes et al., 2006).

Todas las variedades mostraron diferencias sig-
nificativas a la susceptibilidad a B. sorokiniana, sin
embargo, se observo que el aislado 3 fue el mas
agresivo. Las variedades resistentes al aislado 3
podrian ser consideradas posteriormente en un ex-
perimento de seleccion para resistencia. Entretanto
los aislados 1, 2 y 4 tuvieron diferencias significa-
tivas de severidad en comparacidn con el aislado 3.

Con base en la escala de Fetch y Steffenson
(1999), se considera a las variedades altamente sus-
ceptibles al tener un porcentaje mayor al 90%, es-
tableciendo en este rango a las variedades de trigo
harinero Barcenas S2002, Morocco, Bacanora T8S,
Luminaria F2012, la linea avanzada C, Villa Jua-
rez F2009, Maya S2007, Urbina S2007, PBW343
y Nana F2007 (Cuadro 1).

No se observaron variedades de trigo harinero
resistentes a los aislados evaluados de B. soroki-
niana, sin embargo, las variedades Vicam S70 y
Kronstad F2004, se comportaron como modera-
damente resistentes. El resto de las variedades de
trigo harinero fueron moderadamente susceptibles
y susceptibles. Los resultados obtenidos se funda-
mentan con lo mencionado por Da Luz y Bergs-
trom (1986) y Duveiller y Dubin (2002), quienes
observaron variaciones de la agresividad del pato-
geno y que estas no tienen relacion con el genotipo
evaluado.

En cuanto a los trigos cristalinos, las variedades
altamente susceptibles fueron Local Red, Noio y la
linea avanzada JC, mientras que Rio Bravo C2016
se consideré como moderadamente resistente. De
acuerdo a la escala de Fetch y Steffenson (1999), la
variedad CIRNO C2008 se comportd como mode-
radamente susceptible a B. sorokiniana.
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and susceptible. The results obtained are based
on statements by Da Luz and Bergstrom (1986)
and Duveiller and Dubin (2002), who observed
variations in the aggressiveness of the pathogen
and the fact that they have no relation with the
genotype evaluated.

Regarding durum wheat, the cvs. Local Red,
Noio and advanced line JC were highly susceptible,
while Rio Bravo C2016 was considered moderately
resistant. According to the Fetch nd Steffenson scale
(1999), cv. CIRNO C2008 behaved as moderately
susceptible to B. sorokiniana.

Cultivars Barcenas S2002 and Morocco reached
100% severity for Bipolaris sorokiniana. The
cultivar Borlaug 100 F2014 is resistant to leaf rust
and yellow rust, as well as a moderate resistance
to Karnal bunt and black point, including B.
sorokiniana and Alternaria spp. (Mehta, 2014).
According to Valenzuela-Herrera et al. (2012), the
cv. Villa Juarez F2009 presents the same resistance
as Borlaug 100 F2014, and it is considered
moderately susceptible to the black point in grains.
However, in this investigation, both cultivars were
susceptible, showing maximum infection levels of
94 and 86%, respectively, to the infection by B.
sorokiniana.

Solis-Moya et al. (2014) observed that the cvs.
Luminaria F2012, Maya S2007 and Urbina S2007
are resistant to linear yellow rust and moderately
resistant to leaf rust, although they do not mention
resistance to blight, although in this study, these
cultivars behave as susceptible to B. sorokiniana.

The cv. PBW343 is reported as moderately
resistant to leaf rust and yellow rust, but susceptible
to Ug99 stem rust and resistant to RTR stem rust
in Mexico (Huerta-Espino and Singh, 2000), but in
this investigation, it behaved as highly susceptible
to B. sorokiniana.

The cv. Vicam S70 is considered resistant to
spot blotch, but susceptible to yellow rust and leaf
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Las variedades Barcenas S2002 y Morocco al-
canzaron el 100% de severidad a Bipolaris soroki-
niana. La variedad Borlaug 100 F2014 posee re-
sistencia a roya de la hoja y roya amarilla, ademas
de tener una moderada resistencia al carbon parcial
y a la punta negra dentro de las cuales se incluye
a B. sorokiniana y Alternaria spp. (Mehta, 2014).
Segtin Valenzuela-Herrera et al. (2012), la variedad
Villa Juarez F2009 presenta la misma resistencia
de Borlaug 100 F2014, y es considerada modera-
damente susceptible a la punta negra del grano. Sin
embargo, dentro de esta investigacion ambas va-
riedades fueron susceptibles mostrando niveles de
infeccion maximos de 94 y 86% respectivamente a
la infeccidn por B. sorokiniana.

Solis-Moya et al. (2014) observaron que las
variedades Luminaria F2012, Maya S2007 y Ur-
bina S2007 son resistentes a la roya lineal amarilla
y moderadamente resistentes a la roya de la hoja,
pero no mencionaron la resistencia a tizones, aun-
que, en este estudio esas variedades se comporta-
ron como susceptibles a B. sorokiniana.

La variedad PBW343 se reporta como mode-
radamente resistente a la roya de la hoja y roya
amarilla, pero susceptible a la roya del tallo raza
Ug99 y resistente a la raza RTR de roya del tallo
en México (Huerta-Espino y Singh, 2000), pero
en esta investigacion se comporté como altamente
susceptible a B. sorokiniana.

La variedad Vicam S70 es considerada como
resistente a la mancha borrosa, pero susceptible a
la roya amarilla y roya de la hoja, lo cual coincide
con los resultados obtenidos en este experimento,
ya que su reaccion fue de moderada resistencia a
B. sorokiniana. Local red es considerada como sus-
ceptible a royas del trigo y es utilizado como pro-
genitor en los programas de mejoramiento genético
de trigo (Barcenas-Santana et al., 2016); Susten-
tando con esto a los resultados obtenidos y clasi-
ficando a Local Red como altamente susceptible a
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rust, which coincides with the results obtained in
this experiment, since its reaction was of moderate
resistance to B. sorokiniana. Local red is considered
susceptible to wheat rusts and us used as a parent
in wheat breeding programs (Barcenas-Santana et
al., 2016); this is based on the results obtained and
classifying Local Red as highly susceptible to B.
Sorokiniana. Likewise, the cultivar of durum wheat
Noio used experimentally as susceptible to stem
rust, but resistant to leaf rust and yellow rust; in this
study it behaved as susceptible to B. sorokiniana.
Within the resistance to B. sorokiniana in durum
wheat, it was observed that advanced line JC
is highly susceptible and Conasist C2015 is
moderately resistant.

On the other hand, for the case of isolates of A.
alternata, a variance analysis was not performed,
since most of these had a low percentage of severity
according to the scale used, which ranged between
1 and 5%, and were therefore considered as not
significant.

Villa-Rodriguez et al. (2016) claimed that
variable temperatures with increases of +1 °C in
the average temperature and a relative humidity of
60 to 100% in 2014 and 2015 were probably the
main driving force behind the epidemic of spot
blotch in wheat in southern Sonora.

This study found that the main causal agent of
the spot blotch in wheat in southern Sonora was
Bipolaris sorokiniana. Also, Alternaria alternata
is a secondary fungus related to the development
of the disease caused by B. sorokiniana; likewise,
quantitative differences were observed in the
aggressiveness of the four isolates of Bipolaris
sorokiniana evaluated in this study.

End of the English version ~~—~—~—~—
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B. sorokiniana, asimismo, la variedad de trigo duro
Noio utilizada experimentalmente como como sus-
ceptible a la roya del tallo, pero resistente a la roya
de la hoja y roya amarilla en esta investigacion se
comportd susceptible a B. sorokiniana.

Dentro de la resistencia a B. sorokiniana en los
trigos cristalinos se observo que la linea avanzada
JC es altamente susceptible y Conasist C2015 mo-
deradamente resistente.

Por otra parte, para el caso de los aislados de
A. alternata, no se realizd un analisis de varianza
debido a que la mayoria de estas tuvieron un por-
centaje de severidad bajo segtn la escala utilizada,
los cuales estuvieron entre 1 y 5%, considerandose
como no significativos.

Villa-Rodriguez et al. (2016) afirmaron que
temperaturas variables con incrementos de +1 °C
de la temperatura media y humedad relativa del 60
al 100% que se presentaron en 2014 y 2015, fueron
probablemente las principales fuerzas impulsoras
de la epidemia de mancha borrosa en trigo en el sur
de Sonora.

Con el presente estudio se encontrd que el prin-
cipal agente causante de la mancha borrosa del trigo
en el sur de Sonora fue Bipolaris sorokiniana. Ade-
mas, Alternaria alternata es un hongo secundario
asociado al desarrollo de la enfermedad causada
por B. sorokiniana, de igual forma se observaron
diferencias cuantitativas en la agresividad de los
cuatro aislados de Bipolaris sorokiniana evaluados
en este estudio.
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Resumen. El objetivo de este estudio fue deter-
minar el efecto de tres especies de Trichoderma
cuando se aplican solas y cuando se confrontan con
tres fitopatdogenos, sobre el crecimiento y calidad
del fruto de jitomate. El sustrato de las plantas se
inoculd con Trichoderma spp. solas y en confron-
tacion con Alternaria solani, Fusarium oxysporum
y Phytophthora infestans. En planta, se determino
la altura y peso, longitud y peso de raices, contenido
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Abtract. The objective of this study was to
determine the effect of three Trichoderma species
when applied alone and when are confronted
with three phytopathogens on plant growth and
tomato fruit quality. The substrate of the plants
was inoculated with 7Trichoderma spp. alone and
together in confrontation with Alternaria solani,
Fusarium oxysporum y Phytophthora infestans.
In plant, the height and weight, length and weight
of roots, total chlorophyll content in leaves, and
yield were determined. Fruits were characterized
by color, weight, size, total soluble solids (TSS),
titratable acidity, firmness and bromatological
composition. Plants inoculated with Trichoderma
showed significant increases in most of the
variables evaluated, where 7. longibrachiatum
significantly promoted the growth plants (height >
13%) and yield (14%), obtaining fruits with higher
titratable acidity and lower TSS content. Pathogens
decreased yield (23%). Diameter,
and protein content in fruits increased with the

firmness
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total de clorofila en hojas y rendimiento. Los frutos
se caracterizaron por color, peso, tamafo, solidos
solubles totales (SST), acidez titulable, firmeza y
composicion bromatologica. Las plantas inocu-
ladas con Trichoderma, mostraron incrementos
significativos en la mayoria de las variables de
respuesta evaluadas, donde 7. longibrachiatum
promovié significativamente el crecimiento de la
planta (altura >13%) y el rendimiento (14%), ob-
teniendo frutos con mayor acidez titulable y menor
contenido de SST. Los patdégenos redujeron el ren-
dimiento (23%). El didmetro, firmeza y contenido
de proteina en frutos, se incremento con la inocula-
cion de Trichoderma. El color y fibra en frutos no
resultaron afectados por los tratamientos. Las cepas
de Trichoderma, mostraron potencial para mejorar
la calidad del fruto.

Palabras clave: antagonistas, fitopatogenos, SST,
firmeza, analisis bromatologico.

Las plantas de jitomate (Solanum lycopersicon
L.) son susceptibles a diversos patdgenos, dentro
de los cuales, destacan algunos hongos causantes
de enfermedades que bloquean los haces vascula-
res de las plantas, evitando el flujo normal de agua
y nutrientes, lo cual se refleja en un crecimiento
reducido, baja produccion de frutos, entre otros
(Yadeta y Thomma, 2013; Shafique et al., 2016).
Los fungicidas quimicos son los mas usados para
el control de estos patégenos con resultados satis-
factorios, con algunas limitantes como la induc-
cion del desarrollo de resistencia por parte de los
patégenos, muerte de microorganismos benéficos,
contaminacion de suelos agricolas y otros efectos
negativos (Shafique et al., 2016). Para atender es-
tas limitantes, se ha propuesto como método al-
ternativo el control bioldgico, mediante el uso de
hongos y bacterias antagonistas. En el grupo de los
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inoculation of Trichoderma. Color and fiber in
fruits were not affected by treatments. Trichoderma
strains showed potential to improve fruit quality.

Key words: antagonists, phytopathogens, TSS,
firmness, bromatological analysis.

Tomato plants (Solanum lycopersicon L.) are
susceptible to diverse pathogens, among which
some fungi stand out for their ability to cause
diseases that block vascular bundles of the plants,
preventing the normal flow of water and nutrients,
which is reflected in reduced growth, low fruit
production, among other (Yadeta and Thomma,
2013; Shafique et al., 2016). Chemical fungicides
are usually applied to control these pathogens with
satisfactory results, with some limitations such as
the development of pathogen-induced resistance,
death of beneficial microorganisms, pollution
of agricultural soils and other negative effects
(Shafique et al., 2016). To address these limitations,
the use of antagonistic fungi and bacteria has
been proposed as an alternative biological control
method. Within the group of fungi, Trichoderma
genus stands out due to its broad ecological
plasticity, versatile metabolism, easy reproduction
and antagonistic capacity (Sharma and Gothalwal,
2017). Therefore, the use of Trichoderma strains
could reduce the effects of diseases caused by
multiple tomato phytopathogens
sources are reduced by the competition for space
and/or nutrients, production of antimicrobial
compounds, direct parasitism and stimulation
of plant
strains also promote plants growth, improve fuit
quality and crops yields through phytohormones
production and promotion of the availability of
phosphates and other minerals necessary for plants
metabolism (Sharma and Gothalwal, 2017). This

when food

defense mechanisms. Trichoderma
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hongos destaca el género Trichoderma, debido a su
amplia plasticidad ecoldgica, metabolismo versatil,
adaptabilidad, facil reproduccion y capacidad anta-
gonistica (Sharma y Gothalwal, 2017). Por lo que,
mediante el uso de cepas de Trichoderma se po-
drian reducir los efectos de enfermedades causadas
por multiples fitopatdgenos en jitomate, a través de
la reduccion de las fuentes de alimento por la com-
petencia de espacio y/o nutrientes, produccion de
compuestos antimicrobianos, parasitismo directo y
estimulacion de los mecanismos de defensa de la
planta. Adicionalmente, promueven el crecimiento
de la planta, mejoran la calidad de frutos y poten-
cializan el rendimiento en los cultivos mediante la
produccion de fitohormonas y promocion de la dis-
ponibilidad de fosfatos y otros minerales necesarios
para el metabolismo de las plantas (Sharma y Go-
thalwal, 2017). Razones por las cuales, algunas ce-
pas de Trichoderma se utilizan como biofertilizan-
tes y fitoestimuladores (Colla et al., 2015; Khan et
al., 2017). Ademas, existen diversos estudios don-
de se han evaluado in vitro cepas de Trichoderma
con excelentes resultados respecto a su capacidad
antagonica y promocion del crecimiento de algunas
variables agrondmicas tales como sistema radicu-
lar, altura de planta, productividad, entre otras (Pe-
lagio-Flores et al., 2017). Sin embargo, hay pocos
estudios, donde se analicen los potenciales efectos
de estos microorganismos sobre la calidad del fruto
y su capacidad para aminorar los efectos indirec-
tos de hongos fitopatogenos hacia los frutos. Por
lo anterior, el objetivo del estudio fue determinar
el efecto de tres especies de Trichoderma cuando
se aplican solas o cuando se confrontan con tres
hongos fitopatogenos sobre el crecimiento y cali-
dad del fruto de jitomate.

Se usaron tres especies de Trichoderma: T.
harzianum (Th), T. asperellum (Ta), aislados de
huertos de manzano de Chihuahua, México y T.
longibrachiatum (T1), una cepa aislada de suelo de
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is the reason why some Trichoderma strains are
used as biofertilizers and phytostimulants (Colla et
al., 2015; Khan et al., 2017). Several studies have
been conducted with excellent results to evaluate
Trichoderma strains in vitro with excellent results
regarding their capacity as antagonists and growth
promoters of some agronomic variables such as
root system, plant height, productivity, among other
(Pelagio-Flores ef al., 2017). However, only a few
studies have analyzed the potential effect of these
microorganisms on fruit quality or their ability to
reduce the indirect effects of phytopathogenic fungi
on fruits. Therefore, the objective of the study was
to determine the effect of three Trichoderma species
on tomato growth and quality, when applied alone
or confronted with three phytopathogenic fungi.
Three Trichoderma species were used: T.
harzianum (Th) and T. asperellum (Ta) that
were isolated from apple orchards in Chihuahua,
Mexico, and T. longibrachiatum (T1) and a strain
insolated from soil in Brazilian soil, along with
three phytopathogenic fungi: Alternaria solani
(As), Fusarium oxysporum (Fo) and Phytophthora
infestans (P1) were isolated from tomato crops in
Mexico. The pathogenicity of phytopathogenic
fungi in planta and the antagonistic effect of
Trichoderma species in vitro were confirmed by
previous studies. Tomato seeds of cv. Merlice were
purchased from DeRuiter™ (Monsanto Holland),
and Bombus terrestris L. (Hymenoptera: Apidae)
pollinator from Koppert Mexico, S.A. de C.V,,
Querétaro, Mexico. The experiment was conducted
in a greenhouse in Cuauhtémoc, Chihuahua,
Mexico. The seeds were germinated on 200-cavity
trays and then transplanted to black plastic bags
containing a mixture of autoclaved substrate
prepared using loamy soil: vermiculite (Termolita,
S.A. de C.V., Nuevo Leon, Mexico): peat moss
(Lambert Peat Moss Inc., Quebec, Canada) at a
1:1:1 ratio. Fertilizer was applied every 30 days
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Brasil y tres hongos fitopatogenos: Alternaria sola-
ni (As), Fusarium oxysporum (Fo) y Phytophthora
infestans (Pi), aislados de cultivos de jitomate, en
Meéxico. La patogenicidad in planta de los fitopa-
togenos y el efecto antagonista in vitro de las espe-
cies de Trichoderma se confirmaron con estudios
previos. Las semillas de jitomate cv. Merlice, se
adquirieron de DeRuiter™ (Monsanto Holland) y
los polinizadores Bombus terrestris L. (Hymenop-
tera: Apidae), de Koppert México, S.A. de C.V.,
Querétaro, México. El experimento se realizé en un
invernadero en Cuauhtémoc, Chihuahua, México.
Las semillas de jitomate se germinaron en charolas
de 200 cavidades y luego se trasplantaron en bol-
sas negras de plastico que contenian una mezcla de
sustrato autoclaveado, compuesta de suelo franco:
vermiculita (Termolita, S.A. de C.V., Nuevo Leodn,
Meéxico): peat moss (Lambert Peat Moss Inc., Que-
bec, Canadd) en una proporcion 1:1:1. Las plantas
se fertilizaron cada 30 dias después del trasplan-
te (ddt), durante el ciclo de produccion 2016. La
polinizacion se llevo a cabo por una colmena de
abejorros Bombus terrestris.

Los hongos (antagonistas y fitopatogenos) se
crecieron por 5 d en caldo nutritivo (BD Bioxon,
Becton Dickinson de México, S.A. de C.V.) y
Phytophthora infestans en jugo de vegetales V8
(jugo V8, adicionado con CaCO, (3 g/L; Sigma-
Aldrich). Los cultivos de los microorganismos se
mantuvieron a 28 °C por 5 d en agitacion constante
(180 rpm). Los microorganismos se aplicaron in-
dividualmente al sustrato de 150 plantulas a los 8
ddt, bajo un disefio completamente al azar, con 10
repeticiones (plantas) por cada tratamiento. Se apli-
caron al sustrato, 3.9-7.8x107 conidias del antago-
nista y 5.8-10.4x107 conidias del fitopatogeno. Se
usaron 30 plantas para monitorear los efectos de los
antagonistas y 30 para patogenos (T2-T7; Cuadro
1), 90 plantas se usaron para las pruebas de con-
frontacion entre antagonistas y patogenos (T8-T16;
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after transplanting (ddt) during the 2016 production
cycle. Pollination was achieved by a Bombus
terrestris beehive hive.

Fungi (antagonistic and phytopathogens) were
grown for 5 d in a nutrient broth (BD Bioxon,
Becton Dickinson de México, S.A. de C.V.), and
Phytophthora infestans in V8 vegetable juice (V8
juice to which CaCO, was added (3 g/L; Sigma-
Aldrich). The cultures of the microorganisms were
maintained at 28 °C for 5 d in constant shaking
(180 rpm). The microorganisms were individually
applied to substrate of 150 seedlings at 8 ddt using a
completely randomized design with 10 replications
(plants) per treatment. Conidia of the antagonist
(3.9-7.8x107) and conidia of the phytopathogen
(5.8-10.4x107) were inoculated in the substrate.
Thirty plants were used to monitor the antagonists
effects and 30 plants for the pathogens effects,
(T2-T7; Table 1), 90 plants for confrontation tests
between antagonists and pathogens (T8-T16; Table
1) and 10 plants without inoculum as a control
(T1; Table 1). In the confrontation treatments, the
corresponding pathogen was applied at 18 ddt (10 d
after inoculating the first antagonists). The levels of
antagonists in the substrate were maintained with
three inoculum applications at 20-day intervals.
The plants were evaluated from April to October in
the 2016 production cycle.

Chlorophyll was estimated in 10 leaves per plant,
four times every 20 ddt, with a Spad 502DL Plus
chlorophyll meter (Konica Minolta Brand, USA).
At the end of the production cycle, plant height
and weight (fresh and dry), root length and weight
(fresh and dry) and stem diameter were evaluated.
The number of fruits per plant was also recorded.
Tomatoes were harvested at the red ripening stage
of physiological maturity and stored at 4 °C for 3 d
until they were analyzed. Fruits were evaluated for
weight, diameter (polar and equatorial), color, total
soluble solids (TSS; °Brix), tritratable acidity and
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Cuadro 1. Tratamientos y concentracion (conidias/mL) de microorganismos inoculados en el sustrato de plan-

tas de jitomate.

Table 1. Treatments and concentration (conidia/mL) of microorganisms inoculated in substrate of tomato

plants.
Tratamiento® conidias/mL de los microorganismos:
Codigo Antagonistas Fitopatogenos Antagonistas Fitopatogenos

T1 Control s/f — —

T2 Trichoderma asperellum (Ta)  s/f 2.9x10° —

T3 T harzianum (Th) s/t 3.9x10¢ —

T4 T. longibrachiatum (TI) s/t 5.2x10° —

T5 s/a Fusarium oxysporum (Fo) — 1.3x10°¢
T6 s/a Alternaria solani (As) — 3.9x10°
T7 s/a Phytophthora infestans (Pi) — 2.6x10°

Juntos en confrontacion (antagonistas vs patogenos)

T8 T. asperellum FE oxysporum 2.9%10° 3.9x10°
T9 T. asperellum A. solani 2.9%x10° 2.6x10°
T10 T. asperellum P. infestans 2.9%x10° 1.3x10°
T11 T harzianum FE oxysporum 3.9x10° 3.9x10°
T12 T. harzianum A. solani 3.9x10° 2.6x10°
T13 T harzianum P, infestans 3.9x10° 1.3x10°
T14 T. longibrachiatum F. oxysporum 5.2x10° 3.9x10°
T15 T longibrachiatum A. solani 5.2x10° 2.6x10°
T16 T longibrachiatum P, infestans 5.2x10° 1.3x10¢

* s/a: sin antagonistas; s/f: sin fitopatogenos / s/a: without antagonists; s/f: without phytopathogens.

Cuadro 1) y 10 plantas sin in6culo, como testigo
(T1; Cuadro 1). En los tratamientos de confronta-
cion se aplico el patogeno correspondiente a los 18
ddt (10 d después de la primera inoculacion de los
antagonistas). Los niveles de los antagonistas en el
sustrato se mantuvieron con tres aplicaciones de
in6culo, a intervalos de 20 d. Las plantas se evalua-
ron de abril a octubre del ciclo de produccion 2016.

La clorofila se estim6 en 10 hojas por planta
cuatro veces cada 20 ddt, usando un medidor de
clorofila Spad 502DL Plus (Konica Minolta Brand,
EUA). Al final del ciclo de produccion, se evaluo la
altura y peso (fresco y seco) de la planta, longitud
y peso (fresco y seco) de raiz y diametro de tallo.
También se registrd el numero de frutos produci-
do por planta. Los jitomates se cosecharon en el
estado rojo de madurez fisiologica y se mantuvie-
ron por 3 d a 4 °C hasta su andlisis. Los frutos se
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firmness. Color (L*, a* and b*) was measured using a
Minolta CR300 colorimeter. The °Brix values were
determined using a PAL-1 digital refractometer
(Atago Co. Ltd., Tokyo, Japan). The titratable
acidity was expresed as the % of citric acid (NMX-
F-102-S-1978) by taking 50 mL of tomato pulp
diluted 25 times and tritrated with 0.1 N of NaOH,
using 0.5% phenolphthalein as a color indicator.
Firmness was evaluated using 50 tomatoes of each
treatment, recording the maximum force (N), a
puncture test was conducted using a Ta-XTPlus
texture analyzer (Surrey, UK), starting at 30 cm/
min and 15 cm distance. For the bromatological
analysis, mashed tomato subsamples (from 1 to
10 g, depending on the parameter measured) were
prepared using 20 tomatoes randomly taken from
each treatment in order to measure moisture, ashes,
protein (N x 6.25), fat and total fiber, according to

448



FuLLy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

evaluaron para peso, didmetro (polar y ecuatorial),
color, solidos solubles totales (SST; °Brix), acidez
titulable y firmeza. El color (L*, a* y b*) se midio
usando un colorimetro Minolta CR300. Los valores
de °Brix se determinaron usando un refractometro
digital PAL-1 (Atago Co. Ltd., Tokyo, Japon). La
acidez titulable se expresd como % de 4cido citrico
(NMX-F-102-S-1978), tomando 50 mL de pulpa
de jitomate diluida 25 veces, titulada con 0.1 N de
NaOH, usando fenolftaleina al 0.5% como indica-
dor de color. Para la firmeza, se evaluaron 50 frutos
de cada tratamiento, registrando la fuerza maxi-
ma (N) mediante una prueba de puncién, usando
un analizador de textura Ta-XTPlus (Surrey, RU),
iniciando a 30 cm/min, a una distancia de 15 cm.
Para el analisis bromatoldgico, se obtuvieron sub-
muestras de puré (de 1 a 10 g, dependiendo de la
determinacion) a partir de 20 frutos tomados al azar
de cada tratamiento y se sometieron a mediciones
de humedad, cenizas, proteina (N x 6.25), grasas y
fibras totales, de acuerdo con los métodos oficia-
les (925.10, 923.03, 991.20 y 920.35) de la AOAC
(2002).

El experimento const6 de 16 tratamientos (Cua-
dro 1), cada uno con 10 plantas de jitomate, dis-
tribuidos mediante un disefio completamente al
azar. Los datos fueron analizados usando el soft-
ware SAS version 9.0 para el analisis de varianza
(ANVA) y la separacion de medias se hizo median-
te la prueba de Tukey (p= 0.05). Las mediciones en
frutos, se determinaron por triplicado y los datos
obtenidos se sometieron a un ANVA y una prueba
de separacion de medias de Tukey (p=0.05), ambos
se calcularon por separado.

Los tres aislados de Trichoderma promovieron
el crecimiento vegetal en al menos una de las va-
riables de respuesta evaluadas (Figuras 1y 2), obte-
niendo el mayor peso fresco y seco en raiz (210.9 a
264.5 y 47.5 a 52.4 g, respectivamente) y longitud
de raiz (Figura 1). Trichoderma longibrachiatum,
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the official methods of analysis (925.10, 923.03,
991.20 and 920.35) of AOAC (2002).

The experiment included 16
(Table 1) with 10 tomato plants each, arranged
in a completely randomized design. Data were
analized using the SAS version 9.0 program and
then subjected to an analysis of variance (ANOVA)
and media separation using Tukey’s test (p= 0.05).
Fruit measurements were taken by triplicate, and
the obtained data were subjected to an ANOVA and
media separation using Tukey’s test (p=0.05). Both
were individually calculated.

The three Trichoderma isolates promoted plant
growth in at least one of the evaluated response
variables (Figures 1 and 2) and increased root
fresh and dry weight (210.9 to 264.5, and 47.5 to
52.4 g, respectively) and root length (Figure 1).
Trichoderma longibrachiatum showed the highest
values for these variables and a significant increase
in height (1.56 m, Figure 1) of 20 cm more than that
of'the controls. These results were in agreement with
the existing literature (Pelagio-Flores et al., 2017).
These positive effects confirm Trichoderma’s
capacity as a plant growth and root biomass
promoter, which could be due to its capacity to
solubilize phosphates, micronutrients and mineral
cations important for plants metabolism (Tucci et
al., 2011). In contrast, when inoculated with F.

treatments

oxysporum, P. infestans and A. solani, most of the
phytopathogens exhibited less response variability
(Figure 1), especially in plant height, since the
plants were 14, 27 and 33 cm shorter than the
control plants and also had shorter roots (28, 27 and
29 cm, respectively; Figure 1), while Trichoderma
strains produced a positive effect on the stem
diameter and enhanced chlorophyll accumulation
in leaves. Like the rest of the treatments, except for
those where As and TlvsPi were used, Trichoderma
strains significantly increased yield (Figure 2).
Trichoderma longibrachitum produced the highest
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Figura 1. Variables de crecimiento (altura, longitud, peso fresco y seco) estimadas en plantas de jitomate cv. Merlice, influ-
enciados por la inoculacion de especies de Trichoderma y microorganismos fitopatégenos solos y juntos en confron-
tacion: a) plantas; b) raices. Ta: T. asperellum; Th: T. harzianum, T1: T. longibrachiatum, Fo: F. oxysporum, Pi: P.
infestans, As: A. solani. Los datos se presentan como medias + error estandar.

Figure 1. Growth variables (height, length, fresh and dry weight) estimated in cv. Merlice tomato plants influenced by in-
oculation of Trichoderma species and phytopathogenic microorganisms, alone and together in confrontation: a)
plants; b) roots. Ta: T. asperellum; Th: T. harzianum, T1: T. longibrachiatum, Fo: F. oxysporum, Pi: P. infestans, As:
A. solani. Data are shown as means + standard error.
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Figura 2. Variables agronémicas (diametro de tallo, clorofila total, rendimiento, nimero de frutos) y diametro (polar y ecu-
atorial) de frutos de plantas de jitomate cv. Merlice influenciados por la inoculacion de especies de Trichoderma'y
microorganismos fitopatégenos solos y juntos en confrontacion. Ta: T. asperellum; Th: T. harzianum, Tl: T. longi-
brachiatum, Fo: F. oxysporum, Pi: P. infestans, As: A. solani. Los datos se presentan como medias + error estandar.

Figure 2. Agronomic variables (stem diameter, total chlorophyll, yield, number of tomatoes) and diameter (polar and equa-
torial) of cv. Merlice tomato fruits influenced by inoculation of Trichoderma species and phytopathogenic micro-
organisms, alone and together in confrontation. Ta: 7. asperellum; Th: T. harzianum, Tl: T. longibrachiatum, Fo:
E oxysporum, Pi: P. infestans, As: A. solani. Data are shown as means = standard error.
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mostrd los valores mas altos en estas variables y
un incremento significativo en la altura de la planta
(1.56 m, Figura 1), con 20 cm mas que las plantas
testigo. Dichos resultados son consistentes con la
literatura existente (Pelagio-Flores et al., 2017).
Estos efectos positivos, reafirman la capacidad de
Trichoderma como promotor del crecimiento vege-
tal y biomasa radicular, lo cual pudiera deberse a su
capacidad para solubilizar fosfatos, micronutrien-
tes y cationes minerales ttiles para el metabolismo
de las plantas (Tucci ef al., 2011). Contrariamente,
la mayoria de los fitopatogenos redujeron estas va-
riables de respuesta (Figura 1). Principalmente en
altura de la planta, siendo 14, 27 y 33 cm maés bajos
que las plantas testigo, respectivamente, al ser ino-
culados con F. oxysporum, P. infestans y A. solani
y con las raices mas cortas (28, 27 y 29 cm, res-
pectivamente; Figura 1). Las cepas de Trichoderma
tuvieron un efecto positivo en el didmetro de talloy
promovieron la acumulacion de clorofila en hojas.
Al igual que el resto de los tratamientos, excepto
para los tratamientos con As 'y T/vsPi. También, las
cepas de Trichoderma incrementaron significativa-
mente el rendimiento (Figura 2). Trichoderma lon-
gibrachitum mostré el mayor rendimiento con 240
g mas por planta, que las plantas testigo. Esto pudo
deberse a la capacidad que tiene este género para
producir fitohormonas tales como auxinas, citoci-
ninas y giberelinas (Dominguez et al., 2016). En
particular el acido indolacético (AIA) que estimula
el crecimiento vegetal e incrementa el crecimiento
radicular (Tucci et al., 2011). Molla et al. (2012)
demostraron que la aplicacioén de Trichoderma en
plantas de jitomate, aumento el rendimiento de fru-
tos de 3 a 11%, resultados similares a los encontra-
dos en nuestro estudio (8 a 27%) y consistentes con
los reportados por Tucci ef al. (2011) y Dominguez
et al. (2016). En campo, se ha documentado el in-
cremento de la productividad de cultivos hasta en
300% con la aplicacion de Trichoderma (Khan et
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yield with 240 g more per plant than the control
plants. This could be due to the capacity of the
genus to produce phytohormones such as auxins,
cytokinins and gibberellins (Dominguez et al.,
2016), specially indoleacetic acid (IAA) that
stimulates plant growth and increases root growth
(Tuccietal.,2011). Mollaetal. (2012) demonstrated
that when Trichoderma was inoculated in tomato
plants, fruit yield increased 3-11%. These results
are similar to the results of our study (8 to 27%)
and are in agreement with those reported by Tucci
et al. (2011) and Dominguez et al. (2016). In the
field, crop productivity increases up to 300% have
been documented when using Trichoderma (Khan
et al., 2017). The yield of plants treated with F
oxysporum and A. solani alone was significantly
lower compared with that of the controls, except
for P. infestans, and ranged between 33,000
and 39,000 kg Ha"!, where plants treated with F
oxysporum had the lowest yields (200 g less than
the control; Figure 2). For the rest of treatments
(confrontations), the yields were lower than those
of the control plants, except for TavsFo, ThvsPi and
TlvsPi treatments, but varied among them (Figure
2). Fruits from plants treated with Trichoderma
strains were larger than those from the plants of rest
of the treatments (Figure 2). Plants inoculated with
T. asperellum produced larger fruits. However, in
some confrontation treatments no difference in
size with respect to the control was observed. In
contrast, plants inoculated with the pathogens alone
and together in confrontation with Trichoderma
strains produced small fruits. This could be due to
a poor assimilation of nutrients as a result of the
disease induced by the pathogens. On the other
hand, the low density of the pathogen used in
our study may have reduced the protective effect
against pathogens on the tomato plants (Sharma
and Gothalwal, 2017).
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al., 2017). El rendimiento en plantas tratadas con
los fitopatogenos F. oxysporum y A. solani solos,
fue significativamente bajo en compararcion con
los testigos, excepto P. infestans, fluctuando de
33,000 a 39,000 kg Ha™!, donde las plantas tratadas
con F. oxysporum mostraron los rendimientos mas
bajos (200 g menos que el testigo; Figura 2). En el
resto de los tratamientos (confrontaciones), los ren-
dimientos fueron menores a las plantas testigo, ex-
cepto en los tratamientos TavsFo, ThvsPiy TlvsPi,
pero variables entre si (Figura 2). El tamafio de los
frutos de plantas tratadas con las cepas de Tricho-
derma fue mayor que el resto de los tratamientos
(Figura 2). Las plantas inoculadas con 7. aspere-
[lum produjeron los frutos mas grandes. Sin embar-
go, en algunos tratamientos de confrontacion, no
se observo diferencia en tamafio con respecto al
testigo. En contraste, las plantas inoculadas con los
patogenos solos y juntos en confrontacion con las
cepas de Trichoderma, produjeron frutos pequefios.
Esto pudo deberse a una deficiente asimilacion de
nutrientes, como consecuencia de la enfermedad
inducida por dichos patégenos. Por otra parte, las
densidades bajas de antagonistas usadas en nuestro
estudio, pudieron ser la causa del reducido efecto
de proteccion de las plantas de jitomate frente a los
patogenos (Sharma y Gothalwal, 2017).

En general, los SST no mostraron una tendencia
clara, donde los frutos cosechados de plantas inocu-
ladas con cepas de Trichoderma mostraron el me-
nor contenido de °Brix (3.5-4.0). Contrariamente,
los frutos de plantas inoculadas con el patogeno A.
solani, obtuvieron mayor contenido de SST (Cua-
dro 2), posiblemente debido a una mayor velocidad
de hidrolisis de carbohidratos, lo cual puede tener
implicaciones para los jitomates en su vida de ana-
quel en el mercado (Tigist et al., 2013). Mientras
que el incremento de la acidez titulable en frutos
de plantas tratadas con 7richoderma, pudo deberse
a su madurez y a la variabilidad en el peso, ya que
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Overall, the TSS did not show a clear tendency,
where the fruits harvested from plants inoculated
with Trichoderma strains had the lowest °Brix
content (3.5-4.0). By contrast, fruits of plants
inoculated with 4. solani had a higher TSS content
(Table2), possibly due toa fasterrate of carbohydrate
hydrolysis, a fact that may have implications for
shelf life of tomatoes in the market (Tigist ef al.,
2013), while the increase in titratable acidity of
fruits from plants treated with Trichoderma may
be due to maturity and weight variability, because
fruits larger in size tend to become more acid (Tigist
et al., 2013). Fruit firmness ranged from 20.9 to
51.6 N. The application of 7. harzianum increased
fruit firmness 1.2 times compared with that of
the control plants, which can be attributed to the
induction of phytohormones biosynthesis when the
plant’s defense mechanisms were activated, mainly
ethylene, a chemical compound responsible for the
expression of plants maturity genes (Shafique et al.,
2016; Table 2). According to Colla et al. (2015),
firm fruits are more resistant to microorganisms’
attacks. In our study, the evaluated microorganisms
did not modify the color of the fruit (Table 2).

The bromatological composition of the studied
fruits was within the parameters reported in the
literature (Pinela et al., 2012). Fruits moisture
content ranged from 96.3 to 98.9 %. Moisture of
tomatoes from plants treated with Trichoderma
was similar to that of the control. However,
fruits from plants inoculated with the pathogens
alone and in confrontation showed an increase
in moisture content (Table 3). The high level of
moisture content in plants inoculated with the
phytopathogens alone and in confrontation may be
due to water stress induced by the pathogens, which
may have inhibited both plants and fruits normal
transpiration (Yadeta and Thomma, 2013). The
protein content ranged from 0.33 to 0.72 % (Table
3). Tomatoes from plants treated with Trichoderma
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Cuadro 2. Sélidos solubles totales (°Brix), acidez titulable (% acido citrico), firmeza y color de frutos por los parametros del
Sistema CIELAB L, a 'y b de frutos de jitomate de plantas cv. Merlice influenciados por la inoculacion de especies
de Trichoderma y microorganismos fitopatégenos solos y juntos en confrontacion.

Table 2. Total soluble solids (°Brix), titratable acidity (citric acid %), firmness and fruit color indicated by the CIELAB Sys-

tem parameters, L, a and b of fruits of cv. Merlice tomato plants, influenced by inoculation of 7richoderma species
and phytopathogenic microorganisms, alone and together in confrontation.

Codigo Tratamiento *SST (°Brix) Acidez Titulable Firmeza (N) L a b

Tl Testigo 44401  034+0.02" 3744040 492+1.2° 144+0.9"° 19.2+0.9®
T2 T asperellum 3.5+£0.2°  0.41+0.02* 28.2+0.3% 488+0.5* 152+04* 188+1.1®
T3 T harzianum 3.7+£0.2%  041+0.01* 452+04® 49.4+£03* 14.5+£0.7° 21.4+0.8
T4 T. longibrachiatum 4.0+£0.2% 040+0.02* 209+04° 504+£0.9* 14.7+£0.5® 21.3+1.3°
T5 F. oxysporum 43+0.3%  0.24+£0.002° 233+0.2%% 489+0.8" 14.6+£0.7% 20.2+1.3°
T6 A. solani 48+03*  039+£0.02* 36.2+0.3% 50.7+0.7° 15.0+0.9® 22.5+1.0°
T7 P, infestans 45+03%  0.32+£0.04% 51.6+1.4 49.1+02* 145+£05% 21.1+1.5°

Juntos en confrontacion (antagonistas vs patogenos)

0.32+0.04* 504+ 1.2°
0.34+0.04® 44.7+0.3%
0.31£0.01® 392+£0.2%4 493+ 1.1* 145+1.2% 19.8+1.4%®
0.31+0.04* 20.4+0.1°
0.39 +0.02°
0.34£0.03®> 29.1 £0.4%< 50.1 £1.2*° 15.6+1.6* 21.4+1.2°
0.314£0.03®* 21.6+£0.1<% 49.8+1.0° 132+0.6* 21.6+1.1*
0.25+0.02°
0.39+0.008* 32.5+0.3% 50.6+1.8* 14.7+1.4® 21.8+0.7°

T8 T. asperellum vs F. oxysporum 4.1 +£0.3%¢
T9 T. asperellum vs A. solani 4.5+0.4®
T10 T. asperellum vs P. infestans 4.2 +0.3%¢
TI11 T. harzianum vs F. oxysporum 4.2 +0.3%¢
T12 T. harzianum vs A. solani 4.4 + 0.4
T13 T harzianum vs P. infestans 4.1 +0.5%¢
T14 T. longibrachiatum vs F. oxysporum 4.5 £ 0.3%
T15 T. longibrachiatum vs A. solani 3.9 +£0.20¢
T16 T. longibrachiatum vs P. infestans 4.4 +0.1%¢

49.8+0.9* 13.5+1.4%® 19.0+0.9®
50.0+1.00 14.2+0.6* 21.0+0.7

495+ 1.1* 14.1+£1.0® 21.2+£1.2°
37.0 £ 0.3 469+ 1.0 15.8+0.5*° 189+ 1.8

40.5+0.7% 408+1.2° 114+1.0° 17.8+1.5°

*Medias con la misma literal entre columnas, son estadisticamente iguales, de acuerdo con la prueba de Tukey (p=0.05). = Error
estandar / Means with the same literal between columns are statistically equal, according to Tukey’s test (p=0.05). + standard error.

frutos de mayor tamatfio, tienden a tener una mayor
acidez (Tigist et al., 2013). La firmeza en frutos fue
variable, oscilando entre 20.9 y 51.6 N. La aplica-
cion de T harzianum incremento la firmeza de los
frutos por 1.2 veces, comparado con aquellos de
las plantas testigo, lo que puede atribuirse a la in-
duccion de la biosintesis de fitohormonas, median-
te la activacion de los mecanismos de defensa de
la planta, principalmente etileno, responsable de la
expresion de genes de maduracion en plantas (Sha-
fique et al., 2016; Cuadro 2). De acuerdo con Colla
et al. (2015), los frutos firmes son mas resistentes
al ataque de microorganismos. En nuestro estudio,
el color de los frutos no se vio modificado por los
microorganismos evaluados (Cuadro 2).

La composicion bromatolégica de los frutos de
nuestro estudio, se encuentra dentro de lo reportado
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and the pathogens alone had higher protein content
than those of the control plants. The tomato fat
content ranged from 0.03 to 0.15 % (Table 3). This
variable was lower in fruits from plants treated
with Trichoderma and higher in fruits from plants
treated with F. oxysporum. Regarding raw fiber,
fruits from all the treatments had a similar content
(1.2 a 1.8), with no significant differences (Table 3).
Pinela et al. (2012) reported an ash content higher
than the content found in our study, where 0.38 was
the highest value, and a lower fat content ranging
from 0.03 to 0.17 %, values that are similar to those
of our study. The decrease of agronomic variables
in plants and fruit quality parameters caused by the
phytopathogens may be largely attributed to the
defficient assimilation of nutrients by the diseased
plants (Pusztahelyi et al., 2015).
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en la literatura (Pinela et al., 2012). El contenido de
humedad en los frutos fluctué de 96.3 a 98.9 %. La
humedad contenida en jitomates de plantas tratadas
con Trichoderma, fue similar al testigo. Sin em-
bargo, en frutos de plantas inoculadas con los pa-
togenos solos y en confrontacion, el contenido de
humedad se vio incrementada (Cuadro 3). El alto
contenido de humedad en plantas inoculadas con
fitopatogenos solos y en confrontacion pudo deber-
se al estrés hidrico en las plantas inducido por estos
patégenos, que pudieron inhibir la transpiracion
normal de las plantas y frutos (Yadeta y Thomma,
2013). El contenido de proteina fluctu6é de 0.33 a

The Trichoderma species used in this study had
a positive effect on tomato plants because they
improved height, biomass, chlorophyll, yield and
fruit quality variables under greenhouse conditions.
Based on these results, the evaluated Trichoderma
strains would be a good alternative to promote
plant growth and improve fruit quality attributes in
horticultural crops.
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0.72 % (Cuadro 3). Los jitomates de plantas trata-
das con Trichoderma y patégenos solos, contenian
mas proteina que aquellos de las plantas testigo. El

End of the English version ~~—~——~—~—

Cuadro 3. Analisis bromatologico de jitomates cv. Merlice influenciados por la inoculacion de especies de Trichoderma 'y
microorganismos fitopatégenos solos y juntos en confrontacion.
Table 3. Bromatological analysis of cv. Merlice tomatoes influenced by inoculation of Trichoderma species and phytopatho-
genic microorganisms, alone and together in confrontation.

Composicion bromatologica (g/100 g pf)*

Codigo Tratamiento Humedad Ceniza Proteina Grasa (Lipidos) Fibra
(%) (%) (%) (%) (%)
T1 Testigo 96.8+0.1® 0.09+0.01° 0.35+0.09¢ 0.08 +£0.001° 1.2+ 0.01*
T2 T asperellum 96.7+ 0.1  0.03 +0.004° 0.43 £0.05«¢ 0.06 + 0.002° 1.6 £0.08*
T3 T. harzianum 96.3+0.2°  0.02+0.004° 0.60 £ 0.1 0.05 +0.008 1.3£0.06
T4 T. longibrachiatum 96.8 £ 0.1  0.03 +0.003° 0.44 £0.07« 0.03 +0.005¢ 1.6 £0.08*
TS F. oxysporum 97.1+0.3® 0.38+0.06° 0.70£0.15® 0.15+0.002* 1.6 +£0.05*
T6 A. solani 97.7+0.1® 0.08+0.01>* 0.33+0.02¢ 0.04 +0.001< 1.8 +0.02*
T7 P. infestans 97.4+0.2® 0.10+0.03> 0.72+0.06* 0.06 +0.001° 1.3+0.04*
Juntos en confrontacion (antagonistas vs patogenos)

T8 T. asperellum vs F. oxysporum 98.5+0.1*  0.03+0.002° 0.41+0.08% 0.05 £ 0.003>¢ 1.54+0.09*
T9 T. asperellum vs A. solani 98.5+0.1*  0.03+0.003° 0.34+0.08¢ 0.09 £ 0.009° 1.3+0.03*
T10 T. asperellum vs P. infestans 98.6+£0.5*  0.04+0.006° 0.38 0.1 0.04 + 0.002« 1.4+0.08
T11 T. harzianum vs F. oxysporum 98.4+0.2*  0.03+0.004° 0.43 £0.02% 0.07 £ 0.001° 1.7 +£0.09*
TI12 T harzianum vs A. solani 98.6+0.8"°  0.03+0.003° 0.42+0.12% 0.06 + 0.002° 1.8 +0.04*
T13 T. harzianum vs P. infestans 98.7+0.1*  0.03+0.005° 0.49 +0.08b>¢ 0.05 £ 0.002° 1.6 £0.06*
T14 T. longibrachiatum vs F. oxysporum 98.9+0.0*  0.02+0.008° 0.39 £ 0.06% 0.08 + 0.002% 1.7+0.03*
T15 T. longibrachiatum vs A. solani 98.7+0.0°  0.04+0.001° 0.42+0.02« 0.06 +0.001° 1.44+0.03*
T16 T. longibrachiatum vs P. infestans 98.2+0.3*  0.03+0.004° 0.55+0.12%4  0.04 +0.001 1.3 +£0.08°

*pf: Peso fresco / *pf: Fresh weight. Medias con la misma literal entre columnas, son estadisticamente iguales, de acuerdo con la
prueba de Tukey (p=0.05). + Error estandar / Means with the same letter between columns are statistically equal, according to
Tukey’s test (p=0.05). + Standard error.
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contenido de grasa en los jitomates fluctué de 0.03
a 0.15 % (Cuadro 3). Esta variable fue menor en
frutos de plantas tratadas con Trichoderma y ma-
yor en los frutos obtenidos de plantas tratadas con
F. oxysporum. En cuanto a fibra cruda, los frutos
de todos los tratamientos mostraron un contenido
similar (1.2 a 1.8) sin diferencia significativa (Cua-
dro 3). Pinela et al. (2012), reportaron un contenido
de cenizas superior a los encontrados en nuestro es-
tudio donde el valor mas alto fue de 0.38 y un bajo
contenido de grasa fluctuando de 0.03 a 0.17 %,
similares a los de nuestro estudio. La reduccion en
gran medida de las variables agronémicas evalua-
das en las plantas y de los parametros de calidad del
fruto debido a los fitopatégenos, podria atribuirse a
la deficiente asimilacion de nutrientes por parte de
las plantas enfermas (Pusztahelyi et al., 2015).

Las especies de Trichoderma empleadas en este
trabajo, tuvieron un efecto positivo en plantas de
jitomate al mejorar las variables de altura, biomasa,
clorofila, rendimiento y calidad del fruto en con-
diciones de invernadero. Con base en estos resul-
tados, las cepas de Trichoderma evaluadas pueden
ser una buena alternativa para usarse como promo-
tores del crecimiento vegetal y mejoradores de los
atributos de calidad del fruto en cultivos horticolas.
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Resumen. En el control de microorganismos
fitopatogenos, existen nuevas propuestas de na-
nomateriales que incluyen aquellas con quitosano
y aceites esenciales, los cuales puedes aplicarse
solo o en nanoformulaciones. Seis aislamientos
fingicos se sometieron a diferentes tratamientos
para evaluar su efecto en el crecimiento micelial
y germinacion de las esporas. Se observd una in-
hibicién total (100%) en la mayoria de los hongos
cuando se incubaron en medio nutritivo adicionado
con nanoparticulas de quitosano con aceite esen-
cial de tomillo al 5%; solamente o en cubiertas
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Abstract. For controlling phytopathogenic mi-
croorganisms, there exist new proposals of nano-
materials including those from chitosan and essen-
tial oils, which may be applied alone or in coating
nanoformulations. Six fungal isolates were sub-
jected to different nanoparticles treatments in or-
der to evaluate their effect on mycelial growth and
spore germination. It was observed a total growth
inhibition (100%) in most fungi when they were
incubated on nutrient media amended with nano-
particles of chitosan loaded with thyme essential
oil at 5%, applied either alone or in nanostructured
coatings. As for the spore germination tests, a no-
table inhibition (50 % and 100%) was observed at
1% concentration of thyme essential oil depending
on the isolate. When fungi were grown on indivi-
dually treatments, germination was delayed by 6 h
but completely stopped when incubated on coated
nanoformulations. Compared to the lime essential
oil, it was the thyme essential oil which provided a
remarkable control of the tested fungi.

Key words: nanomaterials, chitosan, essential oils.
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nanoestructuradas. Dependiendo del aislamiento,
hubo una inhibicion notable (50% y 100%) en la
germinacion con el aceite esencial de tomillo 1%.
Cuando los hongos crecieron en los tratamientos
individuales, la germinacion se retraso 6 h pero se
inhibi6 completamente cuando se incubaron en las
nanoformulaciones. Comparado con el aceite esen-
cial de limon, fue el aceite esencial de tomillo el
que proporciond un control remarcable en los hon-
gos evaluados.

Palabras clave: nanomateriales, quitosano, aceites
esenciales.

Como agentes antimicrobiales, actuando de
manera individual o combinada, el quitosano y los
aceites esenciales (AE) han demostrado su capa-
cidad fungicida contra varios hongos poscosecha
(Sivakumar y Bautista-Bafios, 2014). Como otra
medida de control alternativa, la nanotecnologia
ha abierto nuevos caminos por medio del uso de
nanoparticulas, ya que debido a su gran area su-
perficial relativa a la masa, pueden ser altamente
reactivas. Segun Foladori (2009), la fuerza de la
nanotecnologia reside principalmente en hacer
productos mas eficientes y multifuncionales, aho-
rrando asi materias primas. Las nanoparticulas de
quitosano, ya sea de forma individual o en com-
binacion con otros compuestos, pueden integrarse
en cubiertas que pueden contener compuestos anti-
microbiales tales como los AE (Sotelo et al., 2015;
Sotelo-Boyas et al., 2017). En estudios anteriores,
Saharan et al. (2013) reportaron un mejor efecto
inhibitorio al aplicar nanoparticulas de quitosano a
una concentracion de 0.1% en Alternaria alterna-
ta, Macrophomina phaseolina y Rhizoctonia sola-
ni. Yien et al. (2012) también reportaron un efecto
inhibitorio en Fusarium solani, con las nanoparti-
culas de quitosano de peso molecular bajo y alto en
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As antimicrobial agents, acting individually or
combined, chitosan and essential oils (EO) have
demonstrated their fungicidal performance against
various postharvest fungi (Sivakumar and Bau-
tista-Bafios, 2014). As another alternative control
measure, nanotechnology has opened new avenues
through the use of nanoparticles that due to their
large surface area relative to the mass, they can be
highly reactive. According to Foladori (2009) the
strength of nanotechnology lies mainly in making
more efficient and multifunctional products, the-
reby saving raw materials. Chitosan nanoparticles
individually or in combinations with other com-
pounds, eventually can be integrated into coating
formulations that may contain antimicrobial com-
pounds such as EO (Sotelo et al., 2015; Sotelo-
Boyas et al., 2017). In previous studies, Saharan
et al. (2013) reported a better inhibitory effect by
applying the chitosan nanoparticles at concentra-
tion of 0.1%, on Alternaria alternata, Macropho-
mina phaseolina and Rhizoctonia solani. Yien et al.
(2012) also reported an inhibitory effect for the low
and high molecular weight chitosan nanoparticles
in a range of minimum concentrations from 0.86-
1.2 mg mL"'and 0.5-1.2 mg mL"!, respectively on
Fusarium solani, while Beyki et al. (2014) con-
ducted a study on the effect against Aspergillus
flavus using an 800 ppm concentration of pepper-
mint (Mentha piperita) essential oil encapsulated
in chitosan nanogels with cinnamic acid. The aim
of this research was to evaluate the fungal growth
of various pathogenic fungi treated with chitosan
nanoparticles, based chitosan-essential oil nano-
particles and chitosan-essential oil coating nano-
formulations.

The studied isolates were A. alternata obtained
from infected figs, Colletotrichum gloeosporioides
and C. fragariae from fruit of papaya and soursop
and custard apple, respectively, and Rhizopus sto-
lonifer from papaya and strawberry. The lime and
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un rango de concentraciones minimas de 0.86-1.2
mg mL"'y 0.5-1.2 mg mL", respectivamente, mien-
tras que, Beyki ef al. (2014) estudiaron el efecto
contra Aspergillus flavus mediante la aplicacion de
una concentracién de 800 ppm de aceite esencial
de menta piperita (Mentha piperita) encapsulado
en nanogeles de quitosano con acido cinamico. El
objetivo de este estudio fue evaluar el crecimiento
fungico de varios hongos patégenos tratados con
nanoparticulas de quitosano, nanoparticulas de qui-
tosano-aceite esencial y cubiertas nanoformuladas
de quitosano-aceite esencial.

Los aislados evaluados fueron: A. alternata, que
se obtuvo de de higos infectados, Colletotrichum
gloeosporioides de papaya y guanabana, C. fraga-
riae de chirimoya y Rhizopus stolonifer de papaya
y fresa. Los aceites esenciales de limén y tomillo
se obtuvieron de Essential Oils-Essencefleur (gra-
do terapéutico) y el aceite de canola, de una marca
registrada. El quitosano (peso molecular medio,
desacetilacion = 89%) se obtuvo de Sigma-Aldrich.
Las nanoparticulas de quitosano y de limén y to-
millo se sintetizaron de la siguiente manera: solu-
ciones de quitosano a concentraciones de 0.05%
(w/v) se disolvieron en 4cido acético glacial (1%
v/v) (Fermont Chemicals Inc.) y agua destilada. Se
agregaron 2.5 mL de la solucidon de quitosano al li-
moén y tomillo en concentraciones de 1, 3, 5% (w/v)
previamente disueltos en etanol (40 mL) (Fermont
Chemicals Inc.) usando una bomba peristaltica
(Bio-Rad, EP-1 Econo Pump) y revolviendo de
manera moderada. La soluciéon obtenida se colo-
c6 en un evaporador giratorio (Rotary Evaporator
RE 300, BM 500 Water Bath, Yamato CF 300)
a 40 °C y 50 rpm. El volumen final de nanoparti-
culas fue de 2 mL. Los tratamientos independien-
tes fueron: nanoparticulas de quitosano al 0.05%
(ChNp 0.05%), nanoparticulas de quitosano y acei-
te esencial de limon al 1%, (Ch-LEO-Np 1%), 3%
(Ch-LEO-Np 3%) y 5% Ch-LEO-Np 5%), nano-
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white thyme essential oils were supplied by Es-
sential Oils-Essencefleur (therapeutic degree) and
canola oil from a trademark. Chitosan (Medium
molecular weight, deacetylation = 89%) was ob-
tained from Sigma-Aldrich. Chitosan and lime and
thyme essential oils nanoparticles, were syntheti-
zed as follows: chitosan solutions at concentrations
of 0.05% (w/v) were dissolved in glacial acetic
acid (1% v/v) (Fermont Chemicals Inc.) and disti-
lled water. 2.5 mL of chitosan solution was added
to lime and thyme at concentrations of 1, 3, 5 %
(w/v) previously dissolved in methanol (40 mL)
(Fermont Chemicals Inc.) by using a peristaltic
pump (Bio-Rad, EP-1 Econo Pump) under mode-
rate stirring. The obtained solution was placed in a
rotary evaporator (Rotary Evaporator RE 300, BM
500 Water Bath, Yamato CF 300) at 40 °C and 50
rpm. The final volume of nanoparticles was 2 mL.
The independent treatments were: chitosan nano-
particles at 0.05% (ChNp 0.05%), chitosan-lime
essential oil nanoparticles at 1%, (Ch-LEO-Np
1%), 3% (Ch-LEO-Np 3%) and 5% Ch-LEO-Np
5%), chitosan-thyme essential oil nanoparticles at
1% (Ch-TEO-Np 1%), 3% (Ch-LEO-Np 3%) and
5% (Ch-TEO-Np 5%), and controls [control-Potato
Dextrose Agar (C-PDA) and methanol (Meth) and
canolaoil at 0.1 % (CO 0.1 %)]. The nanostructured
coatings were: 98.6% chitosan + 1% Ch-TEO-Np
5% (COATT1), 89.6% chitosan + 10% Ch-TEO-Np
5% (COAT?2), 49.6% chitosan + 50% Ch-TEO-Np
5% (COAT3), 46.6% chitosan + 53% Ch-TEO-Np
5% (COAT4), 44.6% chitosan + 55% Ch-TEO-Np
5% (COATS) and control-PDA (COAT6) (Correa-
Pacheco et al., 2017). All formulations contained
glycerol at 0.3% (J.T.Baker®) and canola oil at
0.1%. Treatments (0.5 ml) were uniformly disper-
sed in the PDA culture medium. Disks of 5 mm
in diameter of each strain (4-14 days old) were
placed separately in the center of the Petri dishes
containing the treatment and incubated at 20-25 °C
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particulas de quitosano y aceite esencial de tomillo
al 1% (Ch-TEO-Np 1%), 3% (Ch-LEO-Np 3%) y
5% (Ch-TEO-Np 5%), y controles [control-Papa
Dextrosa Agar (C-PDA) y metanol (Meth) y aceite
de canola al 0.1 % (CO 0.1 %)]. Las cubiertas na-
noestructuradas consistieron en: 98.6% quitosano
+ 1% Ch-TEO-Np 5% (COAT1), 89.6% quitosano
+ 10% Ch-TEO-Np 5% (COAT2), 49.6% quitosa-
no + 50% Ch-TEO-Np 5% (COAT3), 46.6% qui-
tosano + 53% Ch-TEO-Np 5% (COAT4), 44.6%
quitosano + 55% Ch-TEO-Np 5% (COATS) y con-
trol-PDA (COAT®6) (Correa-Pacheco et al., 2017).
Todas las formulaciones contenian glicerol al 0.3%
(J.T.Baker®) y aceite de canola al 0.1%. Los trata-
mientos (0.5 ml) se esparcieron de manera unifor-
me en el medio de cultivo PDA. Discos de 5 mm
de diametro de cada aislado (4-14 dias de edad) se
colocaron por separado en el centro de las placas
de Petri con el tratamiento y se incubaron a 20-25
°C, hasta que los hongos alcanzaron su desarrollo
maximo (4-14 dias). El crecimiento micelial radial
de los hongos se midi6 (cm) en 5 placas Petri (8 cm
de diametro) por tratamiento al final del periodo de
incubacion, con un calibrador vernier Truper, que
fue de 14 dias para A. alternata, 10 para las espe-
cies de Colletotrichum y cuatro para R. stolonifer.
Los resultados se expresaron como porcentaje de
inhibicion del crecimiento micelial. Se llevo a cabo
un experimento adicional para evaluar el proceso
de germinacion durante periodos de incubacion de
0, 6, 8 y 10 h. Para esto se colocaron alicuotas de
esporas de 30 ml de una concentracion de 10° en 6
discos de PDA con el tratamiento individual o con
las formulacion de las cubiertas. La germinacion
se detuvo cuando se adiciond lactofenol-safranina.
Las observaciones se llevaron a cabo con el uso
de un microscopio 6ptico Nikon ALPHAPHOT-
2YS2-H con un lente 40X. Los datos para cada
periodo de incubacion se expresaron como porcen-
taje de germinacion. Los tratamientos se arreglaron
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until fungi reached its maximum development (4-
14 days). Radial mycelial growth of the fungi was
measured (cm) in 5 Petri dishes (8 cm of diameter)
per treatment at the end of incubation period, with a
Truper vernier caliper, which was 14 days for 4. al-
ternata, 10 for all Colletotrichum species and four
days for R. stolonifer. The results were expressed
as percentage inhibition of mycelial growth. An
additional experiment was carried out to evaluate
the germination process during a given 0, 6, 8 and
10 h incubation periods. For this, spore aliquots of
30 ml of a 10° concentration were placed onto 6
PDA discs containing the individual treatment or
the coating formulation. Germination was stopped
by adding lactophenol-safranin. Observations were
carried out using a Nikon ALPHAPHOT-2YS2-H
optical microscope with a 40X objective. Data for
each incubation period was expressed as percen-
tage germination. Treatments were arranged in a
completely randomized design. Mean and standard
deviations were also calculated. Data of the final
mycelial growth and germination were subjected to
ANOVA and means comparison by Tukey test at
p < 0.05 at the end of the incubation period. For
both variables, the square root transformation was
carried out to fulfil the ANOVA assumptions of ho-
mogeneity and data normal distribution. The statis-
tical software used was Sigmaplot v.13.

The final mycelial inhibition and germination
showed significant differences (p<0.05) among
individual treatments and nanoformulations. Ove-
rall, the isolates response, showed growth differen-
ces and spore survival according to the treatment
applied and isolate. In this study, in all tested fun-
gi, mycelial growth was considerably affected by
the application of chitosan-thyme essential oil na-
noparticles at 1, 3 and 5 % (Ch-TEO-Np 1%, Ch-
TEO-Np 3% and Ch-TEO-Np 5%). In addition, at
the last two concentrations; 3% and 5%, inhibition
reached 100% and therefore, there were no spore
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en un disefio completamente aleatorio. También se
calcularon los promedios y las desviaciones estan-
dar. Los datos del crecimiento micelial y germina-
cion finales se sometieron a un ANOVA 'y la prueba
Tukey de comparacion de medias a p <0.05, al final
del periodo de incubacion. Para ambas variables, se
realiz6 una transformacion de la raiz cuadrada para
cumplir las suposiciones del ANOVA de homoge-
neidad y distribucion normal de los datos. El soft-
ware estadistico que se utilizé fue Sigmaplot v.13.

La inhibicién micelial final y la germinacion
presentaron diferencias significativas (p<0.05)
entre los tratamientos individuales y las nanofor-
mulaciones. En general, la respuesta de los aisla-
dos presentaron diferencias en el crecimiento y la
sobrevivencia de las esporas, segln el tratamiento
aplicado y el aislado. En este estudio, en todos los
hongos estudiados, el crecimiento micelial se afec-
t6 de forma considerable por la aplicacion de nano-
particulas de quitosano-aceite esencial de tomillo
al 1,3y 5 % (Ch-TEO-Np 1%, Ch-TEO-Np 3%
and Ch-TEO-Np 5%). Ademas, en las tltimas dos
concentraciones, 3% y 5%, la inhibicion alcanz6 el
100% y por lo tanto, no hubo formacion de esporas
(Cuadro 1). En cuanto a las cubiertas nanoestruc-
turadas, la inhibicion del crecimiento micelial en
todos los aislados fue evidente en aquellos trata-
mientos en los que el porcentaje de nanoparticulas
de quitosano-aceite esencial 5%, aumento6 en 50, 53
y 55% (COAT3, COAT4 y COATS). En general, a
medida que el aceite esencial de tomillo aumento,
la inhibicion fingica se incrementd, siendo mas
sensibles aquellos tratados con COAT3 en C. fra-
gariae, seguido por ambos aislados de R. stolonifer
(Cuadro 2). Para todos los aislados, se observéo que
el niimero de esporas germinadas aument6 con el
tiempo de incubacion. Con respecto a los aislados
no tratados, no existio un patréon definido con los
tratamientos restantes. Sin embargo, en C. fraga-
riae el proceso de germinacion se retrasé hasta la
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formation (Table 1). As for the tested nanostructu-
red coatings, mycelial growth inhibition in all iso-
lates was evident in those where the percentage of
nanoparticles of chitosan-thyme essential oil 5%,
increased by 50, 53 and 55% (COAT3, COAT4 and
COATS). Overall as the thyme essential oil increa-
sed, the fungal inhibition increased, being the most
sensitive those treated with COAT3 on C. fragariae,
followed by both isolates of R. stolonifer. (Table 2).
For all isolates, it was observed that the number of
germinated spores increased as the incubation time
increased. With respect to the untreated isolates,
there was not a defined pattern with the remaining
treatments. However, in C. fragariae the process
of germination was able to be delayed until the 6
h of incubation in most treatments (Figure 1). For
C. gloeosporioides (soursop) and R. stolonifer (pa-
paya) most treatments promoted their germination
after 6 h of incubation. As for the nanostructured
coatings, at the highest percentage of nanoparticles
(55%), a total inhibition was obtained in the iso-
lates A. alternata, both C. gloeosporioides and R.
stolonifer and C. fragariae during the whole 10 h
incubation period (Figure 2).

In general, the results of our research coincide
with those previously published by Zahid et al.
(2013) and Correa-Pacheco et al. (2017) in which
the effective control of C. gloeosporioides isolated
from dragon fruit (Hylocereus undatus) and avoca-
do (Persea americana) and treated with chitosan
nanoemulsions resulted from the low molecular
weight chitosan 1%, and nanostructured formula-
tions chitosan-thyme essential oil 1-5 %, respecti-
vely, in terms of inhibition of mycelia and conidial
germination of the fungus compared to the untrea-
ted control. In other research carried out by Khalili
et al. (2015) it was demonstrated a better efficacy
of thyme EO when encapsulated in chitosan and
benzoic acid — made nanogels, in comparison with
free thyme EO, against 4. flavus. In those studies,

461



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY FuLLy BILINGUAL

Cuadro 1. Resumen del efecto de nanoparticulas de quitosano y nanoparticulas de aceites esenciales sobre la inhibicién
micelial al final del periodo de incubacién.
Table 1. Summary of the effect of chitosan nanoparticles and chitosan-essential oils nanoparticles on mycelial inhibition at
the end of the incubation period.

Mycelial inhibition (%)

igilt‘;ii?; A. alternata C. gloeosporioides C. gloeosporioides  C. fragariae  R. stolonifer  R. stolonifer
(fig) (papaya) (soursop) (custard apple)  (papaya) (strawberry)
ChNp 0.05% 0+ 0~ 0* 1.6+ 0~ 0
Ch-LEO-Np 1% 0° 24.5¢ 0° 1.6° 0° 0
Ch-LEO-Np 3% (0 28.1° 0° 3.4° 0° 0
Ch-LEO-Np 5% 2.4 50.0¢ 10.8° 6.5° 33.5° 2.42
Ch-TEO-Np 1% 40.3° 4534 54.4¢ 52.7¢ 74.0° 71.7°
Ch-TEO-Np 3% 100° 100° 100¢ 100¢ 100¢ 100¢
Ch-TEO-Np 5% 100° 100¢ 1004 1004 1004 1004
C-PDA (0 0° 0° 0° 0° (0
Meth 0° 5.2 1.7 0° 0° 0
CO 0.1% 0 35.64 0° 4.7° 0° 0

*Promedios seguidos de la misma letra no representan diferencias significativas (p < 0.05) determinadas por la prueba multiple de
Tukey. Valores p después de la transformacion raiz cuadrada / *Means followed by the same letter are not significant different (p
<0.05) determined by Tukey’s multiple test. p values after square root transformation.

Etiquetas de los tratamientos: Nanoparticulas de quitosano 0.05% (ChNp 0.05%); nanoparticulas de quitosano y aceite esencial de
limoén 1%, (Ch-LEO-Np 1%); 3 % (Ch-LEO-Np 3%), 5% (Ch-LEO-Np 5%); nanoparticulas de quitosano y aceite esencial de tomi-
llo 1 % (Ch-TEO-Np 1 %), 3% (Ch-TEO-Np 3 %), 5 % (Ch-TEO-Np 5%); Control-Papa-Dextrosa-Agar (C-PDA); metanol (Meth)
y aceite de canola 0.1% (CO 0.1%) / Treatment labels: Chitosan nanoparticles 0.05% (ChNp 0.05%); Chitosan-lime essential oil
nanoparticles 1%, (Ch-LEO-Np 1%); 3 % (Ch-LEO-Np 3%), 5% (Ch-LEO-Np 5%); Chitosan-thyme essential oil nanoparticles 1%
(Ch-TEO-Np 1 %), 3% (Ch-TEO-Np 3 %), 5 % (Ch-TEO-Np 5%); Control-Potato-Dextrose-Agar (C-PDA); methanol (Meth) and
canola oil 0.1% (CO 0.1%).

Cuadro 2. Resumen del efecto de las cubiertas nanoestructuradas a base de quitosano-aceites esenciales, sobre la inhibicién
micelial al final del periodo de incubacién.
Table 2. Summary of the effect of coating nanoformulations based on chitosan-essential oils on mycelial inhibition at the end
of the incubation period

Mycelial inhibition (%)

Treatments  A. alternata  C. gloeosporioides  C. gloeosporioides C. fragariae R. stolonifer R .
(fig) (papaya) (soursop) (custard apple) (papaya) stolonifer
(strawberry)

COAT1 0 0 0 0+ 0+ 0
COAT2 0 0 0° 0° 0° 0°
COAT3 19.2° 17.7° 30.0° 85.0° 72.5° 62.0°
COAT4 70.2¢ 65.0° 92.0° 100° 100¢ 62.4°
COATS 100¢ 1004 100¢ 100° 100° 100¢
COAT6 0 0 0° 0° 0° 0°

* Promedios seguidos de la misma letra no representan diferencias significativas (p < 0.05) determinadas por la prueba multiple de
Tukey. Valores p después de la transformacion raiz cuadrada / *Means followed by the same letter are not significant different (p
<0.05) determined by Tukey’s multiple test. p values after square root transform.

Etiquetas de los tratamientos: 98.6% quitosano + 1% Ch-TEO-Np 5% (COAT1); 89.6% quitosano + 10% Ch-TEO-Np 5% (COAT?2);
49.6% quitosano + 50% Ch-TEO-Np 5% (COAT3); 46.6% quitosano + 53% Ch-TEO-Np 5% (COAT4); 44.6% quitosano + 55%
Ch-TEO-Np 5% (COATS) y control (COAT6) / Treatment labels: 98.6% chitosan + 1% Ch-TEO-Np 5% (COAT1); 89.6% chito-
san + 10% Ch-TEO-Np 5% (COAT2); 49.6% chitosan + 50% Ch-TEO-Np 5% (COAT3); 46.6% chitosan + 53% Ch-TEO-Np 5%
(COAT4); 44.6% chitosan + 55% Ch-TEO-Np 5% (COATS) and control (COATO6).
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6° hora de incubacién en la mayoria de los trata-
mientos (Figura 1). Para C. gloeosporioides (gua-
nabana) y R. stolonifer (papaya) la mayoria de los
tratamientos promovieron su germinacion después
de 6 h de incubacién. Con respecto a las cubiertas
nanoestructuradas, en el mas alto porcentaje de na-
noparticulas (55%), se obtuvo una inhibicion total
en los aislados de A4. alternata, en ambos aislados
de C. gloeosporioides, asi como en R. stolonifer'y
C. fragariae durante las 10 h de incubacion (Figura
2).

En general, los resultados de nuestra investiga-
cion coinciden con lo que anteriormente publicd
Zahid et al. (2013) y Correa-Pacheco et al. (2017),
donde el control efectivo de C. gloeosporioides ais-
lado de la pitahaya (Hylocereus undatus) y aguaca-
te (Persea americana), tratado con nanoemulsio-
nes de quitosano, preparadas con quitosano de bajo
peso molecular al 1%, y formulaciones nanoestruc-
turadas de quitosano-aceite esencial de tomillo al
1-5%, respectivamente, en términos de inhibicion
micelial y germinacion conidial del hongo, en com-
paracion con el control sin tratamiento. En otra in-
vestigacion llevada a cabo por Khalili ef al. (2015),
se demostr6 una mayor eficacia del AE de tomillo
encapsulado en quitosano y acido benzoico con-
vertido en nanogeles, en comparacion con el AE
de tomillo contra 4. flavus. En dichos estudios, la
mejor concentracion fungicida de 300 mg L' bajo
condiciones herméticas, fue suficiente para inhibir
de forma significativa el nimero de colonias fungi-
cas, mientras que a 700 mg L', la vida de anaquel
de los jitomates tratados se prolong6 hasta un mes.
En esta investigacion, el principal efecto fungicida
provino en su mayoria del AE de tomillo y su con-
centracion. Estos resultados concuerdan con los de
otros investigadores. Por ejemplo, Barrera-Necha
et al. (2009) y Sellamuthu et al. (2013) expusieron
la actividad antifungica del AE de tomillo in vitro y
en la fruta del aguacate contra C. gloeosporioides. En
otros reportes, también se reportd un notable efecto
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the best fungicidal concentration of 300 mg L' un-
der sealed conditions was enough to inhibit signifi-
cantly the number of fungal colonies, while at 700
mg L, the shelf life of the treated tomatoes was ex-
tended up to one month. In this research, the major
fungicidal effect seems to be mostly from the thy-
me essential oil and its concentration, results that
agree with various other researchers. For example,
Barrera-Necha et al. (2009) and Sellamuthu et al.
(2013) stated the antifungal activity of thyme EO
in vitro and on avocado fruit against C. gloeospo-
rioides. In other reports, a noticeable fungicidal
effect was also reported on A. flavus, A. alternata
and F. oxyspsorum with low concentrations (1.0-8-
0 ug mL") from two different species of the genus
Thymus: T. kotschyanus and T. daenensis (Moham-
madi et al., 2014) while the minimal concentration
of 62.5 ng mL! was exhibited on A. flavus to avoid
spore germination with this same EO species (Pe-
kmezovik et al., 2015). The above finding results
clearly state the traditional results of the thyme EO
either alone or incorporated with other substances;
however, a problem for most EO and their respec-
tive major compounds is their high volatility when
applied alone. As stated by Correa-Pacheco et al.
(2017) ‘to overcome the volatility aspect of EO, the
incorporation of nanomaterials and antimicrobials,
including EO into edible coatings will give new
properties to the nanostructured coating, in addi-
tion, their synergistic effects can improve’.

The development of new fungi-control
treatments with environmentally friendly com-
pounds by employing nanotechnology can offer
effective and more reliable means for controlling
microorganism. In this research chitosan-thyme
EO nanoparticles at the highest concentrations
(5%), tested either independently or integrated in
a formulation (50, 53 and 55 %) gave a notable in
vitro growth control on the evaluated fungi, but it
is necessary to study their effects of in situ control
assessments.
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Figura 1.

Figure 1.
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Proceso de germinacién conidial durante un periodo de incubacién de 10 h en:
a) A. alternata (higo), b) C. gloeosporioides (papaya), ¢) C. gloeosporioides (gua-
nabana), d) C. fragariae (chirimoya), e) R. stolonifer (papaya) y f) R. stoloni-
fer (fresa) y sujeto a los siguientes tratamientos: nanoparticulas de quitosano a
0.05% (Ch-NPs 0.05%), nanoparticulas de quitosano y aceite esencial de limén
al 1% (Ch-LEO-NPs 1%), 3% (Ch-LEO-NPs 3%) y 5% (Ch-LEO-NPs 5%),
nanoparticulas de quitosano y aceite esencial de tomillo al 1% (Ch-TEO-NPs
1%), 3% (Ch-TEO-NPs 3%) and 5% (Ch-TEO-NPs 5%), PDA, metanol (Meth)
y aceite de canola al 0.1% (CO 0.1%).

Germination process of conidial fungi during a 10 h incubation period of a) A.
alternata (fig), b) C. gloeosporioides (papaya), ¢) C. gloeosporioides (soursop),
d) C. fragariae (custard apple), e) R. stolonifer (papaya) and f) R. stolonifer
(strawberry) and subjected to the following treatments: chitosan nanoparticles
at 0.05% (Ch-NPs 0.05%), chitosan-lime essential oil nanoparticles at 1% (Ch-
LEO-NPs 1%), 3% (Ch-LEO-NPs 3%) and 5% (Ch-LEO-NPs 5%), chitosan-
thyme essential oil nanoparticles at 1% (Ch-TEO-NPs 1%), 3% (Ch-TEO-NPs
3%) and 5% (Ch-TEO-NPs 5%), PDA, methanol (Meth) and canola oil at 0.1%
(CO 0.1%).
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Figura 2. Proceso de germinacion de los conidos de los hongos a) A. alternata (fig), b) C. gloeos-
porioides (papaya), ¢) C. gloeosporioides (guanabana), d) C. fiagariae (chirimoya), e) R.
stolonifer (papaya) y f) R. stolonifer (fresa) durante un periodo de incubacién de 10 h y
sujetos a diferentes cubiertas nanoformuladas. Barras verticales indican la desviacién

Figure 2. Germination process of conidial fungi during a 10 h incubation period of a) 4. alternata
(fig), b) C. gloeosporioides (papaya), ¢) C. gloeosporioides (soursop), d) C. fragariae (cus-
tard apple), e) R. stolonifer (papaya) and f) R. stolonifer (strawberry) and subjected to

different coating nanoformulations. Vertical bars indicate mean standard deviations.

antifungico en 4. flavus, A. alternata y F. oxyspso-
rum con bajas concentraciones (1.0-8-0 pg mL")de
dos diferentes especies del género Thymus: T. kots-
chyanus y T. daenensis (Mohammadi et al., 2014)
mientras que, la concentracion minima de 62.5 pg
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mL"' se presentd en A4. flavus para evitar la germi-
nacion de esporas con estas mismas especies de AE
(Pekmezovik et al., 2015). Los resultados de las in-
vestigaciones anteriores demuestran con claridad
los resultados tradicionales del AE de tomillo, ya
sea solo o incorporado en otras sustancias; sin em-
bargo, un problema para la mayoria de los AE y
sus principales componentes respectivos, es su alta
volatilidad al ser aplicados solos. Como expusie-
ron Correa-Pacheco et al. (2017) ‘para superar el
aspecto de volatilidad de los AE, la incorporacion
de nanomateriales y antimicrobiales incluyendo los
AE en cubiertas comestibles, dard nuevas propie-
dades a la cubierta nanoestructurada, ademas, de
que sus efectos sinérgicos pueden mejorar’.

El desarrollo de nuevos tratamientos para el
control de hongos con compuestos amigables con
el ambiente mediante el uso de la nanotecnologia
puede ofrecer medios efectivos y mas confiables
para el control de microorganismos. En esta in-
vestigacion, las nanoparticulas de quitosano-AE
de tomillo en las mas altas concentraciones (5%),
probadas, individualmente o integradas en una for-
mulacion (50, 53 o 55 %), presentaron un control
notable en el crecimiento in vitro sobre los hongos
evaluados, aunque aun es necesario estudiar sus
efectos in situ.
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Resumen. Las enfermedades de origen fungoso
constituyen una limitante en la produccion de maiz
en Sinaloa, México. En ciclos agricolas recientes,
una enfermedad foliar ha ocurrido en niveles epi-
démicos en la region costera del Norte de Sinaloa.
Los sintomas de la enfermedad se asemejan a los
causados por Exserohilum turcicum previamente
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Abstract. Fungal diseases constitute an important
maize production constraint in Sinaloa, Mexico. In
recent growing seasons, a severe foliar epiphytotic
disease has occurred in the northern coastal region
of'this state. The symptoms of the disease resembled
those caused by Exserohilum turcicum, reported in
the high humid valleys in the states of the central
plateau of Mexico and other parts of the world with
temperate to subtropical climate. The objective
of this research was to confirm the identity of F.
turcicum associated to maize leaf blight and to
assess the disease severity in 17 maize hybrids in
commercial fields. Variation in color and colony
morphology of the fungal isolates was observed in
various media. The maize leaf extract agar was the
most favorable medium for fast mycelial growth
of the fungal isolates. The isolates collected were
used in pathogenicity tests, where they exhibited a
variation in pathogenicity on the commercial maize
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reportados en los valles altos en estados de la Mesa
Central de México y otras partes del mundo con
clima subtropical o templado. El objetivo de ésta
investigacion fue confirmar la identidad de E. tur-
cicum asociado al tizon foliar del maiz y evaluar
la severidad de la enfermedad en 17 hibridos de
maiz en lotes comerciales. Variacién en color y
morfologia de los aislados se observo en diferen-
tes medios. El medio extracto de maiz-agar fue el
mas favorable para el desarrollo micelial de los
aislados. En pruebas de patogenicidad, los aislados
exhibieron variacion en patogenicidad en el hibri-
do comercial de maiz DK-3000. Los postulados de
Koch se cumplieron mediante el re-aislamiento del
patogeno de las plantas inoculadas. Aun cuando el
teleomorfo (Setosphaeria turcica) no se observo,
estudios morfométricos y moleculares confirmaron
la identidad de E. turcicum como agente causal del
tizon del maiz. Los hibridos de maiz mostraron una
severidad diferencial de la enfermedad, lo cual es-
tuvo relacionado con periodos prolongados de alta
humedad relativa. Estudios futuros deberian enfo-
carse a la determinacion de las formae specialis
importantes para la implementacién de un progra-
ma de mejoramiento genético para el control de la
enfermedad.

Palabras clave: hongo, patogenicidad, severidad,
anamorfo, identificacion, morfologia.

En ciclos agricolas recientes, una severa enfer-
medad foliar atacé a varios hibridos de maiz en ni-
veles epifiticos en las regiones costeras del norte de
Sinaloa en los meses entre noviembre y enero, que
incluyeron periodos diarios con humedad relativa >
90% por 13-17 h, y una temperatura diaria prome-
dio de entre 18 y 26 °C. Los sintomas de la enferme-
dad se desarrollaron inicialmente en las hojas infe-
riores, causando lesiones ovaladas, largas, elipticas,
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hybrid DK-3000. Koch’s postulates were fulfilled
by re-isolation of the pathogen from inoculated
plants. Although the teleomorph (Setosphaeria
turcica) was not observed, morphometric and
molecular studies indicated that E. turcicum is
the causal agent of maize leaf blight. Differential
disease severity occurred in maize hybrids and was
highly dependent on prolonged periods of high
relative humidity. Future research should focus on
determining the formae specialis crucial for maize
breeding programs to achieve genetic resistance
against the disease.

Key words:
anamorph, identification, morphology.

fungus, pathogenicity, severity,

In recent growing seasons, a severe foliar
epiphytotic disease occurred in several maize
hybrids in the northern coastal regions of Sinaloa
during the months of November through January,
including periods of relative humidity > 90%
for 13-17 h, and an average daily temperature
between 18 and 26 °C. The symptoms of the
disease developed initially in the lower leaves
causing oval, long, elliptical, grayish-green or tan
necrotic lesions of different sizes. Later, symptoms
spread to the middle and upper leaves of the plants.
Although yield losses are yet to be estimated,
personal observations by the author indicate the
disease has destroyed up to 65% of the foliage
of some commercial maize hybrids grown in the
northern coastal region of the state. Although maize
leaf blight caused by Exserohilum turcicum (Et) is
one of the most important foliar diseases in maize
grown in Mexico, at the present time, there is not
enough scientific evidence on the etiology of the
disease, although maize growers and field advisors
have shown interest in determining its etiology.
Consequently, the main goal of the present study
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verde grisiceo o marrones de diferentes tamafios.
Mas tarde, los sintomas alcanzaron a las hojas me-
dias y superiores de las plantas. Si bien todavia es-
tan por determinarse las pérdidas de rendimiento,
observaciones personales del autor indican que la
enfermedad ha destruido hasta 65% del follaje de
algunos hibridos comerciales de maiz sembrados
en la region costera del norte del estado. Aunque
el tizén foliar del maiz causado por Exserohilum
turcicum (Et) es una de las enfermedades foliares
mas importantes en el maiz sembrado en México,
hoy en dia no existe suficiente evidencia cientifica
acerca de la etiologia de la enfermedad, aunque los
productores de maiz y asesores de campo demues-
tran interés en determinar su etiologia. En conse-
cuencia, el objetivo principal del presente estudio
fue confirmar la identidad del agente causal del ti-
zon foliar del maiz a nivel de especie, con base en
datos morfométricos y moleculares del anamorfo.

Quince muestras sintomaticas fueron colectadas
del mismo niimero de campos de maiz en los mu-
nicipios de Ahome y El Fuerte, Sinaloa, entre el 16
de diciembre de 2013 y el 15 de enero de 2014.
Una muestra de cada campo consistio en cinco ho-
jas sintomaticas recolectadas de las esquinas y el
centro de cada campo (n=25). Fragmentos de hojas
sintomaticas (5-6 cm de longitud) fueron desinfes-
tados en una solucion de hipoclorito de sodio al
0.5% por 2 min, lavados por 3 min en agua desti-
lada estéril y secados con papel de filtro Whatman
Num. 1. Los fragmentos fueron colocados en una
camara humeda por 48 h a 25 °C. De los conidios
formados en el tejido de las hojas se obtuvieron
cultivos monospdrico a través de su transferencia
con una aguja de diseccion a placas de Petri con
papa dextrosa y agar (PDA), bajo un microscopio
de diseccion.

Se evaluo el crecimiento micelial de ocho ais-
lados monoconidiales del hongo en los siguientes
medios de cultivo: papa dextrosa agar (PDA),
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was to confirm the identity of the causal agent of
maize leaf blight at the species level, based on
morphometric and molecular data of the anamorph.

Fifteen symptomatic samples were collected
from the same number of maize fields in the
municipalities of Ahome and El Fuerte, Sinaloa,
from December 16, 2013 through January 15,
2014. One sample from each field consisted in five
symptomatic leaves collected from the corners
and center of each field (n=25). Fragments of
symptomatic leaves (5-6 cm long) were disinfested
in a 0.5% sodium hypochlorite solution for 2 min,
washed for 3 min in sterile distilled water and dried
on Whatman No. 1 filter paper. Fragments were
placed in a moist chamber, for 48 h at 25 °C. From
conidia formed on the leaf tissue, monosporic
cultures were obtained through direct transference
of them with a dissecting needle to Petri plates with
potato dextrose agar (PDA), under a dissecting
microscope.

Myecelial growth of eight fungal monoconidial
isolates were evaluated on the following culture
media: potato dextrose agar (PDA), Czapek-
Dox agar (CDA), glucose peptone agar (GPA)
and Richard’s synthetic agar (RSA), and maize
leaf extract agar (CLEA) (Dhingra and Sinclair,
1985). After eight days of incubation, under 14-h
light/10-h dark regime at 25 °C, the surface color
of the fungal colonies in the different culture media
were in the olivaceous and dark grayish-olive
colors.

All isolates presented light olive pigmentation
on the back of the colony in CDA and RSA, but
no pigmentation was observed in other media.
The radial mycelial growth rate of the isolates on
CLEA ranged from 3.7 to 4.9 mm/day and was
significantly (P<0.05) greater than the growth on
the other media. There was a significant interaction
(P<0.0001) between the medium and the isolate
on radial mycelial growth, indicating that growth

470



FuLLy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

Czapek-Dox Agar (CDA), glucose peptona agar
(GPA), agar sintético de Richard’s (ASR) y extrac-
to de hoja de maiz agar (EHMA) (Dhingra y Sin-
clair, 1985). Después de ocho dias de incubacion,
bajo un régimen de luz porl4 hy 10 h de oscuridad
a 25 °C, el color de la superficie de las colonias del
hongo en los diferentes medios de cultivo variaron
de olivaceo y verde olivo grisaceo.

Todos los aislados presentaron una pigmenta-
cion de color verde oliva claro en el reverso del
cultivo en CDA y ASR, aunque no se observd pig-
mentacion en otros medios. La tasa de crecimiento
micelial radial de los aislados en EHMA fue de
entre 3.7 y 4.9 mm/dia y fue significativamente
(P<0.05) mayor al crecimiento en los otros medios.
Hubo una interaccion significativa (P<0.0001) en-
tre los medios de cultivo y el crecimiento radial
de los aislados, indicando que las tasas de creci-
miento de los aislados dependieron del medio. En
PDA, los aislados produjeron de 1 a 3 conidios en
la punta del conidiéforo (Figura 1). Los conidios
eran curvos, ahusados y alargados, con un prome-
dio de cinco septas y una longitud de 44 a 110 pm
(promedio de 85.3 um) de 10 a 21 pm de ancho
(promedio de 14.8 pm). No se observaron diferen-
cias en la morfologia entre aislados de £t obtenidos
de hojas sintomaticas del maiz, y las caracteristicas
fueron consistentes con reportes previos (Tang et
al.,2015; Shi et al., 2017).

Para observar los conidios bajo el microscopio
electronico, se cortaron fragmentos de 3.5 cm? de
una colonia de un aislado (£73) en PDA de 8 dias
de edad y se sumergieron en una solucién (FAA:
10% formaldehido, 5% acido acético, 50% dilu-
cion de etanol 96%, y 35% agua). Después de 48
h, las muestras fueron lavadas con agua de la llave
por 10 minutos y enseguida fueron deshidratadas
incrementando las concentraciones de etanol. Las
muestras fueron deshidratadas hasta un punto critico
con CO, en una desecadora BAL-TEC CPD030.
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rates of the isolates were medium-dependent. On
PDA, isolates produced between 1-3 conidia at the
tip of the conidiophore (Figure 1). Conidia were
curved, spindle and elongated, with an average
of five septa, and ranged 44 - 110 pm in length
(85.3 um average) and 10 - 21 um in width (14.8
um average). No differences in morphology were
observed among the FEt¢ isolates obtained from
symptomatic maize leaves, and the characteristics
were consistent with previous reports (Tang ef al.,
2015; Shi et al., 2017).

For the observation of conidia under the
electron microscope, fragments of 3.5 cm? of an
8-days-old PDA culture of a maize blight fungal
isolate (E#3) were cut and immersed in a fixing
solution (FAA: 10% formaldehyde, 5% acetic
acid, 50% dilution of ethanol 96%, and 35%
water). After 48 h, samples were washed with tap
water for 10 min and immediately dehydrated by
increasing concentrations of ethanol. Samples
were dehydrated to a critical point with CO, in
a desiccant glass BAL-TEC CPD030. Samples
were mounted in aluminum sample holders over
a conductive carbon strand, and covered with a
fine gold layer in an ionizer Denton Vacuum Desk
I (Hofstra Group, Ltd. Co; Boston MA, USA).
Finally, electron-micrographs of conidia were taken
under a scanning electron microscope JEOL JSM-
53110 LV (Bozzola and Russell, 1999). Following
these procedures, images revealed smooth conidia
with a protruding hilum (Figure 1).

For the pathogenicity tests, eight monoconidial
fungal isolates were grown on PDA at 24 °C in
darkness for 9 days. Three mL of sterile distilled
water were added to the colonies and the mycelium
with conidia were dislodged from the medium
using an inoculation loop; 0.2 mL of the conidial
suspensions were evenly distributed over a Petri
dish 90 mm in diameter containing PDA medium,
and incubated at the same temperature. The
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A Et-5 Sinaloa

Et-9 Sinaloa

KJ922743 Setosphaeria turcica f. sp. zeae
KJ922744 Setosphaeria turcica f. sp. sorghi
KJ922742 Setosphaeria turcica f. sp. zeae
KF278460 Setosphaeria turcica ATCC 64835
KJ922749 Setosphaeria turcica f. sp. zeae
KJ922750 Setosphaeria turcica f. sp. sorghi
HF934950 Setosphaeria turcica
85.4%|KJ922752 Setosphaeria turcica f. sp. sorghi
KJ922751 Setosphaeria turcica f. sp. zeae

100% |Et-6 Sinaloa
| E¢-7 Sinaloa

— HF934949 Exserohilum oryzicola

{_— HF934951 Setosphaeria monoceras
HF934952 Setosphaeria pedicellata
AY 329229 Pleospora tomatonis

0.02

Figura 1. Analisis filogenético de aislados asociados al tizén foliar del maiz de Sinaloa. A) Arbol de verosimilitud (Log likeli-

hood=-1276.64) basado en el traductor interno de espacios (ITS) de cuatro aislados de Exserohilum (Setosphaeria
se refiere al telomorfo of Exserohilum). El arbol fue construido con Mega 6.06 (bootstrap = 1000), usando el mode-
lo de sustitucién Jukes-Cantor (JC) con sitios invariados (+I). Los aislados caracterizados en este estudio aparecen
en negritas. La secuencia correspondiente de Pleospora tomatonis fue usada como un grupo externo Et=E. turci-
cum. Numero de accesion en la base de datos de las secuencias precede el nombre cientifico de los organismos. Los
valores de bootstrap se muestran como porcentajes. La barra de escala indica le niimero esperado de sustituciones
de aminoacidos.
Morfologia de E. turcicum del maiz (aislado Ez-2). B) Lesiones de forma eliptica del tizén foliar del maiz en el
hibrido DK-300 inoculado artificialmente con E. furcicum en invernadero. C) Mono conidiéforo recto o curvo
con uno a tres conidios. D) Conidio con forma de mazo, con célula basal protuberante en el punto de conexion. E)
Micrografia con microscopio electrénico de barrido de un conidio liso con un hilum protuberante en un cultivo
de 8 dias en PDA.

Figure 1. Phylogenetic analysis of isolates associated to maize leaf blight from Sinaloa. A) Maximum-likelihood tree (Log

likelihood= -1276.64) based on the internal transcribed spacer (ITS) of four Exserohilum isolates (Setosphaeria
refers to the teleomorph of Exserohilum). The tree was constructed with Mega 6.06 (bootstrap = 1000), using the
Jukes-Cantor (JC) substitution model with invariant sites (+I). The isolates characterized in this study are in bol-
dface. The corresponding sequence of Pleospora tomatonis was used as an out group. Et =E. turcicum. Database
accession numbers of the sequences precedes the scientific names of organisms. Bootstrap values are shown as
percentages. The scale bar indicates the expected number of amino acid substitutions.
Morphology of E. turcicum from maize (isolate E7-2). B) Elliptical- shaped lesions of maize leaf blight on maize
hybrid DK-300 artificially inoculated with E. turcicum in the greenhouse. C) Conidiophore single straight or bent
bearing one to three conidia. D) Conidium club-shaped with basal cell swollen at the point of attachment. E) Scan-
ning electron micrograph of a smooth conidium showing a protruding hilum in 8-day culture on PDA.

Las muestras fueron montadas en portaobjetos de inoculated dishes were sealed with sealing film
aluminio sobre una tira de carbon conductivo y cu- (Parafilm®) and placed upside down at 24 °C in
biertas con una fina capa de oro en un ionizador the dark for 9 days. Conidia were scraped from the
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Denton Vacuum Desk II (Hofstra Group, Ltd. Co;
Boston MA, USA). Finalmente, se tomaron foto-
grafias de conidios bajo un microscopio electro-
nico JEOL JSM-53110 LV (Bozzola and Russell,
1999). Mediante estos procedimientos, las image-
nes revelaron conidios lisos con un hilum promi-
nente (Figure 1).

Para las pruebas de patogenicidad, se cultivaron
ocho aislados monoconidiales del hongo en PDA a
24 °C en la oscuridad por 9 dias. Se agregaron tres
mL de agua destilada estéril a los cultivos y el mi-
celio y los conidios fueron desprendidos del medio
usando un asa bacteriologica; enseguida se distri-
buyeron 0.2 mL de las suspensiones conidiales so-
bre una placa de Petri con PDA de un diametro de
90 mm e incubadas a la misma temperatura. Las
placas inoculadas fueron selladas con pelicula se-
lladora (Parafilm®)y colocadas invertidas a 24 °C en
la oscuridad por 9 dias. Los conidios fueron raspa-
dos de la superficie del medio usando una espatula
esterilizada y la suspension de conidios fue filtrada
a través de dos capas de malla quesera esterilizada
para remover el micelio. Se prob6 la patogenicidad
de ocho aislados fingicos monoconidiales asocia-
dos con el tizon foliar del maiz en el hibrido co-
mercial de maiz DK-3000, que present6 una alta
incidencia de la enfermedad en el ciclo agricola
previo. Se ajustoé cada suspension de conidios a una
concentracion de 2 x 10* conidios/mL con agua
destilada estéril y fueron asperjadas sobre cuatro
plantas de maiz en estado de desarrollo VS5-6. Las
plantas control fueron asperjadas con agua desti-
lada estéril. Después de la inoculacion, las plantas
fueron colocadas en bolsas de plastico negras para
asegurar una humedad relativa (HR) del 100% por
48 h e incubadas a una temperatura de entre 12 y
15 °C. Las plantas inoculadas y las testigo se distri-
buyeron en un arreglo completamente al azar con
cuatro repeticiones (4 macetas 25 x 20 cm, cada una
con una planta). Después, las plantas se sometieron
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surface of the medium using a sterile spatula and
the conidial suspension was filtered through two
layers of sterile cheese cloth to remove mycelium.
Eight monoconidial fungal isolates associated
with maize leaf blight were tested on the maize
commercial hybrid DK-3000, which showed high
incidence of the disease in the previous growing
season. Each conidial suspension was adjusted to
a concentration of 2 x 10* conidia/mL with sterile
distilled water and sprayed on four maize plants
at the VS5-6 developmental stage. Control plants
were sprayed with sterile distilled water. After
inoculation, plants were placed in black plastic
bags to ensure 100% relative humidity (RH) for 48
h and incubated at 12-15 °C. Inoculated and control
plants were arranged in a completely randomized
block design with four replications (4 pots 25 x 20
cm, each with one plant). Afterwards, plants were
subjected to 100% RH for five consecutive days for
12 h daily. The pathogenicity of the isolates was
determined 14 days after inoculation, considering
the percentage of foliage area diseased (FAD) of
plants in the various replications. The experiment
was conducted twice in a greenhouse. Greenhouse
temperature ranged 8 - 26 °C and 12 - 30 °C in
the first and second experiment, respectively. In
order to standardize data, percentages of FAD were
arcsin transformed. The transformed data were
analyzed using ANOVA and the mean separation
was achieved following Tukey’s test (Little and
Hills, 1973). To fulfill Koch’s postulates, by the
end of the experimental periods, the fungus was
isolated from inoculated plants and its identity
confirmed using morphological identification of
twenty conidia per isolate. All eight isolates of Et
tested were pathogenic on the maize hybrid DK-
3000. Variation in virulence was detected among
the isolates. Ten days after inoculation, maize leaves
showed typical lesions and blight symptoms similar
to those observed under field conditions (Figure 1).
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auna HR de 100% por cinco dias consecutivos por
12 h al dia. La patogenicidad de los aislados fue
determinada 14 dias después de la inoculacion,
considerando el porcentaje de area foliar afectada
(AFA). El experimento se realizd dos veces en un
invernadero. La temperatura del invernadero fluc-
tud entre 8 y 26 °C, y 12 y 30 °C en el primer y
segundo experimento, respectivamente. Para es-
tandarizar los datos, los porcentajes de AFA fue-
ron transformados usando la funcién de arcoseno.
Los datos transformados fueron analizados usando
ANOVA vy la separacion de medias se realizd me-
diante el procedimiento de Tukey (Little y Hills,
1973). Para cumplir el postulado de Koch, al con-
cluir los de los periodos experimentales, el hongo
fue aislado de las plantas inoculadas y su identidad
fue confirmada por medio de la identificaciéon mor-
fologica de veinte conidios por aislado. Los ocho
aislados de Et probados fueron patogénicos en el
hibrido de maiz DK-3000. Se detect6 variacion en
virulencia entre los aislados. Diez dias después de
la inoculacién, las hojas de maiz presentaban le-
siones tipicas y sintomas de tizon foliar similares
a los observados en campo (Figura 1). EI AFA
en las plantas inoculadas vari6 entre 9.5 y 54.1%
y entre 9.0 y 26.9%, con diferencias significativas
(P=0.05) entre aislados en el primer y segundo ex-
perimento, respectivamente. Las plantas control as-
perjadas con agua destilada estéril permanecieron
asintomaticas a lo largo del estudio.

Para la caracterizacion molecular, la region ITS
rDNA fue amplificada usando los primers univer-
sales ITS1 (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 37)
e ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3°). La
PCR se realizé en un volumen de 25 puL con un
template de ADN de 1 ng, 1.5 mM MgCl,, 0.5 mM
de cada dNTP, 0.4 uM de, cebadores sentido y anti-
sentido y 1 U de Taq DNA polimerasa (Invitrogen,
Brazil, Cat. No. 11615-050). El termociclador se
programo para la desnaturalizacion inicial a 95 °C
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FAD in inoculated plants varied from 9.5 to 54.1%
and from 9.0 to 26.9%, with significant differences
(P=0.05) among isolates, in the first and second
experiment, respectively. Control plants sprayed
with sterile distilled water remained asymptomatic
during the study.

For molecular characterization, the ITS rDNA
region was amplified using the universal primers
ITS1 (5> TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’°) and
ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3°). PCR
was performed in a 25 pL volume containing 1 ng
DNA template, 1.5 mM MgCl,, 0.5 mM of each
dNTP, 0.4 uM of forward and reverse primers, and 1
U of Tag DNA polymerase (Invitrogen, Brazil, Cat.
No. 11615-050). The thermocycler was programmed
for initial denaturation at 95 °C for 4 min, followed
by 35 cycles of denaturation at 94 °C, annealing at
54 °C, extension at 72 °C, each for 1 min and a final
extension at 72 °C for 5 min. PCR products were
separated by agarose gel electrophoresis (1% w/v
in 0.5 X TAE) and visualized by ethidium bromide
staining. PCR products were purified using the
QIAquick PCR purification Kit (Qiagen, Cat. No.
28106) and quantified using a Nanodrop 2000. PCR
products were sequenced in both directions with
an ABI 3730XL sequencer (Applied Biosystems,
USA). Sequences were edited in CHROMAS
Pro 1.6 (Technelysium Pty Ltd, South Brisbane,
Queensland, Australia) and compared to sequences
in the NCBI (National Center for Biotechnology
Information) using the BLAST-N software and the
Megablast algorithm. All sequences were deposited
in GenBank under the following accession numbers
KT253948-KT253952. MEGA 6.06 was used for
alignment and phylogenetic analysis. Sequences
were aligned together with reference sequences
of Exherohilum/Setosphaeria species (Tang et al.,
2015), using the MUSCLE alignment program.
Multiple alignments were subjected to a DNA
substitution model analysis in MEGA, to select
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por 4 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion
a 94 °C, anillado a 54 °C, extension a 72 °C, cada
uno por 1 min y una extension final a 72 °C por 5 min.
Los productos de PCR fueron separados por elec-
troforesis en gel de agarosa (1% w/v en 0.5 X TAE)
y visualizados por tinciéon de bromuro de etidio.
Los productos de PCR fueron purificados con el
equipo de purificacion de PCR QIAquick (Qiagen,
Cat. No. 28106) y cuantificados usando un Nano-
drop 2000. Los productos de PCR fueron secuen-
ciados en ambas direcciones con un secuenciador
ABI 3730XL (Applied Biosystems, USA). Las
secuencias fueron editadas en CHROMAS Pro 1.6
(Technelysium Pty Ltd, South Brisbane, Queens-
land, Australia) y comparados con las secuencias
en el NCBI (Centro Nacional para la Investigacion
Biotecnologica) usando el software BLAST-N y el
algoritmo Megablast. Todas las secuencias fueron
depositadas en el GenBank bajo los nimeros de ac-
cesion KT253948-KT253952. Para la alineacion y
el analisis filogenético se us6é el MEGA 6.06. Las
secuencias fueron alineadas con las secuencias de
referencia de especies Exherohilum/Setosphaeria
(Tang et al., 2015), usando el programa de alinea-
cion MUSCLE. Multiples alineaciones fueron suje-
tas a un analisis de modelo de sustitucion de ADN
en MEGA para seleccionar el modelo que mejor se
ajustara a los datos. Se cre6 un arbol filogenético
usando el modelo Jukes-Cantor (JC) y el modelo
de verosimilitud (ML). La variacion de la tasa entre
sitios fue modelado por una proporcion de sitios
invariantes (I). El apoyo de la topologia del arbol
fue evaluado por 1000 réplicas bootstrap.
Secuencias de S. turcica (teleomorfo de EY) y
de diferentes especies de Setosphaeria/Exsero-
hilum (E. oryzicola, S. monoceras, S. pedicellata)
fueron usadas para llevar a cabo el analisis filoge-
nético. Las secuencias de S. turcica incluyeron ais-
lados obtenidos del maiz (HF934950, KF278460;
secuencia del cultivo de referencia, ATCC64835),
algunos de éstos fueron identificados como formae

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2018

the model that best fits the data. A phylogenetic
tree was constructed using the Jukes-Cantor (JC)
model and the maximum likelihood (ML) method.
The rate variation among sites was modeled by
a proportion of invariant sites (I). Tree topology
support was assessed by 1 000 bootstrap replicates.

Sequences from S. turcica (teleomorph of £¢) and
from different species of Setosphaeria/Exserohilum
(E. oryzicola, S. monoceras, S. pedicellata) were
used to conduct the phylogenetic analysis. S.
turcica sequences included isolates obtained from
maize (HF934950, KF278460; reference culture
sequence, ATCC64835), some of these identified
as formae specialis zeae (all KJ Genbank numbers
except for KJ922752) and from sorghum identified
as formae specialis sorghi (KJ922752) (Tang et al.,
2015). The maximum likelihood phylogenetic tree
generated with the ITS rDNA sequences showed
that the isolates from Sinaloa are closely related
to S. turcica sequences obtained from maize and
sorghum (Tang et al., 2015). These sequences
are clearly separated from other Exherohilum/
Setosphaeria species (Figure 1). Isolates E£#-6 and
Et-7 were different from the rest of £¢ sequences
included, but still grouped within S. turcica.

Cultural and morphometric characteristics of
conidia, colony morphology, and sequencing of
the ITS rDNA region of the anamorph indicated
that E. turcicum [(Pass.) (Leonard and Suggs)]
(syn. Helminthosporium turcicum Pass.) is the
causal agent of the maize leaf blight in Sinaloa, as
reported in other maize growing areas in the world
(Shi et al., 2017). The analysis performed does
not allow to discriminate at the formae specialis
level. Recent studies have demonstrated the utility
of universally primed polymerase chain reaction
(UP-PCR) technology to characterize the genetic
diversity and phylogenetic relationships among
the formae specialis of Et (Tang et al., 2015). In
future, this approach would be useful in the process
of discriminating the existence of formae specialis
in Sinaloa.
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specialis zeae (todos los numeros KJ Genbank
excepto por KJ922752) y de sorgo identificadas
como formae specialis sorghi (KJ922752) (Tang
et al., 2015). El arbol filogenético de verosimilitud
generado con las secuencias ITS rDNA demostra-
ron que los aislados de Sinaloa guardan estrecha
relacion con secuencias de S. furcica obtenidas de
maiz y sorgo (Tang ef al., 2015). Estas secuencias
estan claramente separadas de otras especies Exhe-
rohilum/Setosphaeria (Figura 1). Los aislados Et-6
y Et-7 fueron diferentes del resto de las secuencias
Et incluidas, aunque igualmente agrupadas dentro
de S. turcica.

Las caracteristicas de las colonias y la morfome-
tria de los conidios, y la secuenciacion de la region
ITS rDNA del anomorfo indicaron que E. turcicum
[(Pass.) (Leonard y Suggs)] (syn. Helminthospo-
rium turcicum Pass.) es el agente causal del tizon
foliar del maiz en Sinaloa, tal como se ha reportado
en otras areas productoras de maiz del mundo (Shi
et al., 2017). El analisis llevado a cabo no permite
discriminar al nivel del formae specialis. Estudios
recientes han demostrado la utilidad de la reaccion
en cadena de polimerasa cebada universalmente
(UP-PCR) para caracterizar la diversidad genética
y las relaciones filogenéticas entre los formae spe-
cialis de Et (Tang et al., 2015). En el futuro, este
enfoque sera Util en el proceso de discriminacion
de la existencia de formae specialis en Sinaloa.

La severidad del tizon foliar de maiz fue evalua-
do en 115 parcelas comerciales que variaban desde
el estado de espigamiento hasta grano masoso en
los municipios de Ahome y El Fuerte, Sinaloa en
la temporada de cultivo 2013-2014. Las parcelas
inspeccionadas iban desde las 10 hasta las 50 ha.
Cada parcela fue muestreada en las 4 esquinas y en
el centro para la severidad de la enfermedad; diez
plantas fueron extraidas de cada punto de muestreo
y una hoja fue tomada al azar de las plantas, para un
total de 150 hojas por cada parcela. El porcentaje
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The severity of maize leaf blight was assessed
in 115 commercial fields ranging from tasseling
through kernel dough stage in the municipalities
of Ahome and El Fuerte, Sinaloa in the 2013-2014
growing season. The fields inspected ranged from
10 to 50 ha. Each field was sampled in the 4 corners
and the center for disease severity; ten plants were
taken from each sampling point and one leaf
was taken randomly from the plants totaling 150
leaves per field. The average percentage of foliar
area diseased (FAD) was determined using a scale
ranging 0-4, where 0=No detectable lesion, 1=a few
lesions on the leaves (< 5%), 2= several small and
large lesions on many leaves (5.1-10%), 3=lesions
on many leaves (10.1-15%), 4=many enlarged
lesions (15.1-20%) Ten symptomatic leaves from
each field were placed in an ice chest (8-10 °C)
and taken to the laboratory to determine whether
E. turcicum was associated to the disease. The
presence of the fungus on symptomatic tissue was
confirmed by the observation of conidia under the
stereo and compound microscopes.

The disease severity, reflected as percent FAD,
varied according to hybrids and locations. Hybrid
P3254W showed the highest disease severity,
particularly in the sectors of Despensa-Bolsa de
Tosalibampo No. 2, Olas Altas-Bachomobampo,
San Isidro-Grullas Ahome-Grullas
Izquierda and Concheros-9 de Diciembre, with
percentage FAD of 17.3, 13.3, 9.0, 7.6 and 3.5%,
respectively. The same hybrid presented a reduced
disease severity in sectors Aguila Azteca-El
Guayabo, El Fuerte, 5 de Mayo-Sufragio, Santa
Rosa-Los Tercos with AFA of 3.2, 0.8, 0.4, 0.0
%, respectively. Hybrids XR56 and Maéximo
exhibited AFA of 11.0% in sector Olas Altas-
Bachomobampo. Where hybrid P3254W presented
highest disease severity. The hybrids DK 2030,
Sultan, Gorila, DK.2038, N1RO1, P3254W, XR47,
Garafion, MN1078, Caribt,, DK3000, Maximo, DK

Derecha,
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promedio de area foliar afectada (AFA) fue determi-
nado usando una escala del 0 al 4, donde 0= ningu-
na lesion detectable, 1= algunas lesiones en las ho-
jas (£ 5%), 2= varias lesiones pequefas y grandes
en muchas hojas (5.1-10%), 3= lesiones en muchas
hojas (10.1-15%), 4= muchas lesiones grandes
(15.1-20%). Diez hojas sintomaticas de cada par-
cela fueron colocadas en una hielera (8-10 °C) y
llevadas al laboratorio para determinar si E. turci-
cum estaba asociada a la enfermedad. La presencia
del hongo en tejido sintomatico fue confirmada por
la observacion de conidios bajo el microscopio es-
tereoscopico y compuesto.

La severidad de la enfermedad, reflejada como
porcentaje de AFA, vario con los hibridos y las
ubicaciones. El hibrido P3254W present6 la se-
veridad mas alta, particularmente en los sectores
de Despensa-Bolsa de Tosalibampo No. 2, Olas
Altas-Bachomobampo, San Isidro-Grullas Dere-
cha, Ahome-Grullas Izquierda y Concheros-9 de
Diciembre, con porcentajes de AFA de 17.3, 13.3,
9.0, 7.6 y 3.5%, respectivamente. El mismo hibrido
present6 una severidad reducida de la enfermedad
en los sectores Aguila Azteca-El Guayabo, El Fuer-
te, 5 de Mayo-Sufragio, Santa Rosa-Los Tercos con
un AFA de 3.2, 0.8, 0.4, 0.0 %, respectivamente.
Los hibridos XR56 y Maximo presentaron un AFA
de 11.0% en el sector Olas Altas-Bachomobam-
po, donde el hibrido P3254W present6 la mayor
severidad. Los hibridos DK 2030, Sultan, Gori-
la, DK.2038, N1RO1, P3254W, XR47, Garafion,
MN1078, Cariba, DK3000, Maximo, DK 2036,
Maximo y DS2301 presentaron un porcentaje pro-
medio de AFA de entre 0.0 y 4.6 %. Los episodios
diarios acumulados, en horas, con la humedad re-
lativa (HR) >90% en el sector Despensa-Bolsa de
Tosalibampo No2 del 16 de diciembre de 2013 al 1
de enero de 2014, donde el hibrido P3254W mostro
la mayor severidad de tizon foliar, alcanzo las 317
hr mientras que en el sector 5, de Mayo-Sufragio,
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2036, Maximo and DS2301 exhibited an average
percentage FAD ranging from 0.0 to 4.6% of AFA.
The accumulated daily episodes, in hours, with
relative humidity (RH) >90% in sector Despensa-
Bolsa de Tosalibampo No2 from December 16,
2013, through January 01, 2014, where the hybrid
P3254W showed the highest severity of foliar
blight, reached 317 hr; , while in sector 5, de Mayo-
Sufragio such time periods were of 184 hr and
the same hybrid showed 0.4% FAD. In general, a
gradual decrement of maize blight was observed,
regardless of the hybrid, as distance from the
shoreline and elevation increased s, from 4 to 100
km and from 0 to 80 masl, respectively.

CONCLUSIONS

The identity of E. turcicum, consistently
associated to the maize leafblight disease in Sinaloa,
was confirmed by morphometric measurements of
conidia, colony morphology, molecular techniques
and pathogenicity tests. The present
establishes the starting point for future research
dealing with the pathogenic variation of £ which
is crucial in breeding programs to obtain resistant
maize hybrids for the management of the disease.

The high dependence of the pathogen with
high relative humidity was evident since the severity
of the disease in the most susceptible hybrid was
conspicuous in sectors with prolonged periods of
relative humidity >90%, but decreased with the
decrements of periods with lower humidities.

study
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dichos periodos de fueron de 184 hr y el mismo
hibrido presentd un AFA de 0.4%. En general, se
observo una reduccion gradual de tizon foliar del
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maiz, independientemente del hibrido a medida
que aumentaba la distancia a partir de la costa y
la elevacion de 4 a 100 km y de 0 a 80 msnm, res-
pectivamente.

CONCLUSIONES

La identidad de E. turcicum, consistentemente
asociado al tizon foliar del maiz en Sinaloa, fue
confirmado mediante medidas morfométricas de
los conidios, morfologia de las colonias, técnicas
moleculares y pruebas de patogenicidad. El pre-
sente estudio establece el punto de partida para
investigaciones futuras orientadas a la variacion
patogénica de E?, que es fundamental en programas
de mejoramiento para obtener hibridos de maiz re-
sistentes para el manejo de la enfermedad.

La alta dependencia del patégeno de la hume-
dad relativa alta fue evidente, ya que la severidad
de la enfermedad en el hibrido mas susceptible fue

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2018

conspicuo en sectores con periodos prolongados de
humedad relativa >90%, aunque se redujo paralela-
mente con la reduccion de periodos con humedad
relativa a dichos niveles.
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