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Resumen. La zarzamora (Rubus sp.) es una fru-
tilla atacada por el género Botrytis. En México se
desconoce que especies estan involucradas con el
sintoma de moho gris. El objetivo de este estudio
fue identificar las especies de Botrytis asociadas a
zarzamora. En noviembre-diciembre de 2016, se
realizaron muestreos en 17 areas productoras de
zarzamora en México. Se colectaron frutillas con
sintomas de moho gris, de las cuales se aislaron y
purificaron los aislamientos. Con la técnica de cul-
tivo monosporico, se obtuvieron 211 aislamientos,
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Abstract. Blackberry (Rubus sp.) is a fruit
attacked by the fungus genera Botrytis. In Mexico,
it is unknown which species are associated with
the gray mold symptoms. This research aimed
to identify the Botrytis species associated with
blackberry. In November-December of 2016,
sampling was carried out in 17 blackberry
production regions in Mexico. Fruits with gray
mold symptoms were collected, from which fungi
were isolated and purified. Two hundred and
eleven isolates were obtained using the monosporic
method. Isolates clustered in 21 groups based
on a multivariate analysis using morphometric,
pathogenic and cultural data. For each group, one
isolate was selected for molecular characterization.
DNA was extracted using AP method, subsequently;
polymerase chain reactions of internal transcribed
spacer (ITS) were performed using the ITS1 and
ITS4 primers. The PCR products were sequenced
in both directions with the Sanger method. Based
on morphometric, pathogenic and cultural data, and
the analysis of ITS sequences, we conclude that the
isolates corresponding to Botrytis cinerea.
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los cuales formaron 21 grupos basado en un
agrupamiento por similitud de las caracteristicas
morfologicas, patogénicas y culturales. De cada
grupo se eligié un aislamiento y se identifico mo-
lecularmente. E1 ADN se extrajo con el método de
Phosphatasa Alcalina (AP), posteriormente se rea-
liz6 la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
de la region del espacio transcrito interno. (ITS)
utilizando los iniciadores ITS1 e ITS4. El producto
de amplificacion se secuencid en ambas direcciones
con el método de Sanger. Se identificaron diferen-
cias morfologicas, culturales y patogénicas entre
los 21 grupos. Basado en la caracterizacion mor-
fologica, cultural y patogénica, asi como el analisis
de secuencias de la region ITS se encontroé que los
aislamientos corresponden a Botrytis cinerea.

Palabras clave: PCR, analisis de secuencias, pato-
genicidad, caracterizacion.

La zarzamora (Rubus sp.) se cultiva en todo el
mundo. En México para el afio 2017 se reportaron
12, 433 ha sembradas con Rubus sp. con una pro-
duccion de 266,764 t. Los principales estados pro-
ductores en orden de importancia son Michoacan,
Jalisco, Colima, Baja California y Estado de Méxi-
co (SAGARPA, 2018). Este cultivo es atacado por
fitopatdgenos y uno de los principales es el género
Botrytis, agente causal de la enfermedad conocida
como moho gris. Este género incluye cerca de 30
especies descritas (Elad et al., 2014; Ponce de Ledn
et al., 2007; Smith et al., 2009) y afecta hojas, ta-
llos, flores y frutos en una amplia gama de cultivos,
incluyendo frutas y frutillas como zarzamora, aran-
dano, grosella, frambuesas, fresa y uvas (Droby
et al., 2009). La infeccion por el hongo ocurre en
campo y permanece quiescente, durante la postco-
secha la infeccidn se activa y se desarrolla la en-
fermedad durante el almacenamiento, transporte o

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2019

Key words: PCR, analysis,

pathogenicity, characterization.

sequences

Blackberries (Rubus sp.) are planted throughout
the globe. In Mexico, for the year 2017, there were
reports of 12, 433 ha planted with Rubus sp. With a
production of 266,764 t. The main producer states,
in order of importance are Michoacan, Jalisco,
Colima, Baja California and the State of Mexico
(SAGARPA, 2018). This crop is attacked by
phytopathogens, one of the main ones is the genus
Botrytis, causal agent of the disease known as gray
mold. This genus includes nearly 30 described
species (Elad et al., 2014; Ponce de Leon et al.,
2007; Smith et al., 2009) and it affects leaves, stem,
flowers and fruits in a wide range of crops, including
fruits and berries such as blackberries, cranberries,
redcurrants, strawberries and grapes (Droby ef al.,
2009). The infection from the fungus takes place in
the field and remains quiescent; during postharvest,
the infection becomes activated and it develops
the disease during storage, transportation, or even
in the market (Calvo et al., 2014; Feliziani and
Romanazzi, 2013), causing critical losses (Crisosto
et al., 2002; Ippolito and Nigro 2000; Teles et al.,
2014).

Infection by the fungus Botrytis spp. In
blackberry plants manifest themselves as soft
rotting in flowers, because they are the most
susceptible; on the fruit, light maroon areas appear,
which quickly increase in size until the fruit
becomes dried and mummified, due mainly to the
fruit having a limited shelf life (Droby et al., 2009;
Li et al., 2012a). Three species of Botrytis have
been identified in blackberry fruits: B. patula Sacc
and Berl., (Sacc. and Berl.) (Holubova, 1974), B.
cinerea Pers.: Fr., (Farr and Rossman, 2011) and
B. caroliniana (X. P. Li and Schnabel) (Li et al.,
2012a).
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incluso en el mercado (Calvo et al., 2014; Feliziani
y Romanazzi, 2013), ocasionando graves pérdidas
(Crisosto et al., 2002; Ippolito y Nigro 2000; Teles
etal.,2014).

La infeccion del hongo Botrytis spp. en plantas
de zarzamora se manifiesta como pudricion suave
en flores por ser las mas susceptibles; en la fruta
se observan zonas blandas de color marrén claro
que aumentan rapidamente en tamafio hasta secar
y momificar el fruto, esto se debe principalmente a
que la fruta presenta una vida de anaquel reducida
(Droby et al., 2009; Li ef al., 2012a). Se han iden-
tificado tres especies de Botrytis en frutos de zarza-
mora: B. patula Sacc y Berl., (Sacc. y Berl.) (Holu-
bova, 1974), B. cinerea Pers.: Fr., (Farr y Rossman,
2011) y B. caroliniana (X. P. Li 'y Schnabel) (Li et
al.,2012a).

Las especies de Botrytis se identifican con base
en sus caracteristicas morfologicas, morfométricas
y culturales (Ellis, 1971; Jarvis, 1977), rango de
hospedantes y condiciones de crecimiento, donde
la morfologia del micelio, tamafo y forma de co-
nidios asi como numero, organizacion y tamafio de
los esclerocios y especificidad de hospedantes son
muy importantes para diferenciar especies (Li et
al., 2012a; Lorenzini y Zapparoli, 2014; Martinez
et al., 2003). El uso de herramientas moleculares
se hace imprescindible para complementar la iden-
tificacion morfologica, por lo que son utilizadas
para identificar las especies de Botrytis (Lorenzini
y Zapparoli, 2014; Zhang et al., 2010a; Zhang et
al., 2010b). El analisis de secuencias en la region
del espacio transcrito interno (ITS) es un método
eficiente y comun para la identificacion de hongos
(Elmagid et al., 2013) el cual confirma y refuerza
la identificacion morfologica y se ha utilizado con
éxito para identificar a Botrytis cinerea (Aktaruz-
zaman et al., 2014; Cheon y Jeon, 2013; Nieto et
al., 2014; Silva et al., 2016; Zhang et al., 2014; Yu
etal.,2014).
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The Botrytis species were identified based on
its morphological, morphometric and cultural
characteristics (Ellis, 1971; Jarvis, 1977), range of
hosts and growth conditions, where the morphology
of the mycelium, size and shape of the conidia, as
well as the number, organization and size of the
sclerotia and specificity of hosts are very important
when differentiating species (Li et al., 2012a;
Lorenzini and Zapparoli, 2014; Martinez et al.,
2003). The use of molecular tools becomes crucial
to complement morphological identification, and
are therefore used to identify species of Botrytis
(Lorenzini and Zapparoli, 2014; Zhang et al.,
2010a; Zhang et al., 2010b). The analysis of
sequences in the region of the internal transcribed
spacer (ITS) is an efficient and common method to
identify fungi (Elmagid et al., 2013); it confirms
and reinforces the morphological identification
and has been successfully used to identify Botrytis
cinerea (Aktaruzzaman et al., 2014; Cheon and
Jeon, 2013; Nieto et al., 2014; Silva et al., 2016;
Zhang et al., 2014; Yu et al., 2014).

In this context, the aim of this research was to
carry out morphological, pathogenic, cultural and
molecular identification of Botrytis spp. isolations
in blackberry crops.

MATERIALS AND METHODS

Collection of samples and isolations of Botrytis
sp. In the months of November and December
of 2016, and based on a randomized collection
of samples (Steel et al., 1997), blackberry fruits
with symptoms of gray mold were gathered from
commercial plantations in
distributed throughout five states in Mexico
(Table 1). Each fruit was placed in an individual
polyethylene bag, which were then sealed and
transported in a cold ice cooler to the lab, where

17 municipalities
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En este contexto, el objetivo de la presente in-
vestigacion fue realizar la identificacion morfologi-
ca, patogénica, cultural y molecular de aislamien-
tos de Botrytis spp. en el cultivo de zarzamora.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de muestras y aislamiento de Botrytis sp.
En los meses de noviembre y diciembre de 2016 y
con base en un muestreo al azar (Steel et al., 1997)
se colectaron frutos de zarzamora con sintomas de
moho gris en plantaciones comerciales de 17 mu-
nicipios distribuidos en cinco estados de México
(Cuadro 1). Cada fruto se colocd en una bolsa de
polietileno individual, se sellaron y se transporta-
ron en frio en una hielera al laboratorio donde se
almacenaron a 4 °C (Li et al., 2012a). Posterior-
mente, las frutillas se colocaron en bolsas de po-
lietileno que contenian toallas de papel estériles
humedecidas a temperatura de 20 £ 1 °C y una hu-
medad relativa cercana al 100% (técnica de camara
htimeda) para estimular su esporulacion, una vez
esporulados los conidios se rasparon, sin tocar la
fruta utilizando una aguja de diseccion estéril, se
suspendieron en 1 mL de agua destilada estéril y se
ajustaron a una concentracion de conidios de 1 %
10% esporas mL™! (Li et al., 2012a). Posteriormen-
te 200 pL de las suspensiones fueron sembradas
en medio de cultivo PDA (Papa Dextrosa Agar)
(Bioxon, PDA, 39 g L' de agua) modificado con
acido lactico (0.1 % v/ v) en cajas Petri, que fueron
selladas con Parafilm (Sigma-Aldrich) e incubadas
a20 £ 1 °C, en oscuridad, durante 36 h. Los coni-
dios germinados se purificaron mediante el método
de conidio monosporico en cajas Petri con medio
de cultivo PDA (Li et al., 2012a)

Pruebas de patogenicidad. Los 211 cultivos mo-
nosporicos de Botrytis sp. se inocularon en frutos

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2019

they were stored at 4 °C (Li et al., 2012a). Later, the
berries were placed in polyethylene bags containing
moist sterilized paper towels at a temperature
of 20 °C £ 1 and a relative humidity of nearly
100% (humid chamber technique) to stimulate its
sporulation. Once sporulated, the conidia were
scraped without touching the fruit and using a
sterilized dissecting needle, they were suspended
in 1 mL of sterilized distilled water and adjusted
to a conidial concentration of 1 x 10°spores mL"!
(Li et al., 2012a). Next, 200 uL of the suspensions
were planted in a PDA (Potato Dextrose Agar)
culture medium (Bioxon, PDA, 39 g L' water)
modified with lactic acid (0.1% v / v) in Petri
dishes, which were sealed with Parafilm (Sigma-
Aldrich) and incubated at 20 £+ 1 °C in the dark for
36 h. The germinated conidia were purified using
the monosporic conidia method in Petri dishes with
a PDA culture medium (Li et al., 2012a).

Pathogenicity tests. The 211
monosporic cultures were inoculated in Tupi
variety blackberry fruits in a stage of physiological
maturity, which were washed with tap water and
disinfested in sodium hypochlorite at 2% for 3
min, then rinsed twice with sterilized distilled

Botrytis  sp.

water and the excess moisture was eliminated. The
inoculation procedure consisted in creating a lesion
(using a sterilized dissection needle at a depth of 3
mm) and without a needle placing a 20 uL aliquot
of a conidial suspension at a concentration of 1 x
10° spores mL! on the fruits; for each isolation,
two control fruits were used, on which 20 pL of
sterilized distilled water were placed (Saito et al.,
2016; Zhou et al., 2014). The inoculated fruits
and the controls were placed in 15 x 15 cm plastic
containers containing dampened sterilized paper
towels, sealed to increase relative humidity and
incubated at 20 = 1 °C in the dark under a totally
randomized experimental

design, inoculating
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de zarzamora variedad Tupi en estado de madurez
fisiologica, los cuales se lavaron con agua corriente
y se desinfestaron en hipoclorito de sodio al 2% por
3 min, se enjuagaron dos veces con agua destilada
estéril y el exceso de humedad fue eliminado. El
procedimiento de inoculacién consistio en la reali-
zacion de una herida (con aguja de diseccion estéril
a 3 mm de profundidad) y sin herida, al colocar un
alicuota de 20 pL de una suspension de conidios a
una concentracion de 1 x 10° esporas mL™' sobre las
frutas, por cada aislamiento se utilizaron dos frutos
testigos donde se coloco 20 pL de agua destilada
estéril (Saito ef al., 2016; Zhou et al., 2014). Los
frutos inoculados y los testigos se colocaron en re-
cipientes de plastico de 15 x 15 cm que contenian
toallas de papel estériles humedecidas con agua
destilada estéril sellados para aumentar la humedad
relativa y se incubaron a 20 = 1 °C en oscuridad
bajo un disefo experimental completamente al azar
inoculando un fruto por aislamiento con cuatro re-
peticiones con sus respectivos testigos, donde cada
aislamiento monospdrico fue considerado como
un tratamiento. Se midid el didmetro de la lesion
cada 24 h finalizando a las 72 h después de la ino-
culacién (hdi). Posteriormente, se realizaron reais-
lamientos en medio de cultivo PDA para verificar
la patogenicidad de los aislamientos inoculados y
completar los postulados de Koch, el experimento
se realizo dos veces. Se realizd un analisis de va-
rianza y comparacion de medias (Diferencia Mini-
ma Significativa) utilizando el programa SAS V.9.1
para Windows.

Caracterizacion morfométrica, morfologica y
cultural. Las variables determinadas a los aisla-
mientos fueron tasa de crecimiento calculada con
el crecimiento a las 48 h menos el crecimiento de
las 24 h (Zhou et al., 2014), forma de crecimiento
y coloracion de micelio, dias a esporulacion, dias a
formacion de esclerocios, nimero de esclerocios,
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one fruit per isolation with four repetitions with
their respective controls, where each monosporic
isolation was considered as a treatment. The
diameter of the lesion was measured every 24 h,
ending at 72 h after inoculation (hai). Afterwards,
reisolations were carried out in PDA culture to
verify the pathogenicity of the inoculated isolations
and complete Koch’s postulates; the experiment
was carried out twice. An analysis of variance was
carried out, as well as a comparison of averages
(Least Significant Difference) using the program
SAS V.9.1 for Windows.

Morphometric, morphological and cultural
characterization. The variables determined to
the isolations were growth rate — calculated with
growth at 48 h minus the growth of 24 h (Zhou et
al., 2014), growth shape and color of mycelium,
days to sporulation, days to formation of sclerotia,
number of sclerotia, shape and color of sclerotia
(Martinez et al., 2003, Tanovic et al., 2009,
Tanovic et al., 2014). The sclerotia, conidia and
conidiophores were measured (n=50) (Li et al.,
2012) using an OLYMPUS BX 41 compound
microscope with an OLIMPUS U-CMAD3 T2,
U-TV1X-2 T2 camera (Tokyo, Japan) and the
morphometry was carried out using the program
ImageJ (Schindelin et al., 2015). The information
obtained from the pathogenic, morphological and
morphometric characterization was used to carry
out a cluster by similarity or by morphotype for
the identification of groups and selection of the
representative isolations to carry out the molecular
characterization.

Molecular identification. DNA extraction was
carried out using the Alkaline phosphatase (AP)
method (Ruiz et al., 2014, Sambrook and Russel,
2001). The regions of the internal transcribed
spacer (ITS) were amplified using primers ITSI
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forma y color de esclerocios (Martinez et al., 2003,
Tanovic et al., 2009, Tanovic et al., 2014). Los es-
clerocios, conidios y conididforos fueron medidos
(n=50) (Li et al., 2012) en un microscopio com-
puesto OLYMPUS BX 41 con camara OLIMPUS
U-CMAD3 T2, U-TV1X-2 T2 (Tokio, Japén) y la
morfometria se realizd con el programa Imagel
(Schindelin et al., 2015). La informacién obteni-
da de la caracterizacion patogénica, morfologica
y cultural se utiliz6 para realizar un agrupamiento
por similitud o morfotipos para la identificacion de
grupos y seleccion de los aislamientos representati-
vos para realizar la caracterizaciéon molecular.

Identificacién molecular. Se realizo la extraccion
de ADN mediante el método Phosphatasa Alcalina
(AP) (Ruiz et al., 2014, Sambrook y Russel, 2001).
Se amplificaron las regiones del espacio transcri-
to interno (Internal Trancribed Spacer) utilizando
los iniciadores ITS1 / ITS4 (Gardes y Bruns 1993;
Staats et al., 2005; White et al., 1990) combinado
con el programa de termociclado propuestos por
White et al. (1990). Los productos amplificados
fueron secuenciados en ambas direcciones con el
método de Sanger en la empresa Macrogen (http://
dna.macrogen, Corea). Las secuencias resultantes
se analizaron por DNASTAR (2001) y Sequencher
(2014), y la alineacion se realizod con Clustal W en
MEGA 6.0 (Tamura ef al., 2013). Las secuencias se
compararon usando el algoritmo BLAST del NCBI
(http://blast.ncbi.nlm. nih.gov/Blast.cgi) y se depo-
sitaron en el GenBank.

RESULTADOS

En frutos de zarzamora se observaron sintomas
de pudricion blanda de color marrén a negra, sobre
las cuales creci6 abundante micelio, conidioforos
y conidios que en conjunto forman el moho gris
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/ 1TS4 (Gardes and Bruns 1993; Staats et al.,
2005; White ef al., 1990) in combination with the
thermocycling program proposed by White et al.
(1990). TE amplified products were sequenced
in both directions using the Sanger method in the
company Macrogen (http://dna.macrogen, Korea).
The resulting sequences were analyzed using
DNASTAR (2001) and Sequencher (2014), and
the alignment was carried out with Clustal W in
MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013). The sequences
were compared using the BLAST algorithm of the
NCBI (http://blast.ncbi.nlm. nih.gov/Blast.cgi) and
deposited in the GenBank.

RESULTS

In blackberry fruits, symptoms of soft rotting
were observed, colored maroon to black, over
which abundant mycelia, conidiophores and conidia
grew, altogether forming gray mold (Figure 1A and
1B). Two hundred eleven isolations of Botrytis sp.
were obtained, isolated from blackberry fruits from
different regions in Mexico. The pathogenicity
tests confirmed that 100% of the isolations
inoculated produced symptoms of gray mold 48
hours after inoculation (hai) on inoculated fruits,
with or without lesions, and control fruits displayed
no symptoms or signs of the fungus. When
performing the morphometric, morphological and
cultural characterization, the 211 isolations were
identified as Botrytis cinerea (Ellis, 1971; Jarvis,
1977; Martinez et al., 2003). The production areas
studied were: Colima, State of Mexico, Jalisco,
Michoacan and Morelos, from where 34, 25, 32,
80 y 40 isolations were taken, respectively (Table
1). Clustering by similarity helped identify 21
groups, from which a representative isolation of
each was taken; the pathogenic, morphological and
molecular description is described below.
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(Figura 1A y 1B). Se obtuvieron 211 aislamientos
de Botrytis sp. aislados de frutos de zarzamora de
distintas regiones de México. Las pruebas de pa-
togenicidad confirmaron que el 100% de los aisla-
mientos inoculados produjeron sintomas de moho
gris 48 horas después de la inoculacion (hdi), en
frutos inoculados sin herida como para frutos ino-
culados con herida, en los frutos testigo no se ob-
servaron sintomas o signos del hongo. Al realizar
la caracterizacion morfométrica, morfologica y
cultural los 211 aislamientos fueron identificados
como Botrytis cinerea (Ellis, 1971; Jarvis, 1977,
Martinez et al., 2003). Las zonas productoras estu-
diadas fueron: Colima, Estado de México, Jalisco,
Michoacan y Morelos, de los cuales se obtuvieron
34, 25, 32, 80 y 40 aislamientos, respectivamente
(Cuadro 1). El agrupamiento por similitud permitid
identificar 21 grupos, de los cuales se seleccion6 un
aislamiento representativo de cada uno, la descrip-
cion patogénica, morfologica y molecular se men-
ciona a continuacion.

Pruebas de patogenicidad. De los 21 aislamien-
tos inoculados el 100% fue patogénico en ambos
métodos de inoculacion, cuando no se realizd he-
rida, los frutos inoculados presentaron sintomas
tipicos de la enfermedad 48 hdi (Figura 1C), se en-
contraron diferencias significativas (F = 2762.38,
p=<0.0001) el diametro de la lesion vari6 de 4.2 a
15.9 mm., a las 72 hdi el didmetro de lesion varid
de 8.6 a 23.1 mm (F = 8289.98, p = <0.0001). En
frutos con herida inoculados, los sintomas tipicos
se manifestaron 48 hdi existiendo diferencias signi-
ficativas (F =3551.21, p =<0.0001) en el diametro
de lesion el cual oscild de 7.3 a 19.6 mm. A las
72 hdi se mantuvo el comportamiento de los aisla-
mientos, el diametro de lesion vario de 11.2 a 24.8
mm (F = 4287.86, p = <0.0001) en todos los casos
el aislamiento MF12 fue el mas agresivo ya que in-
dujo mayor didmetro de lesion en comparacion con

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2019

Pathogenicity tests. Out of the 21 isolations
inoculated, 100% was pathogenicinbothinoculation
methods. When no lesions were created, the
inoculated fruits presented typical symptoms of the
disease 48 hai (Figure 1C); significant differences
were found (F=2762.38, p=<0.0001); the diameter
of the lesion varied between 4.2 and 15.9 mm., and
at 72 hai the diameter of the lesion varied between
8.6 and 23.1 mm (F = 8289.98, p = < 0.0001). In
inoculated fruits with lesions, the typical symptoms
manifested 48 hai, with significant differences (F
= 3551.21, p = < 0.0001) in the diameter of the
lesion, which ranged between 7.3 and 19.6 mm.
At 72 hai, the behavior of the isolations stabilized;
the diameter of the lesion varied between 11.2 and
24.8 mm (F = 4287.86, p =< 0.0001). In all cases,
isolation MF12 was the most aggressive, since it
produced the largest lesion diameter in comparison
with isolation OS10, which presented the smallest
lesion diameters (Table 2). Control fruits presented
no symptoms or signs of the fungus (Figure 1C).

Morphometric, morphological and cultural
characterization. The values of the mycelial
growth rate varied between 0.7 cm d!'and 1.5 cm
d' where isolations 1.6 and 4.4 grew at a slower
rate, while isolation MF21 was the quickest
to grow (Table 3). The way of growth varied -
80.95% of isolations formed superficial mycelia
and 19.05% formed aerial mycelia — as did the
color, where 42.86% displayed a light gray color,
38.09% presented a gray color and 19.05%, dark
gray, (Figure 1 D-G).

Allisolations (100%) formed sclerotia, although
isolations MF21 and 4.8 were more precocious,
since they formed them 4 days after planting (dap),
whereas isolation 4.1 took 11 dah. The shape of
the sclerotia varied: 66.67% were irregular and
33.33% were round (Figure 1 H-J). The number of
sclerotia formed in the Petri dish was 26 (isolation
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Figura 1. Caracteristicas morfolégicas de B. cinerea A. Fruto de zarzamora con sintomas en campo. B. Fruto de zarzamora
con signos en campo. C. Parte superior, frutos de zarzamora inoculados con agua destilada estéril, parte inferior
frutos enfermos inoculados con B. cinerea. D, E, F y G. Diferentes formas de crecimiento y coloracion de micelio.
H, 1y J. Forma, color, nimero y disposicion en el medio de cultivo PDA de esclerocios. K. Conidiéforo con coni-
dios. L. Conidios.

Figure 1. Morphological characteristics of B. cinerea A. Blackberry fruit with symptoms in the field. B. Blackberry fruit
with signs in the field. C. Top section, blackberry fruits inoculated with sterilized distilled water, bottom section
diseased fruits inoculated with B. cinerea. D, E, F and G. Different growth forms and color of mycelium. H, I and
J. Shape, color, number and disposition in the PDA growth medium of sclerotia. K. Conidiophore with conidia. L.
Conidia.
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el aislamiento OS10 el cual present6é los menores
diametros de lesion (Cuadro 2). En los frutos tes-
tigo no se observaron sintomas o signos del hongo
(Figura 1C).

Caracterizacion morfométrica, morfologica y
cultural. Los valores de la tasa de crecimiento del
micelio varié de 0.7 cm d'a 1.5 cm d! donde los
aislamientos 1.6 y 4.4 crecieron mas lento mien-
tras que el aislamiento MF21 fue el mas rapido
en crecer (Cuadro 3). La forma de crecimiento
vario, el 80.95% de los aislamientos formaron

ZF10) to 333 (isolation MF21) (Table 3) and the
largest sclerotia were formed by isolation 1.6, sized
2.5-(3.1)-4 x 2.0-(2.5)- 3.5 mm and isolation HC19
formed the smallest, sized 0.9-(1.2)-1.3 x 0.6-(0.9)-
1.1 mm (Table 3).

All isolations sporulated, and isolations MF21
and HC19 were the most aggressive, sporulating
9 dap, in comparison with isolation 1.5, which
took place 20 dap. Conidia observed were erect,
septated, branched maroon to olive in color, and
the largest ones were formed by isolation HC19
with a size of 1175-1694 x 8-17 um, whereas the

Cuadro 2. Diametro de lesion (mm) ocasionado por B. cinerea en frutos de zar-
zamora 48 y 72 horas después de la inoculacién (hdi).
Table 2. Diameter of lesion (mm) caused by B. cinerea in blackberry fruits 48
and 72 hours after inoculation (hai).

Diametro (mm) (48 hdi) Didmetro (mm) (72 hdi)
Aislamiento Con herida Sin herida Con herida Sin herida
MF21 19.6 a* 159a 248 a 23.1a
4.8 16.1b 13.2d 209b 18.1 bc
ZF10 16.1b 134 ¢ 20.1¢ 18.1b
MF12 159b 13.7b 19.9d 17.9 cd
5.6 159b 13.2d 19.7 ¢ 17.9d
1.5 156¢ 13.2d 19.7 ¢ 17.6 ¢
2.5 13.6d 10.8 ¢ 18.6 f 16.7 £
3.1 13.6d 10.7 f 18.6 f 16.7 f
4.4 13.5d 105¢g 18.5f 16.6 f
4.1 13.5d 10.7 f 185 f 16.7 f
BP3 124¢ 9.2h 17.1g 146g
HAR3 124 ¢ 9.3h 169 ¢ 1431
BP5 122 f 9.2h 169 ¢ 144h
T6 119¢g 891 1581 13.0k
1.6 119¢g 8.8j 159h 13.1]
Tl 11.8¢g 9.01 16.0h 13.2]
HC25 99h 6.9k 13.6] 1.1 m
0S5 9.9h 6.9 k 133k 109 m
HC19 9.9h 6.9k 13.6j 11.21
HAR4 9.9h 7.0k 13.4k 11.1m
0S10 7.31 421 11.21 8.6n
Testigo 0j Om 0o

* Los valores medios seguidos por las mismas letras dentro de la misma columna,
son estadisticamente iguales (*= p<0.05) segun la prueba de diferencia minima sig-
nificativa (LSD) / * Mean values followed by the same letters in the same column
are statistically equal (*= p<0.05) according to the Least Significance Difference

(LSD) test.
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micelio superficial y 19.05% formo micelio aéreo,
al igual que el color, donde el 42.86% presento co-
lor gris claro, 38.09% exhibi6 una coloracion gris y
19.05% color gris oscuro, (Figura 1 D-G).

El 100% de los aislamientos formaron esclero-
cios, los aislamientos MF21 y 4.8 fueron mas pre-
coces formandolos a los 4 dias después de la siem-
bra (dds). En comparacion con el aislamiento 4.1
que tardo 11 dds. La forma de los esclerocios vario,
66.67% fueron irregulares y 33.33% redondos (Fi-
gura 1 H-J), el nimero de esclerocios formados por
caja Petri fue de 26 (aislamiento ZF10) a 333 (ais-
lamiento MF21) (Cuadro 3) y los esclerocios mas
grandes los form¢ el aislamiento 1.6 de un tamafio
de 2.5-(3.1)-4 x 2.0-(2.5)- 3.5 mm y el aislamiento
HC19 formo los mas pequefios de un tamafio de
0.9-(1.2)-1.3 x 0.6-(0.9)-1.1 mm (Cuadro 3).

Todos los aislamientos esporularon, el MF21 y
HC19 fueron los mas agresivos al esporular 9 dds
en comparacion con el aislamiento 1.5 que ocurrié
20 dds. Se observaron conidioforos erectos, septa-
dos, ramificados, de color marrén a olivo y los mas
grandes fueron formados por el aislamiento HC19
con un tamafo de 1175-1694 x 8-17 pm mientras
que los mas cortos los formé el aislamiento 2.5 de
846-1492 x 6-15 um (Figura 1K). El 61.90% de
los aislamientos formd conidios elipticos, 19.05%
alimonados y el 19.05% redondos, el 100% fueron
hialinos a marrén claro (Figura 1L), los conidios
de mayor tamaiio fueron los formados por el aisla-
miento 5.6 de 8.8-(10.4)-13.8 x 6.5-(7.2)- 7.9 pm y
los de menor tamafio los formo¢ el aislamiento OS10
de 5.6-(8.7)-10.30 x 5.2-(6.5)- 8.0 pm (Cuadro 3).

Identificacion molecular. Los numeros de acce-
so de las secuencias ITS obtenidas se mencionan
en el Cuadro 1, los acceso de los aislamientos 2.5,
3.1, ZF10, 4.1, 4.8, HC19, 4.4, 5.6, 1.5, MF21 y
MF12, presentaron una similitud del 100% con el
numero de acceso MG907605.1 de B. cinerea; los
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shortest ones were formed by isolation 2.5 and
measured 846-1492 x 6-15 pm (Figure 1K). Out of
all the isolations, 61.90% formed elliptical conidia,
19.05 % lemon-shaped and 19.05 % round ones;
100% were hyaline to light maroon (Figure 1L),
the largest conidia were formed by isolation 5.6
and measured 8.8-(10.4)-13.8 % 6.5-(7.2)- 7.9 um,
while the smaller conidia were formed by isolation
0OS10 and measured 5.6-(8.7)-10.30 x 5.2-(6.5)-
8.0 um (Table 3).

Molecular identification. The access numbers of
the ITS sequences obtained are shown in Table 1.
Access numbers from isolations 2.5, 3.1, ZF10,
4.1, 4.8, HC19, 4.4, 5.6, 1.5, MF21 and MF12,
presented a similarity of 100% with access number
MG907605.1 of B. cinerea; isolations HAR3,
HAR4, BP3, BP5 were similar (100%) to the
deposit KX783612.1 of B. cinerea and isolations
1.6, T1 and HC25 presented a similarity of 100%
with access number KX463512.1 of B. cinerea.
Isolations OS5 and OS10 were similar to the same
deposit, but by 99 % and isolation T6 was similar
(97%) to access number KU992695.1 of B. cinerea.

DISCUSSION

The symptoms observed in this research were
typical of gray mold, and similar to those reported
by Li et al. (2012a) and Li et al., (2012b). In the
pathogenicity tests of this study, 100% of the
inoculated isolations were ineffective, showing
symptoms at 48 hai. Isolation MF21 developed
the largest lesion diameter at 48 and 72 hai in both
forms of inoculation, reaching the largest lesion
diameter when the cut was made. The cuts in the
blackberry fruit facilitate the entry of B. cinerea,
since the fungus penetrates and uses mechanisms
such as the formation of appressoria, the production
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aislamientos HAR3, HAR4, BP3, BP5 fueron simi-
lares (100%) al depodsito KX783612.1 de B. cine-
rea y los aislamientos 1.6, T1 y HC25 presentaron
una similitud del 100% con el nimero de acceso
KX463512.1 de B. cinerea, los aislamientos OS5 y
OS10 fueron similares al mismo deposito pero en
un 99% vy el aislamiento T6 fue similar (97%) con
el nimero de acceso KU992695.1 de B. cinerea.

DISCUSION

Los sintomas observados en la presente inves-
tigacion fueron tipicos de moho gris siendo simi-
lares a los reportados por Li ef al. (2012a) y Li et
al., (2012b). En las pruebas de patogenicidad en el
presente estudio el 100% de los aislamientos inocu-
lados fueron infectivos, mostrando sintomas a las
48 hdi. El aislamiento MF21 desarroll6 el mayor
diametro de lesion a las 48 y 72 hdi en las dos for-
mas de inoculacion alcanzando el mayor didmetro
de lesion cuando se realizo una herida, las heridas
en la fruta de zarzamora facilitan la entrada de 5.
cinerea ya que el hongo penetra y utiliza mecanis-
mos como la formacion de apresorios, produccion
de fitotoxinas y secrecion de enzimas degradantes
de la pared celular (Choquer et al., 2007; Zhang et.
al., 2016), de acuerdo a los resultados la presencia
de una herida induce mayor diametro de la lesion,
lo cual destaca la importancia de evitar dafios fisi-
cos durante la cosecha y postcosecha para incre-
mentar la vida de anaquel de la fruta.

Los aislamientos MF21 y ZF10 fueron los que
presentaron mayor tasa de crecimiento en medio de
cultivo PDA (Cuadro 3) esto se asocio a la agresivi-
dad cuando se inocularon en el hospedante, ya que
ocasionaron lesiones grandes en poco tiempo, estos
aislamientos provienen de parcelas del estado de
Michoacan de la region de Periban y Ziracuaretiro
respectivamente, las cuales presentan antecedentes
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of phytotoxins, and the secretion of enzymes that
degrade the cell wall (Choquer et al., 2007; Zhang
et. al., 2016). According to the results, the presence
of a lesion induces a greater diameter of the lesion,
which highlights the importance of avoiding
physical damage during harvest and postharvest to
increase the fruit’s shelf life.

The isolations MF21 and ZF10 presented a
higher growth rate in PDA culture medium (Table
3). This was related with aggressiveness when they
were inoculated in the host, since they caused large
lesions in little time. These isolations come from
fields in the state of Michoacan, specifically from
the area of Periban and Ziracuaretiro, respectively,
which have a background of an intensive use of
products, in comparison to isolation 1.6 from
Texcoco, State of Mexico, which displayed a lower
growth rate and aggressiveness, and which has
received no fungicides. The mycelial growth data
found in this investigation coincide with those
reported by Li et al. (2012a).

The present study found different growth forms,
as well as the color of the B. cinerea mycelium,
which coincides with different investigations (Li
et al., 2012a; Lorenzini and Zapparoli, 2014; Ozer
and Bayraktar, 2014; Tanovic et al. 2014; Zhou et
al., 2014;). The results of the present investigation
expose the high morphological variability of the
pathogen to develop in a culture medium, but also
share similarities between the members of a state
in particular. For example, the 5 isolations from
the state of Morelos displayed light gray mycelia
and those from Jalisco, gray ones. In addition, the
most aggressive isolation was observed to form
darker colored mycelia. This correlation between
pigmentation and aggressiveness may possibly be
due to the higher presence of melanin in B. cinerea
conidia (Doss et al., 2003).

The size, shape, color and the arrangement of
the sclerotia in the culture medium is important
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de una aplicacion intensiva de productos, en com-
paracion con el aislamiento 1.6 de Texcoco Edo. de
México, que mostré una menor tasa de crecimiento
y agresividad, a esta plantacion de zarzamora no se
han aplicado fungicidas. Los datos de crecimiento
de micelio encontrados en la presente investigacion
coinciden con lo reportado por Li et al. (2012a).

En este estudio se encontraron diferentes formas
de crecimiento asi como la coloracion del micelio
de B. cinerea que coinciden con diferentes investi-
gaciones (Li et al., 2012a; Lorenzini y Zapparoli,
2014; Ozer y Bayraktar, 2014; Tanovic et al. 2014;
Zhou et al., 2014;). Los resultados de la presente
investigacion ponen de manifiesto la alta variabi-
lidad morfoldgica del patégeno para desarrollarse
en medio de cultivo pero al mismo tiempo compar-
ten similitudes entre los miembros de un estado en
particular, por ejemplo los 5 aislamientos del es-
tado de Morelos presentaron micelio de color gris
claro y los del estado de Jalisco color gris, ademas
se observé que el aislamiento mas agresivo forméd
micelio de coloracion mas oscuro, esta correlacion
entre pigmentacion y agresividad posiblemente se
explique por la mayor presencia de melanina en los
conidios de B. cinerea (Doss et al., 2003).

El tamanio de los esclerocios, la forma, el color
y la disposicidn en el medio de cultivo es importan-
te para la identificacion morfologica de B. cinerea
(Martinez et al., 2003). Los aislamientos obtenidos
producen esclerocios que coinciden en tamafio con
los reportados por Erper et al. (2015) para B. ci-
nerea en frijol y con los de arandanos y vid (Saito
et al., 2016). La forma redonda e irregular, color
negro y distribucion en el medio de cultivo de la
presente investigacion coincide con B. cinerea ais-
lado de zarzamora (Li et al., 2012a). El tiempo que
tarda el hongo en formar sus esclerocios in vitro
asi como el numero de estos por caja Petri nos da
una idea de la sobrevivencia de los aislamientos en
campo. Respecto al nimero de esclerocios por caja
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for the morphological identification of B. cinerea
(Martinez et al., 2003). The isolations obtained
produce sclerotia that coincide in size with those
reported by Erper et al. (2015) for B. cinerea in
beans and in cranberries and grapevines (Saito et
al., 2016). The round and irregular shape, the black
color and the arrangement in the culture medium of
the present investigation coincides with B. cinerea
isolated from blackberries (Li et al., 2012a). The
time taken for the fungus to form its sclerotia in
vitro, as well as their number per Petri dish, gives us
an idea of the survival of the isolations on the field.
Regarding the number of sclerotia per Petri dish,
isolation MF21 formed a large amount in a short
time span, in comparison with the other isolations;
it produced the greatest lesion diameter and growth
rate in relation with the others.

The sporulation of B. cinerea in vitro is broadly
related with its aggressiveness, because the faster
it forms its reproductive structures, it can be
disseminated and cause epidemics (Carisse ef al.,
2015). The shape and color of the conidia found
in the present investigation are similar to those
reported by Aktaruzzaman et al. (2017); Zhou et
al. (2014); Lorenzini and Zapparoli (2014) and
Xie et al. (2016). The size of the conidiophores
differs with that reported for blackberry by Li ef
al. (2012a); despite being the same species and
host, they reported larger conidiophores. The size
of the conidia is the most important morphometric
variable to set these species apart, which helped
us identify B. cinerea isolated from blackberries.
Findings in this investigation coincide with reports
for B. cinerea, although in other hosts by Ozer and
Bayraktar (2014), Rupp et al. (2017). However,
they differ with those reported by Zhou et al.
(2014) and Saito et al. (2016), since these authors
reported larger-sized conidia. There is a similarity in
biological characteristics between the individuals
obtained in a particular state, which is to say that

378



FuLLy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

Petri el aislamiento MF21 formo una alta cantidad
en corto tiempo en comparacion con los otros aisla-
mientos, generd el mayor didmetro de lesion y tasa
de crecimiento en relacion con los demas.

La esporulacién de B. cinerea in vitro tiene es-
trecha relacion con la agresividad del mismo, ya
que entre mas rapido forme sus estructuras de re-
produccion se puede diseminar y ocasionar epide-
mias (Carisse ef al., 2015). La forma y el color de
los conidios encontrados en la presente investiga-
cion son similares a los reportados por Aktaruzza-
man et al. (2017); Zhou et al. (2014); Lorenzini y
Zapparoli (2014) y Xie et al. (2016). El tamafio de
los conidioforos difiere con lo reportado para zar-
zamora por Li et al. (2012a), aunque es la misma
especie y hospedante estos reportaron conidiéforos
mas grandes. El tamafio de los conidios es la varia-
ble morfométrica mas importante para diferenciar
entre especies, lo cual nos permitid identificar a B.
cinerea aislado de zarzamora, lo encontrado en la
presente investigacion coincide con lo reportado
para B. cinerea pero en otros hospedantes por Ozer
y Bayraktar (2014), Rupp et al. (2017), sin embargo
difieren con los reportados por Zhou et al. (2014) y
Saito et al. (2016) ya que estos informaron mayor
tamafio de conidios. Existe similitud de las carac-
teristicas biolodgicas entre los miembros obtenidos
de un estado en particular, es decir, los aislamien-
tos de origen geografico cercano son similares, por
ejemplo, la capacidad de inducir enfermedad, agre-
sividad, el color del micelio, forma y morfometria
de esclerocios, conidios y conidioforos, entre otras,
cada estado comparte origen geografico y clima el
cual es similar en cada sitio de muestreo por es-
tado de donde fueron obtenidos los aislamientos,
(Cuadro 1), lo cual hace que existan similitudes
biologicas, sin embargo, existen una variabilidad
morfologica, morfométrica y patogénica por esta-
dos pero que estan dentro del rango de lo reportado
para B. cinerea, por ejemplo los aislamientos de
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the isolations with nearby geographic origins are
similar. For example, the ability to induce diseases,
aggressiveness, the color of the mycelium, the
shape and morphometry of the sclerotia, conidia
and conidiophores, amongst others. Each state
shares a geographic origin and weather, which is
similar in every sampling site by state from which
the isolations were obtained (Table 1), which
leads to the existence of biological similarities.
However, there is a morphological, morphometric
and pathogenic variability by states, but these
are within the range reported for B. cinerea. For
instance, the isolations from Michoacan differ in
the biological characteristics with isolations from
the rest of the states.

B. cinerea has been reported to cause gray
mold in blackberries in Australia, China, New
Zealand, South Africa, Norway and the United
States. According to records from the USDA (Farr
and Rossman, 2011) and in the U.S., B. cinerea
was reported only in species of Rubus in Alaska,
California, North Carolina and Washington (Li et
al., 2012a), and in the present research, isolations
were identified as B. cinerea causing gray mold in
differents states in Mexico.

CONCLUSIONS

All isolations were pathogenic; variability
was identified in the pathogenic, morphological
and cultural characteristics, which are within the
range of reports for this species. The isolations
of the fungus obtained from the blackberry
fruit were identified as Botrytis cinerea, taking
the morphological, morphometric and cultural
characteristics into consideration,
with the analysis of sequences in the area of the
internal transcribed spacers (ITS), and therefore
the pathogen is reported as the causal agent of

confirmed
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Michoacan difieren en las caracteristicas biologicas
de los aislamientos de los demas estados.

B. cinerea se ha reportado causando moho gris
en zarzamora en Australia, China, Nueva Zelanda,
Sudafrica, Noruega, Estados Unidos, de acuerdo
con los registros del USDA (Farr y Rossman, 2011)
y en los Estados Unidos, B. cinerea fue reportada
solo en especies de Rubus en Alaska, California,
Carolina del Norte y Washington (Li ef al., 2012a),
y en la presente investigacion los aislamientos se
identificaron como B. cinerea causando el moho
gris en diferentes estados de México.

CONCLUSIONES

Todos los aislamientos fueron patogénicos, se
identifico variabilidad en las caracteristicas pato-
génicas, morfoldgicas y culturales las cuales estan
dentro del rango de lo reportado para esta especie,
los aislamientos del hongo obtenidos de la fruta de
zarzamora en la presente investigacion se identifi-
caron como Botrytis cinerea tomando en cuenta las
caracteristicas morfologicas, morfométricas y cul-
turales, confirmado con el analisis de secuencias de
la region del espacio transcrito interno (ITS), por lo
tanto se reporta a dicho patogeno como agente cau-
sal del moho gris en los estados de Colima, Estado
de México, Jalisco, Michoacan y Morelos.
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Resumen. Guignardia bidwellii (anamorfo: Phy-
llosticta ampelicida) es el agente etiologico de la
pudricion negra de la vid, enfermedad de impor-
tancia econdmica en Europa y cuarentenaria para
Meéxico. La identificacion del estado anamorfo me-
diante caracteres morfologicos resulta complicada
debido a la similitud entre especies del mismo gé-
nero, por ejemplo, con el enddfito cosmopolita G.
endophyllicola (P. capitalensis), por lo que es ne-
cesario contar con herramientas de diagnostico ra-
pidas y especificas. Con este proposito se desarrollo
un marcador molecular basado en los polimorfismos
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Abstract.
Phyllosticta ampelicida) is the etiological agent of

Guignardia bidwellii (anamorph
grape black rot, a disease of economic importance
in Europe and a quarantine pest for Mexico.
The identification of the anamorphic state by
morphological characteristics is complicated, due
to the similarity among species of the same genus,
for example with the cosmopolitan endophyte G.
endophyllicola (P. capitalensis), therefore it is
necessary to have quick and specific diagnostic
tools. For this purpose, a molecular marker based
on single nucleotide polymorphisms (SNP) in the
ITS region of the rDNA was developed, where the
Bidwell and Ampel2 primers were designed. The
PCR amplification generates a fragment of 173 bp,
specificto G. bidwelliif. euvitis. The validation ofthe
method showed that there is no cross amplification
with closely related phytopathogenic fungi or
with the genome of grapevine. The technique was
sensitive to detect up to 30 pg pL"' of DNA from
monosporic cultures and in mixture of plant tissue.
This diagnostic procedure is presented as a fast and
specific option for the monitoring, and detection
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de un solo nucleétido (SNP) en la region ITS del
ADNr, donde se disefaron los oligos Bidwell y
Ampel2 que mediante amplificacion PCR generan
un fragmento de 173 pb especifico a G. bidwellii f.
euvitis. La validacion del método demostré que no
hay amplificacion cruzada con otros hongos fitopa-
tdgenos ni con el genoma de la vid. La técnica fue
sensible al detectar hasta 30 pg uL"' de ADN a par-
tir de cultivos monosporicos y en mezcla con tejido
vegetal. Se presenta este procedimiento de diag-
nostico como una opcion rapida y especifica para
el monitoreo y deteccion de G. bidwellii f. euvitis
en apoyo a las estrategias de prevencion, manejo,
cuarentena y erradicacion de la enfermedad.

Palabras clave: Phyllosticta ampelicida, diagnos-
tico molecular, ITS, Vitis spp.

El hongo fitopatogeno Guignardia bidwellii
(anamorfo: Phyllosticta ampelicida) es el agente
causal de la pudricion negra de la vid, una de las
enfermedades mas importantes de la viticultura en
Europa (Ullrich ef al., 2009). Es nativo de Nortea-
mérica y fue introducido a Europa a partir de la mo-
vilizacion de hibridos infectados a finales del siglo
XIX (Wicht et al., 2012). El patégeno se encuentra
distribuido en importantes zonas viticolas como
Francia, Alemania y norte de Italia, lo que repre-
senta un potencial riesgo fitosanitario en aquellas
regiones donde la humedad relativa es alta durante
el verano, que se traduce en pérdidas econdémicas
considerables si no se realiza un manejo adecuado
de la enfermedad (Wicht et al., 2014).

La pudricidon negra afecta principalmente a la
vid (Vitis spp.), pero también se presenta en otros
hospedantes de la familia Vitaceae: Parthenocis-
sus spp., Ampelopsis spp., Cissus spp. (Van der Aa,
1973; Wicht et al., 2012). Se han observado dife-
rencias de susceptibilidad entre diversos cultivares,
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of G. bidwellii f. euvitis in support of prevention,
management, quarantine and eradication strategies
of the disease.

Key words: Phyllosticta ampelicida, molecular
diagnosis, ITS, Vitis spp.

The Guignardia bidwellii phytopathogen
fungus (anamorph: Phyllosticta ampelicida) is the
causal agent of grape black rot, one of the most
important diseases that affect grape production in
Europe (Ullrich et al., 2009). The fungus is native
to North America and was introduced into Europe
when infected hybrids were mobilized at the end of
the XIX century (Wicht et al., 2012). The pathogen
is distributed across important grape producing
zones such as France, Germany and northern Italy,
a fact that poses a potential phytosanitary risk in
those regions, where relative humidity is high in the
summer and causes considerable economic losses
if there are no adequate measures for controlling
the disease (Wicht et al., 2014).

Black rot affects mainly grape crops (Vitis spp.)
but is also present in other hosts of the Vitaceae
family: Parthenocissus spp., Ampelopsis spp.,
Cissus spp. (Van der Aa, 1973; Wicht et al., 2012).
Differences have been observed among diverse
cultivars, but all the commercially important
varieties are susceptible to the disease (Ullrich et
al., 2009). Luttrell (1946) proposed that the fungus
has three variants or forms (f.) depending on the
host (f- euvitis, f. parthenocissi and f. muscadinii).
However, molecular studies have demonstrated
differentiation only in two different forms: those
coming from Vitis and Parthenocissus hosts (Wicht
etal.,2014). Traditional identification of G. bidwellii
is based on the description of morphological traits
and symptoms expression (Wicht et al., 2012), but
the anamorphic state has characteristics similar to
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sin embargo, todas las variedades de importancia
comercial son susceptibles a la enfermedad (UlI-
rich et al., 2009). Luttrell (1946) propuso que el
hongo presenta tres variantes o formas (f.) en fun-
cion del hospedante (f. euvitis, f. parthenocissi y
f. muscadinii), sin embargo, los estudios molecu-
lares solo han demostrado la diferenciacion en dos
formas distintas: las provenientes de los hospedan-
te Vitis y Parthenocissus (Wicht et al., 2014). La
identificacion tradicional de G. bidwellii se basa
en la descripcion de los caracteres morfologicos y
la expresion de sintomas (Wicht et al., 2012); sin
embargo, el estado anamorfo posee caracteristi-
cas similares con varias especies relacionadas, por
ejemplo: picnidios con conidios hialinos sin septos,
cubiertos por una capa mucoide y un apéndice api-
cal (Wikee et al., 2013a).

El hongo endoéfito Guignardia endophyllico-
la (Phyllosticta capitalensis) es una especie cos-
mopolita y un parasito débil en un amplio rango
de hospedantes (Okane et al., 2003) que incluye
a miembros de la familia Vitaceae (Wikee et al.,
2013Db). El estado teleomorfo y anamorfo pueden
confundirse morfologicamente con G. bidwellii y
P. ampelicida, conduciendo a una incorrecta iden-
tificacion, por lo que es necesario la corroboracion
mediante el uso de técnicas moleculares (Wicht et
al.,2014).

Existen pocos estudios moleculares sobre G.
bidwellii. En una primera aproximacion, Wicht et
al., (2012) analizaron filogenéticamente la region
ITS1 e ITS2 de muestras provenientes de diversos
origenes geograficos, concluyendo que existe evi-
dencia de dos variantes asociadas a los hospedantes
de los géneros Vitis y Parthenocissus. Zhang et al.
(2013) llegaron a una conclusion similar mediante
un analisis multilocus de cuatro genes, propusieron
recategorizar a esta forma a nivel de especie como
P. parthenocissi. Mientras, el uso de microsatéli-
tes ha permitido determinar que existe una gran
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several related-species, for example, pycnidia with
non-septate, hyaline conidia covered by a mucoid
layer, and an apical appendix (Wikee et al., 2013a).

The Guignardia endophyllicola (Phyllosticta
capitalensis) endophyte fungus is a cosmopolitan
species and a weak parasite in a wide range of
hosts (Okane et al., 2003) which includes members
of the Vitaceae family (Wikee et al., 2013D).
The telemorphic and anamorphic states can be
morphologically confounded with G. bidwellii
and P. ampelicida, which leads to an incorrect
identification, thus being necessary to corroborate
the results using molecular techniques (Wicht et
al., 2014).

Only a few molecular studies about G. bidwellii
have been conducted. In a first approximation,
Wicht et al. (2012) performed a phylogenetic
analysis of ITS1 and ITS2 regions of samples from
diverse geographical origins and concluded that
there was evidence of two variants associated with
hosts of the Vitis and Parthenocissus genera. Zhang
et al., (2013) reached a similar conclusion through
a multilocus analysis of four genes and proposed
to re-categorize this form at the level species
as P. parthenocissi. In the meantime, the use of
microsatellites has made possible to determine that
there is a great allelic variety in the populations in
Europe and between both hosts (Wicht et al., 2014).
However, there is not enough evidence to associate
a G. bidwellii genotype with one specific reaction
in the Vitis host (Rinaldi et al., 2017).

Currently, grape black rot is an economically
important disease in Europe and a quarantine
pest for Mexico (SENASICA, 2019), so as part
of the scientific support to the epidemiological
surveillance programs, it is important to have a
protocol based on molecular techniques that allow
a correct identification of the species. Therefore,
the objective of the present study was to design,
develop and validate a molecular marker based on

385



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLLy BILINGUAL

variacion alélica en las poblaciones presentes en
Europa y entre ambos hospedantes (Wicht et al.,
2014), sin embargo, no existe evidencia suficiente
para asociar un genotipo de G. bidwellii a una re-
accion especifica en el hospedante Vitis (Rinaldi et
al., 2017).

En la actualidad la pudricion negra de la vid
es una enfermedad de importancia econdémica en
Europa y cuarentenaria para México (SENASICA,
2019), como parte del sustento cientifico en los
programas de vigilancia epidemiologica, es impor-
tante contar con un protocolo basado en técnicas
moleculares que permita la correcta identificacion
de la especie, por lo cual el objetivo del presente
estudio fue disefiar, desarrollar y validar un marca-
dor molecular basado en la técnica de PCR con oli-
gos especificos para el diagndstico de G. bidwellii.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de aislamientos. Se utilizaron las cepas
de referencia Guignardia bidwellii f. euvitis ATCC
9560 (Georgia, Estados Unidos), Guignardia en-
dophyllicola CNRF-MICO-C1/001 (Michoacan)
y Guignardia citricarpa ATCC 26254 (Sudafrica),
ademas de aislamientos pertenecientes a la colec-
cion de hongos fitopatogenos del Centro Nacional
de Referencia Fitosanitaria (CNRF) de la Direccion
General de Sanidad Vegetal (DGSV) en México,
de las especies fitopatogenas Verticillium dahliae,
Fusarium oxysporum, Alternaria alternata, Colle-
totrichum gloeosporioides, asi como hojas de vid
infectadas con Plasmopara viticola.

Los aislamientos de la coleccion del CNRF-
SENASICA se mantienen conservados a 4 °C en
aceite mineral de acuerdo a la metodologia emplea-
da por Humber (1997), se reactivaron en medio de
cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) y se incubaron
a 25 °C £ 3 °C durante diez dias. A continuacion,
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the PCR technique using specific oligos to detect
G. bidwellii.

MATERIALS AND METHODS

Obtainingisolates. For the experiment, Guignardia
bidwellii f. euvitis ATCC 9560 (Georgia, United
States), Guignardia CNRF-
MICO-C1/001 Mexico)  and
Guignardia citricarpa ATCC 26254 (South
Africa) were used as reference strains, as well as
isolates of phytopathogen species Verticillium
dahliae,
alternata, Colletotrichum gloeosporioides from

endophyllicola
(Michoacan,

Fusarium  oxysporum,  Alternaria
the phytopathogen fungi collection of the National
Phytosanitary Reference Center (CNRF, for its
acronym in Spanish) of the General Directorate of
Plant Health (DGSYV, for its acronym in Spanish) in
Mexico, and grape leaves infected with Plasmopara
viticola.

The isolates of the CNRF-SENASICA
collection are kept in mineral oil at 4 °C, according
to the methodology used by Humber (1997) and
were reactivated in a potato-dextrose-agar (PDA)
medium and incubated at 25 °C £+ 3 °C for 10 days.
Then, monosporic cultures, monopycnidial cultures
in the case of gender Guignardia, were carried
out in PDA, based on Crous et al., (2005), and
incubated at the previously mentioned temperature
under 12/12 hours light-darkness intervals for
15 days. P. viticola was preserved in the form of
herbarium in a botanical press.

DNA extraction. Total genomic DNA was
extracted from species of the Guignardia genus
and from grape tissue, healthy and infected with P
viticola, following the method of CTAB (Doyle and
Doyle, 1987); for the other four species, DNA was
extracted according to the methodology proposed
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los cultivos monosporicos, monopicnidiales para el
caso del género Phyllosticta, se realizaron con base
en Crous et al. (2005), en PDA y se incubaron a la
temperatura mencionada anteriormente bajo 12/12
horas luz-oscuridad durante 15 dias. Para P. vitico-
la se mantuvo preservado en forma de herbario en
prensa botanica.

Extraccion de ADN. La extraccion de ADN ge-
némico total se realizdo mediante el método CTAB
(Doyle y Doyle, 1987) para las especies del género
Guignardia y para el tejido de vid sano e infectado
con P. viticola, mientras que para las cuatro espe-
cies restantes se utilizd la metodologia propuesta
por Cenis (1992) a partir de placas de PDA, omi-
tiéndose el primer centrifugado. La cantidad y ca-
lidad del ADN se verifico por la relacion de absor-
bancias A, .V A, .5, (Manchester, 1995) en un
espectrofotometro Nanodrop 2000C.

Diseiio de oligos. /n silico se utilizaron secuencias
de laregion ITS del ADNr de 46 especies del géne-
ro Guignardia reportadas por Wikee et al., (2013a),
mas las secuencias de referencia AB095505,
AB095509 a AB095511, AB454268, AB454276,
AB454313, HM008727 a HM008728, FI824766,
EU683672, KC193586, KF015253 a KF015268
y KF851288 a KF851317 correspondientes a la
f. euwvitis y f. parthenocissus (Okane et al., 2003,
Motohashi et al., 2009, Wicht et al., 2012; Zhang
et al., 2013; Rinaldi ef al., 2017). Las secuencias
se alinearon con el algoritmo ClustalW en BioEdit
7.2.5 (Hall, 1999). Se identificaron los polimorfis-
mos de un solo nucleétido (SNP’s) caracteristicos
de la secuencia consenso de referencia de G. bid-
wellii f. euvitis respecto a las otras 46 especies, la
region ITS se utilizd para disenar el oligonucleoti-
do forward Bidwell.

El oligonucleoétido reverse Ampel2 se disend
utilizando el software Primer3 (Untergasser et al.,
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by Cenis (1992), that is, using PDA plates but
omitting the first centrifugation. The amount and
quality of DNA was verified through the absorbance
relation A and A . (Manchester, 1995) in a
Nanocrop 2000C spectrophotometer.

Design of oligos. For in silico tests, sequences of
ITS regions of IDNA 0f46 species of the Guignardia
genus reported by Wikee et al. (2013a) were used,
as well as the reference sequences AB095505,
AB095509 to AB095511, AB454268, AB454276,
AB454313, HM008727 to HM008728, F1824766,
EU683672, KC193586, KF015253 to KF015268
and KF851288 to KF851317 corresponding to f.
euvitis and f. parthenocissus (Okane et al., 2003,
Motohashi et al., 2009, Wicht et al., 2012; Zhang
et al., 2013; Rinaldi et al., 2017). The sequences
were aligned using the ClustalW algorithm in
BioEdit 7.2.5 (Hall, 1999). Single nucleotide
polymorphisms (SNP) characteristic to G. bidwellii
f. euvitis consensus reference were identified
with respect to the other 46 species, and the ITS
region was used to design the forward Bidwell
oligonucleotide.

The reverse Ampel2 oligonucleotide was
designed with the Primer3 software (Untergasser
et al., 2012) using the same consensus sequence.
The pair of oligonucleotides was structured
in order to amplify a unique 173 bp fragment.
The thermodynamic parameters, the formation
structures,
the autodimers were examined in silico using
mFold (Zuker, 2003). The specificity of both
oligonucleotides was tested in silico with Primer
BLAST (Ye et al., 2012).

of internal the heterodimers and

PCR amplification. After extraction, a
PCR test of the endogenous gene was
conducted using ITS1 oligonucleotides (5’

TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3") and ITS4 (57
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2012) a partir de la misma secuencia consenso. El
par de oligonucleotidos se estructurd para amplifi-
car un fragmento tnico de 173 pb. Los pardmetros
termodinamicos, la formacion de estructuras inter-
nas, heterodimeros y autodimeros se examinaron in
silico con mFold (Zuker, 2003). La especificidad
de ambos oligonucledtidos fue ensayada in silico
mediante Primer BLAST (Ye et al., 2012).

Amplificaciéon por PCR. Después de la extraccion
se realizé un ensayo de PCR de gen endogeno con
los oligonucleodtidos ITS1 (5" TCCGTAGGTGA-
ACCTGCGG 3") e ITS4 (5" TCCTCCGCTTATT-
GATATGC 3") (White et al., 1990) para verificar la
calidad del material genético. La amplificacion se
realizo con el Kit Taqg DNA Polymerase de Invitro-
gen®, la mezcla de reaccion se hizo a una concen-
tracion final de Buffer 1X, 1.5 mM de MgCl,, 0.2
mM de dNTP’s, 0.5 uM de cada iniciador, 2.5 U
Taq Polymerase y 2 ng pL"' de ADN en un volu-
men de 25 pL. El programa térmico utilizado fue
una desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 min, se-
guida de 35 ciclos a 95 °C por 45 s, hibridacion a
58 °C por 45 s, extension de 72 °C por 45 s y una
extension final de 72 °C por 10 min. Se utilizé un
T100™ Thermal Cycler de BioRad.

La amplificacion del fragmento de 173 pb con
los oligonucledtidos especificos se realizdo usan-
do la misma mezcla de reacciéon con un programa
térmico de desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5
min, seguido de 35 ciclos a 95 °C por 45 s, hibrida-
cion a 62 °C por 30 s, extension de 72 °C por 30 s
y una extension final de 72 °C por 5 min. Los pro-
ductos de PCR se analizaron en geles de agarosa
ultra pura al 2% en buffer TAE 1X marcado con 1X
de GelRed® Biotium. El tamafio de los fragmen-
tos amplificados se estimé utilizando un marcador
TrackIt 100 bp DNA Ladder de Invitrogen.

Control positivo. Se generd a partir del frag-
mento especifico del gen amplificado con los
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TCCTCCGCTTATTGATATGC 37) (White et al.,
1990) to verify the quality of the genetic material.
The amplification was performed with a Taq DNA
Polymerase kit from Invitrogen®, the reaction
mixture was prepared using a final concentration of
Buffer 1X, 1.5 mM of MgCl,, 0.2 mM of dNTPs,
0.5 uM of each primer, 2.5 U Taq Polymerase and
2 ng uL!' of DNA in a 25 pL volume. The thermal
program used was an initial denaturation at 95 °C
for 3 min, followed by 35 cycles at 95 °C for 45 s,
hybridization at 58 °C for 45 s, an extension at
72 °C for 45 s and a final extension at 72 °C for
10 min. For this, a T100™ Thermal Cycler from
BioRad was used.

The amplification of the 173 bp fragment using
the specific oligonucleotides was performed using
the same reaction mixture with a thermal program
of denaturation at 95 °C for 5 min, followed by 35
cycles at 95 °C for 45 s, hybridization at 62 °C for
30 s, one extension at 72 °C for 30 s and a final
extension at 72 °C for 5 min. The PCR products
were analyzed in 2% ultra-pure agarose gels in
a TAE 1X buffer marked with 1X from GelRed®
Biotium. The size of the amplified fragments was
estimated using a Tracklt 100 bp DNA Ladder
marker from Invitrogen.

Positive control. The positive control was obtained
using the specific fragment of the amplified gene
with Bidwell and Ampel2 oligonucleotides. The
PCR product was cloned using pGEM® T Easy
Vector from Promega. The plasmid carrying the
fragment was used to transform One Shot® Mach1™
TI® E. coli competent cells from Invitrogen. The
bacterial colonies that were able to introduce the
plasmid were selected and DNA extraction was
carried out following the alkaline lysis method
(Sambrook and Russell, 2001). Then, the cloned
insert was amplified by PCR and sequenced in both
directions with an ABI PRISM 3130 sequencer
from Applied Biosystems® through BigDye™
Terminator v3.1 chemistry.
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oligonucleotidos Bidwell y Ampel2. El producto
de PCR se clono utilizando pGEM® T Easy Vector
de Promega. El plasmido portador del fragmento
se utilizo para transformar las células competentes
One Shot® Mach1™ T1® E. coli de Invitrogen. Se
seleccionaron las colonias bacterianas que lograron
introducir el plasmido y se realizd extraccion de
ADN con el método de lisis alcalina (Sambrook y
Russell, 2001). A continuacidn, el inserto clonado
se amplificé por PCR y se secuencié en ambos sen-
tidos con el equipo ABI PRISM 3130 de Applied
Biosystems® mediante la quimica BigDye™ Ter-
minator v3.1.

Las secuencias obtenidas se compararon en la
base de datos del Centro Nacional para la Informa-
cion Biotecnologica (NCBI) mediante el algoritmo
denominado Herramienta Basica de Busqueda de
Alineacion Local (nucleotide BLAST) (Altschul et
al., 1990) y con las secuencias reportadas por Wi-
cht et al., (2012) y Rinaldi et al., (2017).

Ensayo de especificidad. Se evalu6 el par de oli-
gonucledtidos contra los hongos G. bidwellii f.
ewvitis, G. citricarpa, V. dahliae, F. oxysporum, A.
alternata, C. gloeosporioides, P. viticola y G. en-
dophyllicola, este ultimo reportado como hongo
cosmopolita enddfito (Okane et al., 2003) relacio-
nado morfoldgica y filogenéticamente a G. bidwe-
[lii. Como control negativo se utilizo ADN de teji-
do de vid sano y un control blanco (sin ningtn tipo
de ADN). El ensayo se realizé por duplicado in-
cluyendo cada vez dos repeticiones por espécimen.
El resultado se consideré como positivo cuando se
obtuvo la amplificacion del fragmento de 173 pb.

Ensayo de sensibilidad. A partir del control clo-
nado de G. bidwellii f. euvitis a una concentracion
inicial de 3000 ng pL™' se realizaron diluciones se-
riales para obtener ocho concentraciones de trabajo
(3000, 300, 30, 3, 0.3, 0.15, 0.06 y 0.03 ng pL™).
Cada dilucion se amplificd por triplicado usando
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The sequences obtained were compared to
sequences in the database of the National Center
for Biotechnology Information (NCBI) using the
algorithm known as Basic Local Alignment Search
Tool (nucleotide BLAST) (Altschul et al., 1990)
and with the sequences reported by Wicht et al.
(2012) and Rinaldi ef al. (2017).

Specificity test. The pair of oligonucleotides was
evaluated against fungi G. bidwellii f. euvitis, G.
citricarpa, V. dahliae, F. oxysporum, A. alternata, C.
gloeosporioides, P. viticola and G. endophyllicola,
from which the latter has been reported as a
cosmopolitan fungal endophyte (Okane et al.,2003)
morphologically and phylogenetically related to G.
bidwellii. DNA of healthy grape tissue was used as
a negative control, and one blank control (without
any type of DNA). The test was conducted by
duplicate including two replications per specimen
each time. The result was considered positive when
a 173 bp amplified fragment was obtained.

Sensitivity test. Serial dilutions to obtain eight
working concentration (3000, 300, 30, 3, 0.3,
0.15, 0.06 and 0.03 ng uL') were prepared using
a cloned control of G. bidwellii f. euvitis at an
initial concentration of 3000 ng pL'. Each dilution
was amplified per triplicate using Bidwell-1 and
Ampel-2 oligos under the reaction conditions and
the thermal program previously mentioned. Then,
a second test was conducted with seven dilutions of
the cloned control (1000, 500, 300, 30, 3, 0.3 and
0.03 ng uL"), two replications per dilution, and
1 uL of DNA extracted from healthy grapes (50 ng
uL") was added to the 25 pL of the final reaction.

RESULTS AND DISCUSSION

Design of oligos. The bioinformatic analysis of
the oligonucleotides designed for G. bidwellii
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los oligos Bidwell-1 y Ampel-2 siguiendo las con-
diciones de reaccion y programa térmico mencio-
nados con anterioridad. A continuacion, se realizd
un segundo ensayo con siete diluciones del control
clonado (1000, 500, 300, 30, 3, 0.3 y 0.03 ng uL™"),
dos repeticiones por dilucion y se agregd 1 pL de
ADN extraido de vid sana (50 ng uL') a los 25 uL
de la reaccion final.

RESULTADOS Y DISCUSION

Disefio de oligos. El andlisis bioinformatico de
los oligonucleotidos disenados para G. bidwellii
(Cuadro 1), sefala que el valor de AG fue menor
a 2 kcal mol, lo que indica que no hay formacion
de estructuras secundarias importantes que afecten
negativamente la reaccion (Matveeva et al., 2003);
En consecuencia los valores de AG para el extremo
37, autodimeros y heterodimeros estuvieron dentro
de los rangos tolerados de acuerdo a Untergasser et
al. (2012). Otros criterios como la temperatura de
fusion (Tm), longitud, % de GC, presencia de C o
G en el extremo 3, dinucleodtidos en tandem y ba-
ses repetidas, estuvieron dentro de los parametros
aceptables de acuerdo a Rychlik (1995).

Respecto a la especificidad, el analisis in silico
mediante BLAST del oligonucle6tido forward Bidwell

(Table 1) shows that the value of AG was less
than 2 kcal mol!, which indicates that there was
no formation of important secondary structures
that negatively affect the reaction (Matveeva et
al., 2003). Consequently, the values of AG for end
3', autodimers and heterodimers were within the
tolerated ranges, according to Untergasser et al.
(2012). Other criteria such as fusion temperature
(Tm), length, GC %, presence of C or G at end
37, tandem dinucleotides and repeated bases were
within acceptable parameters, according to Rychlik
(1995).

Regarding specificity, the analysis in silico
of the forward Bidwell oligonucleotide using
BLAST showed 100% coverage and identity only
with G. bidwellii sequences; no other fungus had
an homologous region, and the closest organisms
were Streptomyces sp. and Bacillus subtilis with
85% and 76% coverage, respectively. The oligo
reverse Ampel2 also showed 100% coverage and
identity with G. bidwellii. However, in this case
they were completely homologous to many species
of Guignardia genus but not to Streptomyces and
Bacillus genera.

A multiple alignment with the reference
sequences of Wikee et al. (2013a) confirmed that
Bidwell is specific, given that the 21 nucleotides
of the oligonucleotide are completely homologous

Cuadro 1. Oligonucleétidos especificos para la deteccion de Guignardia bidwellii f. euvitis (Phyllosticta ampelicida) mediante

PCR punto final.

Table 1. Specific oligonucleotides to detect Guignardia bidwellii f. euvitis (Phyllosticta ampelicida) through end-point PCR.

Oligo Secuencia 5'a 3’ pb (OTC“)IX %GCr  AGY Valgf e o Cobertura % Identidad”
Bidwell GAAAAGCCGTCCGAAAGAGCC .. 6647 5704 19§ 0.083 100 100
Ampel2  CAGGACTTCACGAAATAATCG 5738 4286 084  0.083 100 100

*Valores calculados mediante Primer3 (Untergasser et al., 2012) « Values calculated using Primer3 (Untergasser ef al., 2012).
Y Valor de energia libre de Gibbs calculado con mFOLD (Zuker, 2003) « Value of Gibbs free energy calculated using mFOLD

(Zuker, 2003).

“Valor de E, cobertura e identidad determinado con nBLAST del NCBI para las accesiones KF851289 a KF851315 « Value of E,
coverage and identity determined using nBLAST from NCBI for accessions KF851289 to KF851315.
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mostré un 100% de cobertura e identidad s6lo con
secuencias de G. bidwellii, ningiin otro hongo pre-
sentd una region homologa, los organismos mas
cercanos fueron Streptomyces sp. y Bacillus sub-
tilis con un 85 y 76% de cobertura. Para el oligo
reverse Ampel2 también hubo 100% de cobertura
e identidad con G. bidwellii, sin embargo, en este
caso hubo homologia completa con muchas espe-
cies dentro del género Guignardia, no asi con los
géneros Streptomyces 'y Bacillus.

El alineamiento multiple con las secuencias de
referencia de Wikee et al. (2013a) confirm6 que
Bidwell es especifico, dado que los 21 nucleotidos
del oligonucleodtido tienen homologia completa
con las secuencias reportadas en el hospedante Vi-
tis (Figura la), adicionalmente, los primeros once
nucledtidos del extremo 3" de este oligo incluyen a
la variante reportada en el hospedante Parthenocis-
sus (Wicht et al., 2012; Zhang et al., 2013; Rinaldi
et al., 2017). Por otra parte, Ampel2 se ubica en
una region conservada, puesto que los ultimos ocho
nucledtidos hacia el extremo 3 son constantes para
todas las especies del género Guignardia (Figura
1b). Ambos resultados fueron acordes a lo obser-
vado en BLAST.

Amplificacion y especificidad. Se obtuvo ADN
genomico de buena calidad tanto para los cultivos
monosporicos como para las muestras provenien-
tes de tejido vegetal. El ensayo de gen endogeno
de la regién ITS del ADNr tuvo una amplificacion
de PCR eficiente que varid entre 550 a 750 pb de
acuerdo a cada especie (Figura 2a), lo que indica
que el ADN obtenido es apto para ser amplificado,
esta integro y no existe inhibicion proteica de la
reaccion.

La reaccion de PCR con el par de oligonu-
cledtidos especificos Bidwell y Ampel2 genero el
fragmento esperado de 173 pb so6lo para el ADN
de G. bidwellii (Figura 2b). Los oligonucleo6tidos
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to the sequences reported for the Vitis host (Figure
la). Additionally, the first 11 nucleotides of the
oligo end 3’ include the variant reported for the
Parthenocissus host (Wicht et al., 2012; Zhang et
al., 2013; Rinaldi ef al., 2017). On the other hand,
Ampel?2 is located in a conserved region, since the
last eight nucleotides towards end 3" are constant
to all the species of the Guignardia genus (Figure
1b). Both results were in agreement with what we
observed in BLAST.

Amplification and specificity. Genomic DNA of
good quality was obtained both for monosporic
cultures and for samples from vegetal tissue. The
test of the endogenous genes of the ITS region of
rDNA had an efficient PCR amplification ranging
from 550 to 750 bp according to each species
(Figure 2a), which indicates that the DNA obtained
is suitable for amplification, is whole and there is
no protein inhibition of the reaction.

The PCR reaction with the pair of specific
oligonucleotides Bidwell and Ampel2 produced
the expected 173 bp fragment only for G. bidwellii
DNA (Figure 2b). The oligonucleotides did not
show any cross reaction with any other fungus,
including G. endophyllicola, which is the most
related species at the molecular level. No reaction
was either observed in grape tissue, so the
plant’s genome does not produce false positives.
Oligonucleotides specificity was also confirmed
through sequencing of the PCR products that were
positive in the test, obtaining a 100% coverage and
identity with G. bidwellii accessions KF015253 to
KF015255, according to Rinaldi et al. (2017).

Sensitivity test. The amplification of the cloned
fragment was inhibited when a concentration
of 3000 ng puL! was used, so in a second test a
concentration of 1000 ng pL' was used, where
the band was dim or imperceptible. All the other
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KF013233 G bidwellii f. euvitis (Francia)
KF831297 G. bidwellii f. euvitis (Portugal)
KF831302 G. bidwellii f. euvitis (Hungria)
KC193386 G. bidwellii f. euvitis (New York)
KF851312 G. bidwellii f. euvitis (Virginia)
KF851513 G bidwellii f. euvitis (Pensilvania)
AB023303 G. bidwellii f. parthenocissi (Holanda)
AB093308 G. bidwellii f. parthenocissi (JTapon)
AB093510 G. bigwellii f. parthenocissi (JTapon)
EU683672 G. bidwellii f. parthenocissi (EUA)
FI33833% Phyllosticta capitalensis

KF206183 Phyllosticta capitalensis

FI338317 Phyllosticta citricarpa

KF170204 Phyllosticta citricarpa

JF26143% Guignardia mangiferae

KF206189 Guignardia mangiferas

TX010148 Colletorrichum gloeosporioides

Bidwell-1
EEERNEEEENEE RN
80 50 100

GARARLRGCCGT CCGRRRGRGCC

GGCCCTGARRAGCCGET CCGRRAGRGCC

...... [ N R
...... [ N R
...... (ol N
P GG. . i et
s lGLLBCL L. e TGA. .
R c L & T T TGh. .
a...T.R -AG.CG ..CG.CCTA..
s...T.2 AG.CG ..CG.CCTA..
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B Ampel-2
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Figura 1. Filogenia de la region ITS del ADNr para las secuencias representativas de Guignardia bidwellii f. euvitis y f.
parthenocissi. A) Alineamiento de las secuencias para disefiar el forward Bidwell-1. B) Diseiio en sentido 5'- 3° del
reverse Ampel-2. Se utilizé a C. gloeosporioides como nodo raiz externo al grupo.

Figure 1. Phylogeny of the ITS region of rDNA for the representative Guignardia bidwellii f. euvitis and f. parthenocissi
sequences. A) Alignment of the sequences to design forward Bidwell-1. B) Design in direction 5°- 3’ of reverse.

Ampel-2. C. gloeosporioides was used as a root node external to the group.
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Figura 2. Amplificacion de los productos de PCR. A) Ensayo de gen endégeno con los oligos ITS-1 e ITS-4 (550-750 pb). B)
Ensayo con los oligos especificos Bidwell-1 y Ampel-2 (173 pb). Para ambos ensayos carril 1-2: G. bidwellii, 3-4:
ADN de vid con Plasmopara viticola, 5-6: G. endophyllicola, 7-8: G. citricarpa, 9-10: Verticillium dahliae, 11-12: F
oxysporum, 13-14: A. alternata, 15-16: C. gloeosporioides, 17: Blanco con H,0. MM: TrackIt 100 bp DNA Ladder

de Invitrogen.

Figure 2. Amplification of the PCR products. A) Test of the endogenous gene with oligos ITS-1 and ITS-4 (550-750 bp). B)
Test using specific oligos Bidwell-1 and Ampel-2 (173 bp). For both tests, lane 1-2: G. bidwellii, 3-4: Grape DNA
Plasmopara viticola, 5-6: G. endophyllicola, 7-8: G. citricarpa, 9-10: Verticillium dahliae, 11-12: F. oxysporum, 13-
14: A. alternata, 15-16: C. gloeosporioides, 17: Blank with H,0. MM: TrackIt 100 bp DNA Ladder from Invitrogen.

no mostraron reaccion cruzada con ninguno otro
hongo, incluido G. endophyllicola, ¢l cual es la
especie molecularmente mas relacionada. Tam-
poco se observo reaccion en el tejido de vid, por
lo tanto el genoma de la planta no produce falsos
positivos. En adicion, se confirmo la especificidad
de los oligonucledtidos mediante la secuenciacion
de los productos de PCR que resultaron positivos
en el ensayo, obteniendo un 100% de cobertura e
identidad con G. bidwellii accesiones KF015253 a
KF015255 de Rinaldi et al. (2017).

Ensayo de sensibilidad. La amplificacion del frag-
mento clonado se inhibi6 al usar una concentracion
de 3000 ng uL!, por lo que en un segundo ensayo
se incluyd una concentracion de 1000 ng uL' don-
de la banda fue tenue o imperceptible. Todas las
demas diluciones mostraron una 6ptima amplifica-
cion, lo que indica que el método es sensible ya que
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dilutions showed an optimal amplification, which
indicates that the method is sensitive because it
allows detecting G. bidwellii in concentrations of
less than 500 ng pL!' with a lower limit of detection
evaluated in 0.03 ng pL'. The test with an extract
of grape DNA showed similar results, so the
sensitivity of the technique was not affected by the
presence of the plant’s genome (Figure 3).

The specific oligonucleotides for G. bidwellii
were designed using as reference all the available
sequences of G. bidwellii f. euvitis for the ITS
region of rDNA, which was chosen to differentiate
the species of the Guignardia genus (Wikee et al.,
2013a), because it is polymorphic. The internal
transcribed spacers of this region have been
proposed as a universal DNA Barcoding for the
kingdom Fungi because of their high interspecific
variability in a wide range of Eumycetos (Schoch et
al., 2012). Bonants et al. (2003), Everett and Rees
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permite detectar a G. bidwellii en concentraciones
menores a 500 ng pL' con un limite de deteccion
inferior evaluado en 0.03 ng uL'. El ensayo con el
extracto de ADN de vid mostro resultados simila-
res, por lo que la sensibilidad de la técnica no se vio
afectada por la presencia del genoma de la planta
(Figura 3).

Se disefiaron los oligonucledtidos especificos
para G. bidwellii tomando como referencia todas
las secuencias disponibles de G. bidwellii f. euvitis
para la region ITS del ADNTr, la cual se eligié debi-
do a que es polimorfica para diferenciar a las espe-
cies del género Guignardia (Wikee et al., 2013a).
Ademas, los espaciadores transcritos internos de
esta region han sido propuestos como DNA Barco-
ding universal para el reino Fungi debido a su alta
variabilidad inter especifica en un amplio rango de
Eumycetos (Schoch et al., 2012). Asimismo, Bo-
nants et al. (2003), Everett y Rees (2006) y Peres et

0.03 ng/ul. 0.3 ng/ul

3 ng/ul 30ngl 300 nghul 500 ng/ul

(2006) and Peres et al. (2007) have successfully
developed specific oligonucleotides based on the
same ITS region of TDNA for other species of the
Guignardia genus.

The design of oligos included sequences of
representative isolates of the major grape producing
regions where the disease is present: United States
(Zhang et al., 2013) and Europe (Rinaldi et al.,
2017). The sequences of the ATCC 9560 reference
control and the cloned control were homologous.
Also, for this gene in particular no single-
nucleotide polymorphisms were detected for the
different geographical origins of the same species,
as referred by Wicht et al., (2012). Therefore,
although the oligos designed during this study have
interspecific strength, the intraspecific variation
of subpopulations or haplotypes will require more
robust markers (Wicht et al., 2014; Rinaldi et al.,
2017).

1000 ng/ul

1500ph

600ph N
—
e
300ph
200ph
173pb s
100phb

©

-
el A ek L L

Figura 3. Ensayo de sensibilidad de los oligonucleétidos Bidwell-1 y Ampel-2 utilizando gradiente de diluciones del control
clonado en mezcla con 50ng nL' de ADN de Vid. (-): Blanco con H,0. MM: TrackIt 100 bp DNA Ladder de

Invitrogen.

Figure 3. Test of sensitivity of oligonucleotides Bidwell-1 and Ampel-2 using a dilutions gradient of the cloned control in a
50ng pL' mixture of grape DNA. (-): Blank with H,0. MM: TracklIt 100 bp DNA Ladder from Invitrogen.
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al. (2007) han desarrollado con éxito oligonucledti-
dos especificos basados en la misma region ITS del
ADNTr para otras especies del género Guignardia.

En el disefio de los oligos se incluyeron se-
cuencias de los aislamientos representativos de las
principales regiones viticolas donde se presenta la
enfermedad: Estados Unidos (Zhang et al., 2013)
y Europa (Rinaldi et al., 2017). Las secuencias del
control de referencia ATCC 9560 y el control clo-
nado fueron homologas. Asimismo, para este gen
en particular no se detectaron polimorfismos de un
solo nucleotido para los distintos origenes geogra-
ficos de la misma especie, tal como lo refiere Wicht
et al. (2012), por lo tanto, los oligos aqui disefiados
tienen robustez interespecifica, sin embargo, la va-
riacion intraespecifica, de subpoblaciones o haplo-
tipos requerira de marcadores mas robustos (Wicht
et al.,2014; Rinaldi et al., 2017).

Respecto al rango de hospedantes y la posible es-
pecializacion o variantes citadas por Luttrell (1946)
y Wicht et al. (2012), los oligos disefiados Bidwell
y Ampel2 son complementarios en un 100% con
las secuencias reportadas para los aislamientos ob-
tenidos del hospedante del género Vitis, los ensayos
in silico e in vivo generaron el fragmento esperado
de 173 pb. No obstante, el alineamiento con las se-
cuencias de la f. parthenocissi mostré un SNP de
guanina por timina en la posicion 12 del forward
Bidwell y dos SNP’s mas en las posiciones ocho y
diez del reverse Ampel2. En los ensayos in silico
un solo SNP es suficiente para determinar especi-
ficidad entre dos organismos (Stadhouders et al.,
2010); sin embargo, in vivo la especificidad pue-
de estar dada s6lo por los primeros nucledtidos del
extremo 3’ (Ayyadevara et al., 2000; Stadhouders
et al., 2010). En futuras investigaciones se sugiere
evaluar los oligos para los aislamientos obtenidos
de los hospedantes Parthenocissus, Ampelopsis y
Cissus.

Considerando que de acuerdo con Wich et al.
(2012) la tasa de crecimiento del hongo en medios
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As for the host range and possible specialization
or variants cited by Luttrell (1946) and Wicht ef al.
(2012), the Bidwell and Ampel2 oligos designed
are 100% complementary to the sequences reported
for the isolates obtained from the host of the Vitis
genus; the in silico and in vivo tests produced the
expected 173 bp fragment. However, the alignment
with the sequences of f. parthenocissi showed an
SNP of guanine rather than thymine at position 12
of forward Bidwell, and two additional SNPs at
positions 8 and 12 of reverse Ampel2. In in silico
tests only one SNP is enough to determine the
specificity between two organisms (Stadhouders et
al.,2010), but the in vivo specificity could be given
only by the first nucleotides of end 3" (Ayyadevara
et al., 2000; Stadhouders ef al., 2010). We suggest
evaluating oligos for the isolates obtained from
Parthenocissus, Ampelopsis and Cissus hosts in
future studies.

Considering that, according to Wich et al.
(2012), the growth rate of the fungus in culture
mediums is slow (fruiting bodies take more than
two weeks to form), the protocol described here
represents a fast and reliable tool to detect and
identify the pathogen, because it allows the use
of vegetal material infected or mycelium cultured
in vitro that has been growing for less than a
week. Similar protocols have been implemented
to detect other fungi that are difficult to isolate,
such as P, citricarpa (Bonants et al., 2003; Peres
et al., 2007) and Elsinoé fawcettii (Hyun et al.,
2007). Oligos allow a quick differentiation of G.
bidwellii from the rest of species, but do not allow
to differentiate a teleomorph from an anamorph,
and for this reason they have to be biologically
identified. On the other hand, the PCR assay can
be complemented by the one proposed by Everett
and Rees (2006) for specific detection of the G.
endophyllicola endophyte in order to obtain more
robust results when diagnosing G. bidwellii f.
euvitis (P. ampelicida).
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de cultivo es lenta, pudiendo requerir mas de dos
semanas para la formacion de cuerpos fructiferos,
el protocolo aqui descrito representa una herra-
mienta rapida y confiable para la deteccion e identi-
ficacidn del patogeno, al poder realizarse a partir de
material vegetal infectado o de micelio cultivado
in vitro con menos de una semana de crecimien-
to. Protocolos similares se han implementado para
la deteccion de otros hongos de dificil aislamiento
como P, citricarpa (Bonants et al., 2003; Peres et
al., 2007) y Elsinoé fawcettii (Hyun et al., 2007).
Los oligos permiten diferenciar rapidamente a G.
bidwellii del resto de especies, sin embargo, no
permiten diferenciar teleomorfo de anamorfo, por
lo que la identificacion bioldgica es necesaria. Por
otra parte, este ensayo de PCR puede ser com-
plementado por el propuesto por Everett y Rees
(2006) para la deteccion especifica del endofito G.
endophyllicola, a fin de obtener resultados mas ro-
bustos en el diagnostico de G. bidwellii f. euvitis (P.
ampelicida).

Finalmente, debido a que la principal fuente
de dispersion de la pudricion negra de la vid es la
movilizacion de material propagativo (Wicht et al.,
2012), su introduccion a regiones viticolas repre-
senta un gran riesgo para la produccion, tal como
se ha reportado en Europa (Rinaldi ez al., 2017).
Para México, su introduccion pondria repercutir en
mas de 33 000 ha de vid (SIAP, 2018), debido a
que no se cuenta con cultivares resistentes (Ullrich
et al., 2009), por lo que la deteccion oportuna del
hongo a partir de material vegetal propagativo y la
aplicacion de medidas adecuadas de confinamien-
to y delimitacion demandan como una prioridad el
desarrollo de métodos de diagnostico rapidos y pre-
cisos como lo es la PCR.
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Finally, given that the main source to spread
grape black rot is mobilization of propagative
material (Wicht et al., 2012), its introduction to
grape producing zones poses a great risk for this
crop, such as that reported in Europe (Rinaldi et
al., 2017). In Mexico, its introduction could affect
more than 33 000 ha of grape crops (SIAP, 2018),
because there are no resistant cultivars (Ullrich
et al., 2009). For this reason, developing fast and
accurate diagnosis methods such as PCR must be a
priority in order to detect the fungus in time by using
propagative vegetal material and implementing
adequate confinement and delimitation measures.

CONCLUSIONS

This study reports the development of an end-
point PCR test based on the ITS region of rDNA
to detect and identify in a specific, fast and simple
way Guignardia bidwellii f. euvitis (Phyllosticta
ampelicida), the causal agent of grape black rot.
The test allows to obtain a reliable diagnosis of
the fungus and is a starting point for planning and
implementing measures to prevent its introduction,
thus providing a methodology for timely disease
management and supporting the epidemiological
surveillance and phytosanitary management
programs.
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CONCLUSIONES

Esta investigacion reporta el desarrollo de un
ensayo de PCR punto final con base en la region
ITS del ADNr para la deteccion e identificacion es-
pecifica, rapida y sencilla de Guignardia bidwellii
f- euwvitis (Phyllosticta ampelicida), agente causal
de la pudricion negra de la vid, lo cual permite con-
tar con un diagnostico confiable del hongo siendo
punto de partida para la planeacion y aplicacion de
medidas de prevencion de la introduccion y manejo
oportuno de la enfermedad, contribuyendo asi con
los programas de vigilancia epidemiologica y ma-
nejo fitosanitario.
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Resumen. Candidatus Liberibacter asiaticus
(CLas), agente causal del huanglongbing (HLB), y
el Citrus tristeza virus (CTV) constituyen amena-
zas para la citricultura mexicana por su condicion
endémica en citricos agrios de algunas regiones del
pacifico y de focos recientes de razas severas, res-
pectivamente. La identificacion y clonacion de ge-
nes relacionados con la Resistencia Sistémica Ad-
quirida (RSA) de la planta podrian coadyuvar como
parte de una estrategia de manejo integrado. Este
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Abstract.
(CLas), causal agent of Huanglongbing disease
(HLB), and the Citrus tristeza virus (CTV)
constitute a serious threat to Mexican citriculture

Candidatus Liberibacter asiaticus

because its endemic status in limes in several
regions of the Pacific coast and also for the recent
detection of severe strains, respectively. The
identification and cloning of some genes related
to the Systemic Acquired Resistance (SAR) of
the plant could help to confront the diseases as an
integrated management strategy. This work had
the objective of cloning specific genes inherent to
the plant as a first step to obtain transgenic citrus
plants putatively resistant to CLas. The genes were
selected based on the response of citrus plants to a
wide range of pathogens, they were; a regulating
gene for salicylic acid signaling (SA) as the inducer
gen Azelaic Acid Induced 1 (4ZI-1), a Citrus Non-
Race-Specific Disease Resistance 1 (CsNDR-I)
and a pathogenesis related protein 1 gen (PR-1).
These three genes (A4ZI-1, PR-1 and CsNDR-I)
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trabajo tuvo como objetivo desarrollar construc-
ciones con genes especificos inherentes a la plan-
ta como primera etapa en la generacion de plantas
transgénicas resistentes a CLas. Los genes selec-
cionados con base a la respuesta de citricos a una
amplia gama de patdgenos, fueron AZI-1, 1-induc-
tor del acido ‘Azelaic’y CsNDR-1, 1-resistencia no
especifica a enfermedades en citricos, ambos genes
reguladores de la sefializacion del acido salicilico
(SA), y el gen asociado con la sintesis de protei-
na 1 relacionada con la patogenicidad (PR-1). Los
tres genes (4ZI-1, PR-1'y CsNDR-1) se insertaron
independientemente en pUCI118-FMV-Poly-2-1.
Posteriormente estos tres genes fueron subclona-
dos individualmente en el vector pCAMBIA 2301,
mientras que en pCAMBIA 2201 se clono el gen
AZI-1. La clonaciéon de los genes en los vectores
pCAMBIA2301 y pCAMBIA2201 permiti6 incor-
porar a las construcciones un gen de seleccion de
transformacion (35S-nptll-35S) y un gen reportero
(355-GUS-NOS). La construcciéon CsNDR-1 fue
clonada en las cepas EHAS y Agl.1 de Agrobac-
terium tumefaciens. Los genes AZI-1 'y PR-1 no se
lograron integrar a estas cepas de Agrobacterium.
Estas construcciones representan el primer paso
para generar citricos transgénicos como una alter-
nativa para enfrentar a CLas y CTV.

Palabras clave: RSA, plasmidos, AZI-1, PR-1'y
CsNDR-1.

El CTV es subendémico en México con un re-
ciente brote de raza severa en algunos municipios
del Golfo de México. Es un organismo reglamen-
tado por el area oficial desde los 80’s prevalecien-
do en condicidn asintomatica. Por el contrario, el
huanglongbing (HLB) o dragén amarillo también
llamado citrus greening o enverdecimiento de los
citricos se detectd en 2009 con rapida dispersion
en el pais. Esta es una enfermedad causada por una
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were independently inserted into pUC118-FMV-
Poly-2-1, subsequently they were subcloned
individually into the vector pCAMBIA 2301
while gene AZI-1 was only cloned into pCAMBIA
2201. The CsNDR-1 construct was cloned into
Agrobacterium tumefaciens strains EHAS and
AgLl1 while genes AZI-1 and PR-1 could not be
inserted into these strains of Agrobacterium. These
constructions are the first step to be able to generate
transgenic citrus as an alternative to face the HLB.

Keywords: SAR, plasmids, AZ[-1, PR-1 and
CsNDR-1.

The CTV is a subendemic pathogen in Mexico
and a recent outbreak of a severe race has been
detected in some municipalities of the Gulf of
Mexico. The Citrus tristeza virus is an organism
regulated by the official division since the 1980s
but has
Huanglongbing (HLB) or yellow dragon, also

remained symptomless. Conversely,
known as citrus greening (enverdecimiento de los
citricos), was detected in 2009 and spread rapidly
in Mexico. Huanglongbing is a disease caused
by a Gram-negative Candidatus liberibacter
bacterium (Gottwald, 2007). Three species are
known: Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas),
Candidatus Liberibacter africanus (CLaf) and
Candidatus Liberibacter americanus (CLam);
Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) is the
only one reported in Mexico. CLas attacks all
citrus, affects the productive physiology of young
and adult plants, including hybrids, by producing
moderate-to-severe symptoms and is distributed
in almost all the citrus producing countries (Bové,
2012; Hall et al., 2012). This systemic bacterium
multiplies and is transported by the phloem and
requires insect vectors to spread the disease, the
most important being Diaphorina citri (Hall et al.,
2012; Ichinose et al., 2010).
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bacteria Gram-negativa Candidatus liberibacter
(Gottwald, 2007). Se conocen tres especies: Can-
didatus Liberibacter asiaticus (CLas), Candidatus
Liberibacter africanus (CLaf) y Candidatus Li-
beribacter americanus (CLam), siendo la primera
la unica reportada en México. CLas ataca a todos
los citricos, afecta la fisiologia productiva de las
plantas jovenes y adultas con sintomas moderado a
severos, incluyendo a los hibridos, y esta distribui-
da en casi todos los paises productores de citricos
(Bové, 2012; Hall et al., 2012). La bacteria sisté-
mica se multiplica y transporta por el floema re-
quiriendo de insectos vectores para su transmision,
siendo Diaphorina citri mas importante (Hall et al.,
2012; Ichinose et al., 2010).

Mora-Aguilera et al. (2014) reportan niveles
de intensidad epidémica variable con inciden-
cia del 26% en Brasil hasta 100% en China. Los
mismos autores reportan el potencial de pérdidas
productivas en 42% para naranja dulce, 62% en
limén mexicano y 17.3% en limoén persa bajo las
condiciones citricolas de México. Por el caracter
epidémico de la enfermedad, el gobierno federal
ha impulsado desde 2008 un programa nacional de
control basado en la erradicaciéon de plantas enfer-
mas, control del vector y uso de material certifica-
do, el cual ha permitido contener el impacto de la
enfermedad, reconociéndose regiones endémicas y
subendémicas como Colima, Michoacén y Nayarit.
Actualmente no existen variedades resistentes por
lo que el control del vector y un manejo agron6-
mico eficiente con énfasis en la nutricién y riego
permite mantener la rentabilidad de plantaciones
comerciales (Mora-Aguilera, G. 2018. Datos no
publicados; Fu et al., 2016). Existen a nivel experi-
mental diversas alternativas fisicas y quimicas para
el control de CLas (Zhang et al., 2014; Vazquez-
Garcia et al., 2013; Zhang et al., 2012; Hoffman
et al, 2012; Ding et al., 2008). Algunos de estos
métodos no han tenido resultados consistentes, y
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Mora-Aguilera et al. (2014) reported a variable
level of epidemic intensity with 26% incidence in
Brazil and up to 100% in China. The same authors
reported it could cause production losses of 42% in
sweet orange, 62% in Mexican lemon and 17.3% in
Persian lime under the citrus production conditions
in Mexico. Due to the epidemic character of the
disease, since 2008 the Mexican government
has supported a national program for controlling
the disease based on eradicating infected plants,
controlling the vector and using certified materials,
which has made it possible to control the disease
impact and identify endemic and subendemic
regions such as Colima, Michoacan and Nayarit.
Since no resistant varieties are currently available,
measures for controlling the vector and an effective
agronomic management with special attention on
nutrition and irrigation have made it possible to
maintain profitability in commercial plantations
(Mora-Aguilera, G. 2018. Data not published;
Fu et al.,, 2016). At the experimental level, there
are several physical and chemical alternatives for
controlling CLas (Zhang et al., 2014; Vazquez-
Garcia et al., 2013; Zhang et al., 2012; Hoffman
et al., 2012; Ding et al., 2008). Some of these
methods have not produced consistent results,
and others, including the use of antibiotics, are
not environmentally or economically viable.
The development of transgenic citrus varieties as
an alternative for rapidly developing resistance
has proven to be viable against CTV, but the use
of genes exogenous to the plant has limited its
commercial implementation. One alternative is to
use CRISPR, a gene editing technique that is still
being developed, and endogenous genes associated
with plant defense mechanisms.

The activation of these mechanisms starts by
recognizing effectors such as flagelin, chitins,
glucloproteins and lipopolysaccharides known as
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs).
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otros, como el uso de antibidticos, no son viables
ambiental y economicamente. El desarrollo de va-
riedades transgénicas en citricos, como una alterna-
tiva para el rapido desarrollo de resistencia, ha de-
mostrado su viabilidad contra el CTV; sin embargo,
el empleo de genes exdgenos a la planta ha limita-
do su implementacion comercial. Una alternativa
es el empleo de CRISPR, técnica de edicion de ge-
nes aun en desarrollo, y el uso de genes endogenos
asociados a mecanismos de defensa en plantas.

La activacion de estos mecanismos comienza
con el reconocimiento de efectores como flagelina,
quitinas, glucoproteinas y lipopolisacaridos que se
denominan Patrones Moleculares Generales Aso-
ciados a Patdégenos (PMGAP). Las proteinas que
reconocen a estos efectores son llamadas Proteinas
de Resistencia (R). Este mecanismo de respues-
ta especifica se denomina resistencia gen por gen
sensu Flor (Gao et al., 2015; Nishimura y Dangl
2010; Belkhadir ef al., 2004). Al tipo de resistencia
ejercida por proteinas R, inicamente en presencia
de un patégeno, se denomina resistencia sistémica
adquirida (RSA) (Gomez y Mejia, 2011).

Recientemente, el analisis del transcriptoma de
citricos en respuesta a la infeccion de CLas, CLam
y CTV ha demostrado que varios genes se sobre-
expresan en respuesta a la infecciéon mientras que
otros genes se reprimen (Hu et al., 2017; Rawat et
al., 2017; Da Graca et al., 2016; Fu et al., 2016).
Entre los multiples genes consistentemente aso-
ciados con la RSA se incluyen CsNDR-1, AZI-1 y
PR-1 expresados en respuesta a fitopatogenos de ci-
tricos y otros cultivos (Hu et al., 2017; Da Graca et
al., 2016; Lu et al., 2013; Pajerowska et al., 2013:
Yu et al., 2013; Van Loon y Van Strien, 1999). La
identificacion de genes activados por la presencia
de fitopatdégenos permite postular la posibilidad de
garantizar su expresion en la planta en forma con-
tinua y regular mediante ingenieria genética con el
fin de anticipar procesos de infeccion. Este trabajo
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The proteins that recognize these effectors are
known as resistance proteins (R). This specific
response mechanism is called gene-for-gene
resistance sensu Flor (Gao et al., 2015; Nishimura
and Dangl 2010; Belkhadir et al., 2004). The type
of resistance conferred by R proteins only in the
presence of a pathogen, is called systemic acquired
resistance (SAR) (Gomez and Mejia, 2011).

Recently, analyses of citrus transcriptome
in response to CLas, CLam and CTV infection
have demonstrated that several genes are over-
expressed in response to infection, while others are
restrained (Hu et al., 2017; Rawat et al., 2017; Da
Graca et al,2016; Fu et al., 2016). The multiple
genes consistently associated with RSA include
CsNDR-1, AZI-1 and PR-1, which are expressed
in response to phytopathogens of citrus and other
crops (Hu et al., 2017; Da Graca et al., 2016; Lu et
al., 2013; Pajerowska et al., 2013: Yu et al., 2013;
Van Loon and Van Strien, 1999). Genes activated
by the presence of phytopathogens have been
identified, which offers the possibility of ensuring
the continuous and regular expression of those
genes in the plant through genetic engineering
in order to avoid infection processes. Therefore,
the objective of this study was to identify and
isolate CsNDR-1, AZI-1 and PR-1 using genetic
engineering, clone them in transformation vectors
and introduce them into two Agrobacterium
tumefaciens strains for future implementation in
citrus genetic transformation using endogenous
genes in order to induce resistance to CLas and
CTV.

MATERIALS AND METHODS

Biological material. Plants of Arabidopsis thaliana
and sweet orange (Citrus sinensis) were grown in a
mixture of peat moss-perlite substrate (60:40) under
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tuvo como propdsito identificar y aislar los genes
CsNDR-1, AZI-1 y PR-1 a través de ingenieria ge-
nética, clonarlos en vectores de transformacion e
introducirlos en dos cepas de Agrobacterium tume-
faciens para su implementacion futura en transfor-
macién genética de citricos con genes endogenos
para inducir la resistencia a CLas y CTV.

MATERIAL Y METODOS

Material biologico. Las plantas de Arabidopsis
thaliana y de naranja dulce (Citrus sinensis) fue-
ron crecidas en una mezcla de sustrato peat moss-
perlita (60:40) en condiciones de invernadero a una
temperatura de 27-30 °C y 2243 m.s.n.m. en Mon-
tecillo Texcoco, Estado de México.

Analisis bio-informatico. Se utilizé el programa
BLAST (Basic Local Alignment Search Tools) para
buscar las secuencias consenso de la base de datos
de Arabidopsis (Pajerowska M.K. et al., 2013; Yu
et al, 2013) y de C. sinensis (Lu et al., 2013); se
eligid la secuencia con mayor similaridad (Query).
Para el analisis de alineamiento de las secuencias
conservadas de los genes reportados se utilizo el
programa Mega6. Los cebadores disefiados se ana-
lizaron con los programas Oligo Analyzer tool, Pri-
mer Questo Tool (IDT, Integrated DNA Technolo-
gies) y con NEBcutter (BioLabs) para analizar la
posible formacion de dimeros e identificar los sitios
de restriccion en los cebadores.

Extraccion de ADN. La extraccion de ADN para
el aislamiento de los genes AZI-1 y PR-1, se llevd
a cabo usando 0.1 gramos de hojas maduras de 4.
thaliana siguiendo el método de CTAB 2% (Doyle
y Doyle, 1987). Mientras que para el aislamiento de
CsNDR-1 se emplearon hojas jovenes de C.sinensis
usando el QIAGEN DNAeasy kit siguiendo las
instrucciones del fabricante. La concentracion de
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greenhouse conditions at 27-30 °C temperature
and 2243 masl, in Montecillo, Texcoco, State of
Mexico.

Bioinformatic analysis. The consensus sequences
in the Arabidopsis (Pajerowska M.K. et al., 2013;
Yu et al., 2013) and C. sinensis database (Lu et
al.,, 2013) were found using the BLAST (Basic
Local Alignment Search Tools) program, and
the sequence with the highest similarity (Query)
was selected. The analysis of alignment of the
conserved sequences of the reported genes was
conducted using the Mega6 program. The designed
primers were analyzed using the Oligo Analyzer
Tool and Primer Questo Tool (IDT, Integrated DNA
Technologies) programs, and NEBcutter (BioLabs)
was used to detect the possible formation of dimers
and identify the restriction sites in the primers.

DNA extraction. To extract DNA from the AZI-
1 and PR-I gene isolates, 0.1 gram of mature A.
thaliana leaves was used following the method of
2% CTAB (Doyle and Doyle, 1987). To extract
DNA from the CsNDR-1 isolate, young leaves of
C. sinensis and the QIAGEN DNAeasy kit were
used following the manufacturer’s instructions.
DNA concentration was measured using 1 pL of
the sample in a Nanodrop (Thermo SCIENTIFIC,
NANODROP 2000).

Design of primers. The gene search was conducted
using BLAST. For the CsNDR-1 gene the
following sequence was found: gi|568842565|ref]
XM_006475151.1] PREDICTED: Citrus sinensis
protein CsNDR-1-like (LOC102630232), mRNA.
Based on the sequence found, one ‘Forward’
primer and one ‘Reverse’ primer were designed,
both containing a series of 6 A/T followed by the
sequence of the restriction enzyme selected for
cloning plus the Kozac ACC sequence, and, finally,
the primer sequence.
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ADN se midi6 con 1 pL de la muestra en un nano-
drop (Thermo SCIENTIFIC, NANODROP 2000).

Diseifio de iniciadores. Se realizo la busqueda de
los genes en BLAST. Para el gen CsNDR-1 se ubicd
la secuencia gi|568842565[reflXM_006475151.1|
PREDICTED: Citrus sinensis protein CsNDR-1-
like (LOC102630232), mRNA. Con la secuencia
encontrada se disefi¢ un iniciador ‘Forward’ y uno
‘Reverse’ ambos conteniendo una serie de 6 A/T
seguida de la secuencia de la enzima de restriccion
elegida para la clonacion mas la secuencia Kozac
ACC y finalmente la secuencia del iniciador.

Parael casodel gen AZ/-1 se encontré el siguiente
registro gi|30682133IrefINM _117317.4| Arabidop-
sis thaliana azelaic acid induced 1 (AT4G12470),
mRNA y para el PR-1 gil 173811331AY064023|
Arabidopsis thaliana putative pathogenesis-related
PR-1 protein (At2g14610), mRNA. Con las secuen-
cias encontradas se disefio un iniciador ‘Forward’y
‘Reverse’ para cada gen.

Identificacion y Amplificaciéon de genes. La de-
teccion y amplificacion de los genes por PCR punto
final se realiz6 con cebadores especificos para cada
gen incluyendo sitios de restriccion para la clona-
cion (Cuadrol).

En el disefio de los cebadores se incorporaron
sitios de restriccion de Apal (GGGCCC) y Spel
(ACTAGT) ademas de varias adeninas seguidas a
esos sitios de restriccion. Se us6 un volumen final
de 25 pL conteniendo 5 uL de ADN, 2.5 pL de 10X
PCR Buffer (Invitrogen), 1 uL de MgCl, 50 (Invi-
trogen), 0.5 pL de dNTPs 10 mM (Promega), 1 puL
de cada cebador (10 pmol), H,O libre de ARNsa/
ADNsa (Invitrogen) y 0.2 puL. de Taq polimerasa
(Invitrogen). Se us6 un programa de amplificacion
de 35 ciclos para AZI-1 'y PR-1: 95 °C por 30 s,
68 °C por 30 s y 68 °C por 30 s. Para CsNDR-1 35
ciclos: 95 °C por 30 s, 66 °C por 30 s y 68 °C por
40 s. Los tres genes tuvieron una primera etapa de
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The following record of the AZI-1 gene was
found: gi|30682133refINM_117317.41 Arabidopsis
thaliana azelaic acid induced 1 (AT4G12470),
mRNA, and for PR-1 gil 173811331AY064023|
Arabidopsis thaliana putative pathogenesis-related
PR-1 protein (At2g14610), mRNA. Based on the
sequences found, the ‘Forward’ and ‘Reverse’
primers were designed for each gene.

Gene identification and amplification. Gene
detection and amplification through end-point PCR
was performed using specific primers for each gene,
including restriction points for cloning (Table 1).

To design the primers, restriction sites of
Apal (GGGCCC) and Spel (ACTAGT) were
incorporated, as well as several adenines following
the restriction sites. For this, we used a final
volume of 25 pL of a mixture containing 5 pL of
DNA, 2.5 uL of 10X PCR Buffer (Invitrogen),
1 puL of MgCl, 50 (Invitrogen), 0.5 uL of dNTPs
10 mM (Promega), 1 uL of each primer (10 pmol),
RNAsa/DNAsa-free H,O (Invitrogen) and 0.2 uL
of Taq polymerase (Invitrogen). The amplification
program consisted of 35 cycles for 4ZI-1 and PR-1:
95 °C for 30 s, 68 °C for 30 s and 68 °C for 30 s. For
CsNDR-1, 35 cycles: 95 °C for 30 s, 66 °C for 30 s
and 68 °C for 40 s. The three genes had an initial
pre-denaturation stage at 95 °C for 2 min and a final
extension stage at 68 °C for 5 min.

The PCR products were analyzed in 1% agarose
gel, with 5 pL of the PCR product and 3 pL of
load buffer (Promega). The gel was run at 90
volts, 400 amperes for one hour, and was dyed in
ethidium bromide for 5 min. The PCR products that
amplified at the expected size were purified using
the QTAquick® PCR Purification kit and sequenced
to corroborate the isolation of the tested gene before
using engineering.

Vector construction. The pUCI18-FMV-
Poly-2-1 vector (Febres et al., 2003) was grown in
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Cuadro 1. Cebadores diseiiados para aislar y clonar los genes AZI-1, PR-1'y CsNDR-1.
Table 1. Primers designed to isolate and clone the AZI-1, PR-1 and CsNDR-1 genes.

Cebador* Secuencia? Amplicon*
AZIl F 5" AAAGGGCCCATGGCTTCAAAGAACTCAGCCTCTCTTG-3"
AZIl R 5'-AAAACTAGTTCAAGCACATTGGAAACCAGATGGAAGC-3" 486pb
PR-1F 5’AAAGGGCCCATGAATTTTACTGGCTATTCTCGATTTTTAA-3”
PR-1R 5'-AAAACTAGTTTAGTATGGCTTCTCGTTCACATAATTCC-3" 486pb
CsNDRI F 5'-AAAAAAGGGCCCACCATGTCAGAAAACGCCGGTGGGTGCTGC-3"
CsNDR1 R 5'-AAAAAAACTAGTTTAAGCAAAAATCAAGACAAAAAAATACAAC-3’ 618pb

*Nombre de los cebadores F:forward, R: reverse / Name of the primers: F:forward, R: reverse.
YSecuencia de cada cebador empleado / Sequence of each primer used.
“tamafio del amplicon a obtener para cada gen / Size of the amplicon to obtain each gene.

predesnaturalizacion de 95 °C por 2 min y una ecta-
pa final de extension de 68 °C durante 5 min.

Los productos de PCR se analizaron en un gel
de agarosa al 1%, con 5 pL de producto de PCR
y 3 uL de Buffer de carga (Promega). El gel se co-
rrié a 90 Volts, 400 Amperios, durante una hora,
dejando tefiir en bromuro de etidio por 5 min. Los
productos de PCR que amplificaron del tamafio es-
perado se purificaron con QIAquick® PCR Purifi-
cation Kit y fueron secuenciados para corroborar el
aislamiento del gen en cuestion antes de continuar
con la ingenieria.

Contruccion del vector. El vector pUC118-FMV-
Poly-2-1 (Febres et al., 2003) fue crecido en tres
mililitros de medio liquido 2xYT (extracto de le-
vadura 10 g L, triptone 16 g L, NaCl 5 g L) con-
teniendo 100 pg mL' de ampicilina (amp) a 37 °C
por 12 h para después aislar el plasmido con el
QIAprep®Spin miniprep kit siguiendo las indica-
ciones del fabricante. Los genes AZI-1, PR-1y
CsNDR-1 purificados y el vector pUC118-FMV-
Poly-2-1 aislado fueron digeridos con las enzimas
de restriccion Apal 'y Spel a la temperatura y tiempo
recomendado para cada enzima. La doble digestion
de los tres genes y del vector pUC118-FMV-Po-
ly-2-1 producen un solo fragmento por lo que se
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three millimeters of 2xYT liquid culture medium
(yeast extract 10 g L, tryptone 16 g L, NaCl 5 g
L) containing 100 pg mL"' of ampicillin (amp) at
37 °C for 12 h and then the plasmid was isolated
using the QIAprep®Spin miniprep kit, following
the manufacturer’s instructions. The purified
AZI-1, PR-1 and CsNDR-1 genes, as well as the
pUC118-FMV-Poly-2-1
digested with Apal and Spel restriction enzymes

isolated vector, were

at the temperature and time recommended for
each enzyme. The double digestion of the three
genes and vector pUC118-FMV-Poly-2-1 produce
a single fragment, so they were purified using a
QIAquick® PCR Purification kit, and then ligated
for 12 hat4 °C. The digestion products were cloned
in Escherichia coli DH5a (Invitrogen) using 80 to
100 ng uL' of DNA by electroporation under one
pulse conditions at 1.8 kV (Bio-Rad, 165-2100).
The bacteria that were supposedly transformed
were sown in a 2xYT solid culture medium
containing 100 ug mL"' of amp; three aliquots of
transformed cells (10, 20 and 50 pL) were tested
using a sterile microinjector to distribute them on
the medium surface. After 12 h at 37 °C, several
individual colonies formed and were analyzed
using PCR with the previously mentioned primers
in order to corroborate the presence of the genes.
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purificaron con el QIAquick® PCR Purification Kit
para posteriormente ser ligados durante 12 h a
4 °C. Los productos de la digestion fueron clonados
en Escherichia coli DH5a (Invitrogen) con 80 a
100 ng uL! de ADN por electroporacion bajo con-
diciones de un pulso a 1.8 kV (Bio-Rad, 165-2100).
Las bacterias presuntamente transformadas fueron
sembradas en medio sélido 2xYT conteniendo
100 ug mL!' de amp probando tres alicuotas de
células transformadas (10, 20 y 50ul) empleando
una micropunta estéril y distribuyendo en la super-
ficie del medio. Transcurridas 12 h a 37 °C varias
colonias individuales crecidas fueron analizadas
mediante PCR con los cebadores antes menciona-
dos para corroborar la presencia de los genes. Los
productos de PCR se corrieron en un gel con 0.8%
de agarosa a 100 volts por 30 min.

Las colonias identificadas positivas se crecie-
ron en tres ml de medio liquido 2xYT conteniendo
100 ug mL" de amp a 37 °C a 230 rpm durante
12 h. Con la mitad del cultivo bacteriano crecido
(1.5 mL) se realizo la extraccion del plasmido con
el kit QIAprep Spin Miniprep Kit de QIAGEN y
se mando a secuenciar para verificar las secuencias
de los tres genes. Con la otra mitad de los cultivos
bacterianos se hicieron ‘stocks’ con glicerol y se
almacenaron a -80 °C.

Para continuar con la insercion de los genes de
interés ahora en plasmidos vectores de transforma-
cion pCAMBIA se procediéo como sigue: las bac-
terias con los tres genes contenidos independiente-
mente en pUC118-FMV-Poly-2-1 fueron crecidas
en medio sélido 2xYT con 100pug mL' de ampicili-
na mientras que aquellas que contenian los plasmi-
dos pCAMBIA2201 y pCAMBIA 2301 se crecie-
ron en medio sélido 2xYT con 25 pg mL™! de clo-
ranfenicol (Cap) o 50 ug mL"' de kanamicina (Kan)
respectivamente por 12 h a 37 °C. Los plasmidos
fueron extraidos con el QIAprep® Spin Miniprep
Kit y fueron subsecuentemente digeridos con las
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The PCR products were run in 0.8% agarose gel at
100 volts for 30 min.

The positive colonies were sown in three ml of
2xYT liquid culture medium containing 100 pg
mL" of amp at 37 °C at 230 rpm for 12 h. Using
half of the bacterial culture that had grown (1.5 ml),
the plasmid was extracted using the QIAprep
Spin Miniprep kit from QIAGEN and sent out for
sequencing to verify the sequences of the three
genes. With the other half of the bacterial cultures,
“stocks” were prepared using glycerol and then
stored at -80 °C.

To continue inserting the genes of interest now
into pCAMBIA transformation vector plasmids,
the following procedure was used: the bacteria
with the three genes independently contained in
pUC118-FMV-Poly-2-1 were grown in 2xY T solid
culture medium with 100 pg mL"' of ampicillin,
while those containing the pCAMBIA2201
and pCAMBIA 2301 plasmids were grown in
solid 2xYT culture medium with 25 pg mL"' of
chloramphenicol (Cap) or 50 pg mL™"! of kanamycin
(Kan), respectively, for 12 h at 37 °C. The plasmids
were extracted with a QIAprep® Spin Miniprep kit
and then digested with BamH 1 and Sphl restriction
enzymes at the temperature and time recommended
for each enzyme. The double digestion products
of pUC118-FMV-Poly-2-1 were purified using
the QIAgen gel purification kit, while the double
digestion products of the pPCAMBIA vectors were
purified using the Qiaprep Miniprep kit. Product
ligation was carried out by incubating them at
4 °C for 12 h. The digestion products were cloned
in Escherichia coli DH5a (Invitrogen) using 80 to
100 ng uL!' of DNA by electroporation under one
pulse conditions at 1.8 kV (Bio-Rad, 165-2100).
The bacteria that were supposedly transformed were
sown in 2xYT solid culture medium containing
25 ug mL! of Cap for pPCAMBIA2201, or 50 pg
mL"' of Kan for pPCAMBIA 2301; three aliquots of
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enzimas de restriccion BamHI y Sphl a la tempe-
ratura y tiempo recomendado para cada enzima.
Los productos de la doble digestiéon de pUC118-
FMV-Poly-2-1 fueron purificados usando el QIA-
gen gel purification kit en tanto que los productos
de la doble digestion de los vectores pPCAMBIA
fueron purificados con el Qiaprep Miniprep Kit.
enseguida. La ligacion de los productos se realizo
incubandolos durante 12 h a 4 °C. Los productos
de la digestion fueron clonados en Escherichia coli
DH5a (Invitrogen) con 80 a 100ng/ul de ADN por
electroporacion bajo condiciones de un pulso a
1.8 kV (Bio-Rad, 165-2100). Las bacterias presun-
tamente transformadas fueron sembradas en medio
solido 2xYT conteniendo 25 pg mL"! de Cap para
pCAMBIA2201 o 50pug mL"' de Kan en el caso de
pCAMBIA 2301 probando tres alicuotas de células
transformadas (10, 20 y 50 uL) empleando una mi-
cropunta estéril y distribuyendo en la superficie del
medio. Transcurridas 12 h a 37 °C varias colonias
individuales crecidas fueron analizadas mediante
PCR con los cebadores especificos para corroborar
la presencia de cada uno de los tres genes.

Una vez mas las colonias individuales que re-
sultaron positivas se crecieron en medio liquido
con los antibi6ticos respectivos para cada plasmido
durante a 37 °C a 230 rpm por 12 h. De igual ma-
nera, una alicuota se mando a secuenciar y con la
otra alicuota de bacterias se hicieron ‘stocks’ para
almacenar a -80 °C.

Transformacion de A. tumefaciens. Los plasmi-
dos pCAMBIA con las construcciones fueron cre-
cidos en medio so6lido 2xYT conteniendo 25 ug
mL" de Cap para pCAMBIA2201 o 50 ug mL"!
de Kan en el caso de pCAMBIA 2301 a 37 °C
por 12 h, transcurrido este tiempo los plasmidos se
extrajeron con el Qiaprep Spin miniprep kit. Las
cepas competentes de A. tumefaciens EHA 105 y
AGL 1 (Kayim y Koc 2005; Almeida et al., 2003)
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transformed cells (10, 20 and 50 puL) were tested
using a sterile microinjector to distribute them on
the medium surface. After 12 h at 37 °C, several
individual colonies formed and were analyzed
through PCR using the specific primers in order to
corroborate the presence of each of the three genes.
Once more, the positive colonies were individually
grown in a liquid culture medium containing the
corresponding antibiotics for each plasmid at 37 °C
at 230 rpm for 12 h. Similarly, one aliquot was
sent out for sequencing, and the other aliquot of
bacteria was used to prepare “stocks” that were
stored at -80 °C.

of A.
pCAMBIA plasmids with the constructions were
grown in 2xYT solid culture medium containing
25 pg mL"' of Cap for pPCAMBIA2201, or 50 pg
mL" of Kan for pPCAMBIA 2301 at 37 °C for 12 h,
and then the plasmids were extracted using the
Qiaprep Spin miniprep kit. The competent EHA
105 and AGL 1 strains of 4. tumefaciens_(Kayim
and Koc 2005; Almeida et al., 2003) were selected
for transformation through electroporation (Bio-
Rad, 165-2100) under one pulse conditions at 2.5 kV
(Bio-Rad, 165-2100). The bacterial cells of the
EHA 105 strain that were supposedly transformed
were grown in solid YEP culture medium (10 g L of
bactopeptone, NaCl 5 g L, yeast extract 10 g L) with
rifampicin (Rif) (50 pg mL') and Kan (50 pg mL"),
while the cells of the AGL 1 strain were grown in
solid YEP culture medium with Rif (50 pg mL"),
Kan (50 ug mL") and carbenicillin (Carb) (25 pg
mL™"). Aliquots of 50, 100 and 200 pL of the two
Agrobacterium strains were tested and incubated
for two to three days at 27 °C. The individual
colonies that grew were analyzed through end-point
PCR using the primers and under the conditions
previously described for each gene. The colonies
that were positive were sent out for sequencing. The

Transformation tumefaciens. The
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se eligieron para ser transformadas mediante elec-
troporacion (Bio-Rad, 165-2100) bajo las condi-
ciones de un pulso a 2.5 kV (Bio-Rad, 165-2100).
Las células bacterianas presuntamente transforma-
das de la cepa EHA 105 fue crecidas en medio séli-
do YEP (bactopeptone 10 g L, NaCl 5 g L, extracto
de levadura 10 g L) con rifampicina (Rif) (50 pg
mL") y Kan (50 ug mL!), mientras que las células
de la cepa AGL 1 fueron crecidas en medio séli-
do YEP con Rif (50 ug mL"), Kan (50 pg mL™")
y carbenicilina (Carb) (25 pg mL"). Se probaron
alicuotas de 50, 100 y 200 uL de las dos cepas de
Agrobacterium y se incubaron durante dos a tres
dias a 27 °C. Las colonias individuales crecidas se
analizaron por PCR punto final con los iniciado-
res y condiciones antes descritos por cada gen, las
que resultaron positivas se mandaron a secuenciar.
Aquellas colonias cuya transformacion y construc-
cion se verificaron mediante la secuenciacion se
crecieron en medio YEP liquido con los antibioti-
cos respectivos antes de criopreservarlas a -80 °C.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de los genes. La concentracion de
ADN de Arabidopsis fue de 478.2 ng uL!' con un
valor de unidades de densidad optica (D.O.) de
2.04. La concentracion de ADN de C. sinensis fue
de 48.7 y su lectura D.O. fue de 1.7. Los productos
de PCR corridos en el gel de agarosa mostraron las
bandas del tamafio esperado, de 486 pb correspon-
diente al gen AZI-1 y PR-1y para el gen CsNDR-1
se obtuvo una banda de 618 pb (Figura 1). La se-
cuenciacion de los productos mostréd identidad del
99% al menos.

Clonacion de los genes en el plasmido pUC118-

FMV-Poly-2-1. Los genes purificados se inserta-
ron en el vector pUC118-FMV-poly-2-1 (Febres
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colonies whose transformation and construction
were verified through sequencing were grown in
liquid YEP culture medium using the corresponding
antibiotics before being cryopreserved at -80 °C.

RESULTS AND DISCUSSION

Identifying genes. The concentration of
Arabidopsis DNA was 478.2 ng uL! with a
value of optical density (O.D.) units of 2.04. The
concentration of C. sinensis DNA was 48.7, and
its OD reading was 1.7. The PCR products run in
agarose gel showed bands of the expected size,
that is, 486 pb, corresponding to the AZ/-1 and
PR-1 genes, and for the CsNDR-1 gene one 618 pb
band was obtained (Figure 1). Sequencing of the
products showed at least 99% identity.

Cloning genes in the pUCI118-FMV-Poly-2-1
plasmid. The purified genes were inserted into
the pUC118-FMV-poly-2-1 vector (Febres et al.,
2013). Individual E. coli colonies that grew were
analyzed through PCR to detect the transformed
colonies. For the AZI-1 gene, 18 colonies were
analyzed using the AZI-1 F/AZI-1 R primers, and
three positive colonies were obtained (Figure 2A,
lanes 2, 4 and 10). For the PR-1 gene, 18 colonies
were also analyzed using the PR-1 F/PR-1 R
primers, and six positive colonies were obtained
(Figure 2B, lanes 2, 9, 11 to 13, and 16). For the
CsNDR-1 gene, the transformation was done twice,
and a total of 35 colonies were analyzed using the
CsNDR-1 F/CsNDR-1 R primers; two positive
colonies were obtained, and one of them appears
in lane 12 of Figure 2C. All the colonies that were
positive by PCR were sent out for sequencing,
and the colony of each of the AZI-1, PR-I and
CsNDR-1 genes that showed the greatest similarity
with the sequence reported in the database of the
NCBI GenBank was selected to continue cloning in
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Figura 1. Amplificacion de los genes AZI-1, PR-1 y CsNDR-1. Geles de agarosa al 1.5 %, con 5 pl de producto de PCR

(carriles 1-2 y 4-5) mas 3 pl de buffer de carga. M; marcador de peso molecular (1 kb DNA ladder). A). Carril 1:
amplificacion del gen AZI-1 de Arabidopsis. Carril 2: control negativo del gen AZI-1. Carril 4: amplificaciéon del
gen PR-1 de Arabidopsis. Carril 5: control negativo del gen PR-1. B). Carril 1: control negativo de CsNDR-1. Carril

2 y 3: amplificacion del gen CsNDR-1.

Figure 1. Amplification of the AZI-1, PR-1 and CsNDR-1 genes. 1.5% agarose gels with 5 pl of PCR product (lanes 1-2 and
4-5) plus 3 pl of load buffer. M; molecular weight marker (1 kb DNA ladder). A). Lane 1: amplification of the Ara-
bidopsis AZI-1 gene. Lane 2: negative control of the AZI-1 gene. Lane 4: amplification of the Arabidopsis PR-1 gene.
Lane 5: negative control of the PR-1 gene. B). Lane 1: CsNDR-1 negative control. Lanes 2 and 3: amplification of

the CsNDR-1 gene.

et al., 2013). Las colonias individuales de E. coli
que crecieron se analizaron por PCR para detectar
las transformadas. Para el gen AZI-1 se analizaron
18 colonias con los iniciadores AZI-1 F/AZI-1 R,
obteniendo tres colonias positivas (Figura 2A, ca-
rriles 2, 4 y 10). Para el gen PR-1 se analizaron de
igual forma 18 colonias con los iniciadores PR-1
F/PR-1 R, obteniendo seis colonias positivas (Fi-
gura 2B, carriles 2, 9, 11 al 13 y 16). Para el gen
CsNDR-1 se repitio la transformacion dos veces y
se analizaron un total de 35 colonias con los inicia-
dores CsNDR-1 F/CsNDR-1 R, se obtuvieron dos
colonias positivas y se muestra una en el carril 12
de la Figura 2C. Se mandaron a secuenciar todas
las colonias que resultaron positivas por PCR y la
colonia de cada uno de los genes AZI-1, PR-1y
CsNDR-1 que mostr6 la mayor similitud con la se-
cuencia reportada en la base de datos de GenBank
de NCBI, se eligioé para continuar con la clonacioén
en el vector pUC118-FMV-poly-2-1. Para el caso
del gen PR-1 la colonia tres mostrd la mayor simi-
laridad (99%), en el caso del gen AZI-1 la colonia
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vector pUC118-FMV-poly-2-1. For the PR-1 gene,
colony three showed the highest level of similarity
(99%); in the case of the AZI-1 gene, colony one
showed 99% similarity, and colony 14 showed
99% similarity in the CsNDR-I gene. Three
constructions were built using the best colonies
of each gene inserted between the FMV promoter
and the 35S termination signal of pUC118-FMV-
Poly-2-1 (Figure 3A, B and C).

The genes isolated in this study (CsNDR-1,
AZI-1, PR-1) have been consistently described as
possible candidates for generating resistance to
several pathogens (Lu er al,, 2013). These genes
are part of the 633 genes that are altered after
inoculation with CLas, according to Mafra et al.
(2013), and are associated with the plant’s systemic
acquired resistance (SAR). Several authors have
also identified these genes as part of the plant’s
response to CLas and CTV attacks (Hu ez al., 2017,
Rawat et al., 2017; Da Graca et al.,2016; Fu et al.,
2016), and, for this reason, they were selected to
develop the constructions.
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Confirmaciéon mediante PCR de colonias DH50 transformadas con los genes AZI-1, PR-1 y CsNDR-1 contenidos
en el plasmido pUC118-FMV-Poly-2-1. Fragmentos amplificados en gel de agarosa al 0.8%. M: marcador de peso
molecular (1 kb DNA ladder). A). Carril 1: Control positivo del gen AZI-1. Carril 2, 4 y 10: Amplificacion del gen
esperado. Carril 19: control negativo del gen AZI-1. B). carril 1: control positivo del gen PR-1. Carril 2, 9, 11, 12,
13 y 16; colonias positivas de la amplificacién del gen PR-1. Carril 19: control negativo del gen PR-1. C). Carril 1
al 15, colonias analizadas del gen CsNDR-1. Carril 12: muestra positiva. Carril 16; control negativo.

PCR confirmation of DHS5a colonies transformed with the 4ZI-1, PR-1 and CsNDR-1 genes contained in the
pUC118-FMV-Poly-2-1 plasmid. Amplified fragments in 0.8% agarose gel. M: molecular weight marker (1 kb
DNA ladder). A). Lane 1: Positive control of the AZI-1 gene. Lanes 2, 4 and 10: Amplification of the expected gene.
Lane 19: negative control of the AZI-1 gene. B). lane 1: positive control of the PR-1 gene. Lanes 2,9, 11, 12, 13 and
16: positive colonies from the amplification of the PR-1 gene. Lane 19: negative control of the PR-1 gene. C). Lanes
1-15: CsNDR-1 gene colonies analyzed. Lane 12: positive sample. Lane 16: negative control.

The pUCI118-FMV-Poly-2-1 plasmid was

14 fue la que mostré 99% de similaridad en el gen
CsNDR-1. Se obtuvieron tres construcciones con
las mejores colonias de cada uno de los genes in-
sertadas entre el promotor FMV y sefial de termi-
nacion 35S de pUC118-FMV-Poly-2-1 (Figura 3A,
ByC).

Los genes aislados en esta investigacion
CsNDR-1, AZI-1, PR-1 han sido descritos
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selected because of its small size, and because it
produces a large number of copies (500-700). In
addition, its multiple cloning site facilitates the
integration of DNA fragments within this vector
(Febres et al., 2013), and it is also compatible for
subsequent cloning within the pPCAMBIA vectors
incorporating the CaMV35S and/or NOS promoters
and terminators of pCAMBIA.
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A Apal 486 pb Spel
GGGCCC ACTAGT
FMV Promoter 35S Terminator
B
Apal 486 pb ~ Spel
GGGCCC ACTAGT
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FMV Promoter 35S Terminator
C
Apal 618 pb Spel
GGGCCC 7/ ACTAGT

I

FMV Promoter

CsNDR1

1 -

35S Terminator

Figura 3. Representacion esquematica de las construcciones de los genes insertadas en el plasmido pUC118-FMV-Poly-2-1.
A). AZI-1, B). PR-1y C). CsNDR-1. En la imagen se muestran los genes AZI-1 (rojo), PR-1 (amarillo) y CsNDR-1
(verde) clonados bajo el promotor FMV (anaranjado) y su sefial de terminaciéon 35S (azul). En la parte superior
de cada construccion se indica el tamafio del amplicon y las enzimas de restriccion utilizadas durante la clonacion.

Figure 3. Schematic representation of the constructions of the genes inserted into the pUC118-FMV-Poly-2-1 plasmid.
A). AZI-1, B). PR-1, and C). CsNDR-1. The image shows the AZI-1 (red), PR-1 (yellow) and CsNDR-1 (green)
genes cloned under the FMV promoter (orange) and their 35S termination signal (blue). The upper part of each
construction indicates the size of the amplicon and the restriction enzymes used during cloning.

consistentemente como posibles candidatos para
generar resistencia a diversos patogenos (Lu ef al.,
2013). Dichos genes forman parte de los 633 ge-
nes que se ven alterados después de la inoculacion
con CLas de acuerdo con Mafra et al., (2013), los
cuales estan relacionados con la respuesta sistémi-
ca adquirida (RSA) de la planta. Varios autores han
identificado también estos genes como parte de la
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Cloning in pCAMBIA plasmids. The
constructions containing the genes of interest
were inserted into vectors pCAMBIA 2201 and
2301. The cloning process was repeated twice,
modifying DNA concentrations in the ligation
reaction because no transformed colonies with the
genes of interest were found. Twenty-one colonies

were analyzed in each experiment, for a total of
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respuesta de la planta ante el ataque por CLas y
CTV (Huet al, 2017; Rawat et al., 2017; Da Graca
etal, 2016; Fu et al., 2016), por tal motivo, fueron
elegidos para el desarrollo de estas construcciones.
El plasmido pUC118-FMV-Poly-2-1 fue selec-
cionado por su tamafio pequeflo, por generar un
gran nimero de copias (500 a 700), su sitio mul-
tiple de clonacion que permite la facil integracion
de los fragmentos de ADN dentro de este vector
(Febres et al.,, 2013); ademas de ser compatible,
para la subsecuente clonacion dentro de los vec-
tores pCAMBIA, incorporando los promotores y
terminadores CaM V35S y/o NOS de pCAMBIA.

Clonacion en plasmidos pCAMBIA. Las cons-
trucciones que contenian los genes de interés fue-
ron insertadas en los vectores pPCAMBIA 2201 y
2301. El proceso de clonacion se repitido por du-
plicado, modificando las concentraciones de ADN
en la reaccion de ligacion, al no encontrar colonias
transformadas con los genes de interés. En cada ex-
perimento se analizaron 21 colonias, dando un total
de 42 colonias analizadas por cada gen. Para el gen
AZI-1 clonado en pCAMBIA 2201, se modifico la
concentracion de ADN-plasmido en la reaccion de
ligacion de 31.8 ng pL! - 108 ng uL! a 63.6 ng
puLt - 72 ng puL'; las colonias crecidas se anali-
zaron por PCR con los iniciadores AZI-1 F/AZI-1
R, obteniendo diez colonias positivas en la segunda
repeticion de clonacion (Figura 4A). El gen AZI-1
clonado en pCAMBIA 2301 la modificaciéon de la
concentracion de ADN en la ligacion fue de 41.1
ng uL' — 100 ng pL" a 82.2 ng uL! - 86.4 ng ulL';
de igual forma se analizaron por PCR las colonias
crecidas con los mismos iniciadores AZI-1 F/AZI-
1 R, se obtuvieron cuatro colonias positivas en el
segundo experimento (Figura 4B). En cuanto al
gen PR-1 clonado en el vector pPCAMBIA 2301, la
concentracion del ADN modificado en la ligacién
fuede 252 ng ul.' - 86.4 ng ul' a37.8 ng uL!' - 72 ng
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42 colonies analyzed for each gene. For the AZI-1
gene cloned in pCAMBIA 2201, the concentration
of DNA-plasmid was modified in the ligation
reaction from 31.8 ng pL'-108 ng uL"' to 63.6 ng puL-
172 ng uL'; the grown colonies were analyzed by
PCR using the AZI-1 F/AZI-1 R primers, and 10
positive colonies were obtained from the second
cloning replication (Figure 4A). The AZI-1 gene
cloned in pPCAMBIA 2301, the DNA concentration
in the ligation reaction was from 41.1 ng uL-!-
100 ng uL"to 82.2 ng uL"'-86.4 ng uL'; the grown
colonies were also analyzed by PCR using the AZI-
1 F/AZI-1 R primers, and four positive colonies
were obtained from the second experiment (Figure
4B). For the PR-1 gene cloned in the pCAMBIA
2301 vector, the DNA concentration in the ligation
reaction was modified from 25.2 ng pL'-86.4 ng
pL! to 37.8 ng pL'-72 ng puL', and two hours
were added to the incubation step after the electric
shock; the grown colonies were analyzed using the
PR-1 F/PR-1 R primers, and three positive colonies
were obtained in the last experiment (Figure 4C).
The constructions amplified a product of 486 pb,
as expected. For the CsNDR-1 gene in pPCAMBIA,
a single test was carried out; 32 colonies were
analyzed and only two positive colonies were
obtained (Figure 4D).

All the constructions containing the AZI-1,
PR-1 and CsNDR-1 genes under the FMV promoter
and the 35S terminator were cloned between the
neomicin fosfotransferasall (ntptll) selection
gene that confers resistance to kanamycin and the
B-glucoronidasa (uidA) reporter gene, known as
GUS, of the pPCAMBIA 2201 and 2301 plasmids.
The nptll transformation selection gene remained
with the 35S promoter and terminator, and the GUS
reporter gene remained with the 35S promoter and
the NOS terminator. The AZI-1, PR-1 and CsNDR-1
genes cloned in pCAMBIA 2301 have the nptl]
gene as the bacterium selection gene (Figure 5A,
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Figura 4. Confirmaciéon mediante PCR de colonias DH5a con los genes AZI-1, PR-1 y CsNDR-1 insertados en los plasmidos

Figure 4.

pCAMBIA 2201 y 2301. Fragmentos amplificados en gel de agarosa al 0.8%. M: marcador de peso molecular (1
kb DNA ladder). A). AZI-1-pCAMBIA 2201. Carril 1; Control positivo del gen AZI-1. Carril; 4, 6, 7, 8, 11, 12, 14,
16-21; Amplificacion del gen esperado. Carril 23; control negativo. B). AZI-1-pCAMBIA 2301. Carril 1; Control
positivo. Carril; 3, 18, 21 y 22; Amplificacion del gen esperado. Carril 23; control negativo. C). PR-1-pCAMBIA
2301. Carril 1; control positivo del gen PR-1. Carril; 6, 7 y 20; colonias positivas de la amplificacion del gen PR-
1. Carril 23; control negativo. D). CsNDR-1 en pCAMBIA 2301. Carril 20 y 22; colonias positivas para el gen
CsNDR-1. Carril 24; control negativo.

PCR confirmation of DH5a colonies with the AZI-1, PR-1 and CsNDR-1 genes inserted into the pCAMBIA 2201
and 2301 plasmids. Amplified fragments in 0.8% agarose gel. M: molecular weight marker (1 kb DNA ladder). A).
AZI-1-pCAMBIA 2201. Lane 1: Positive control of the AZI-1 gene. Lanes 4, 6, 7, 8, 11, 12, 14, 16-21: amplification
of the expected gene. Lane 23: negative control. B). AZI-1-pCAMBIA 2301. Lane 1: positive control. Lanes 3,
18, 21 and 22: amplification of the expected gene. Lane 23: negative control. C). PR-1-pCAMBIA 2301. Lane 1:
positive control of the PR-1 gene. Lanes 6, 7 and 20: positive colonies from the amplification of the PR-1 gene. Lane
23: negative control. D). CsNDR-1 in pCAMBIA 2301. Lanes 20 and 22: positive colonies for the CsNDR-1 gene.

Lane 24: negative control.

uL!, ademas de aumentar a dos horas el paso de in-
cubacion después del choque eléctrico, las colonias
crecidas se analizaron con los iniciadores PR-1 F/
PR-1 R, obteniendo tres colonias positivas en el ul-
timo experimento (Figura 4C). Las construcciones
amplificaron un producto de 486 pb lo cual fue lo
esperado. Para el gen CsNDR-1 en pCAMBIA, se
realizo un solo ensayo, se analizaron 32 colonias,
obteniendo sélo dos colonias positivas (Figura 4D).
Todas las construcciones que contenian los genes
AZI-1, PR-1y CsNDR-1 bajo el promotor FMV y
el terminador 35S, fueron clonadas entre el gen de
seleccion neomicin fosfotransferasall (ntptll) que
confiere resistencia a Kanamicina y el gen reportero

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2019

C and D). The 4ZI-1 gene inserted in pCAMBIA
2201 is located under the bacterium selection gene
to chloramphenicol (Figure 5 B).

The constructions were sent out for sequencing
in order to corroborate the identity and orientation
of the insertion before being transformed to A.
tumefaciens; the ones that were at least 99%
homologous were selected. Figure 6 shows 100%
identity of colony two in the case of the AZI-1
gene inserted in pCAMBIA2301. The pCAMBIA
plasmids are successfully used in the genetic
transformation of several plants, including citrus
(De Oliveira et al, 2015; Hajeri et al., 2014;
Pinheiro et al., 2014).
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B-glucoronidasa (uidA) conocido como GUS de los
plasmidos pCAMBIA 2201 y 2301. El gen de se-
leccion de transformacion nptll quedo con el pro-
motor y terminador 35S y el gen reportero GUS
quedd con el promotor 35S y con el terminador
NOS. Los genes AZI-1, PR-1'y CsNDR-1 clonados
en pCAMBIA 2301 tienen como gen de seleccién
de la bacteria al gen nptll (Figura 5A, C y D). El
gen AZI-1 insertado en pPCAMBIA 2201 se encuen-
tra bajo el gen de seleccion en bacteria a cloranfe-
nicol (Figura 5 B).

Las construcciones se mandaron secuenciar
para corroborar la identidad y orientacion de la in-
sercion antes de continuar con la transformacion en
A. tumefaciens se eligieron aquellas que mostraron
una homologia de 99% al menos. En la Figura 6
se muestra el 100% de identidad de la colonia dos
para el caso del gen AZI-1 insertado en pCAM-
BIA2301. Los plasmidos pCAMBIA se usan con
éxito en transformacion genética de diversas plan-
tas incluyendo citricos (De Oliveira et al., 2015;
Hajeri et al., 2014; Pinheiro et al., 2014).

Transformacion de A. tumefaciens. Se hizo trans-
formacion de las dos cepas A. tumefaciens con los
tres genes clonados en pPCAMBIA y se analizaron
con PCR colonias individuales para confirmar la
transformacion. La construccion del gen PR-1 en
pCAMBIA2301 en la cepa EHA105 produjo varias
colonias individuales (Figura 7A); de igual mane-
ra la construccion del gen CsNDR-1 en pCAM-
BIA2301 en la cepa Agll (Figura 7B). Los resul-
tados de PCR confirmaron colonias positivas para
ambos genes sin embargo la verificacion median-
te secuenciacion no mostré alta identidad para el
caso de la construccion con el gen PR-1. La cons-
truccion del gen CsNDR-1 con el promotor FMV
y el terminador 35S clonados en pPCAMBIA 2301
logrd ser insertada en las dos cepas de 4. tumefa-
ciens EHA 105 y AGL 1. Se analizaron 11colonias
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Transformation of A. tumefaciens. Two A.
tumefaciens strains were transformed using
the three genes cloned in pCAMBIA and then
individual colonies were analyzed through PCR
to confirm that they have been transformed. The
construction of the PR-1 gene in pPCAMBIA2301
in the EHA105 strain developed several individual
colonies (Figure 7A), as did the construction of
the CsNDR-1 gene in pCAMBIA2301 in the Agl1
strain (Figure 7B). The PCR results confirmed
that there were positive colonies for both genes,
but the verification through sequencing did not
show a high level of identity in the case of the
construction with the PR-1 gene. The construction
of the CsNDR-1 gene with the FMV promoter and
the 35S terminator cloned in pCAMBIA 2301 was
successfully inserted into the two A4. tumefaciens
EHA 105 and AGL 1 strains. Eleven colonies
were randomly analyzed through PCR using
the CsNDR-1 F/CsNDR-1 R primers, and one
positive colony was obtained in the EHA105 strain
(Figure 8A), while four positive colonies were
obtained for the AGL1 strain (Figure 8B). The low
transformation efficiency of Agrobacterium and
E. coli is somewhat common in gene construction
and cloning experiments. Gelvin (2003) mentioned
that many factors may be involved, such as the
low competence of the bacterial cells, stressed
cells, poor quality DNA, low or high DNA
concentration during transformation, the conditions
during fragment ligation, the conditions during
electroporation, the incubation temperature, and
the concentration of antibiotics, among others. The
A. tumefaciens EHA 105 strain has been used in
citrus genetic transformation and has produced
excellent transformation percentages because of
its virulence (Hao et al., 2016; Dutt et al., 2015).
The AgL1 strain has also shown a high level of
transformation in citrus (Shi et al., 2016; Kayim
and Koc 2005).

414



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

FuLLy BILINGUAL MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY
lislhmna:ur A 55 Termnnor B
Spht BamHl Sphl BomHl
GCATEC GGATCC GEATE GGATEC
& i, _- ' %

f (:gy:ﬁ!.‘g .pwrﬂulﬁ o (‘.‘,‘;;;
@ fﬁ‘ cny Ay
4 ",

pCAMBIA 2301 pCAMBIA 2201
11621pb 11773 pb
g -
-
By %h,.
Sy, 4 Y
%’Q
—im’}—_m__—-—l— — C —t L — = ]
‘. 35S Terminator .- = 355 Terminater ="
Sohl BomHl Sohl Bamhi

GCATGC GGATCC GCATGC GGATCC

pCAMBIA 2301 | pCAMEBIA 2301

11621 pb & 11621 pb

Figura 5. Representacion esquematica de la construccion en pCAMBIA 2201 y 2301. Construccion FMV-4Z1-1-35S insertada
en los plasmidos A). pCAMBIA 2301, y B). pPCAMBIA 2201. C). Construccion FMV-PR-1-35S, y D). Construccién
FMV-CsNDR-1-35S insertadas en el plasmido pCAMBIA 2301. Los genes de interés, barras de color rojo, amarillo
y verde, quedaron insertados entre el gen de seleccion n#ptll que confiere resistencia a kanamicina con el promotor
y terminador de CaMYV (Cauliflower mosaic caulimovirus) y entre el gen reportero GUS bajo el promotor 35S del
CaMV y terminador Nopalina sintasa (NOS).

Figure 5. Schematic representation of the construction in pCAMBIA 2201 and 2301. FMV-4ZI-1-35S construction inserted
into the plasmids A). pCAMBIA 2301, and B). pCAMBIA 2201. C). FMV-PR-1-35S construction, and D). FMV-
CsNDR-1-35S construction inserted into the pCAMBIA 2301 plasmid. The genes of interest (red, yellow and
green bars) were inserted between the n#ptll selection gene that confers resistance to kanamycin with the CaMV
(Cauliflower mosaic caulimovirus) promoter and terminator, and the GUS reporter gene under the 35S promoter
of CaMYV and the nopaline synthase (NOS) terminator.
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Arabidopsis thaliana azelaic acid induced 1 (AZI1), mMRNA
Sequence ID: NM_117317.4 Length: 865 Number of Matches: 1
Range 1: 176 to 581 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
750 bits(406) 0.0 406/406(100%) 0/406(0%) Plus/Plus
Query 60 TTGCAACTGCAAGCCAAGTCCTARACCAAAGCCAGTCCCAAGTCC GCCGGT 119
gyt it
Query 120 CCAATGTCCTCCTCCACCCCGTCCTTCAGTCCCAAGTCCTAATCCTAGGCCGGTCACACC 179
i pliilitlitimiiitintumisiihiding e
Query 180 TCCACGCACCCCTGGTTCATCCGGAAACAGCTGTCCTATTGATGCTCTCAAGCTCGGTGT 239
ot ity
Query 242 ATGTGCAAATGTCTTAAGCAGTCTACTCAACATCCAGTTGGGACAGCCATCCTCTCAACA 299
soict 356 AtCTeCAMMCHHAMUSH LA LS HE AU G, 215
Query 300 ATGTTGCTCGCTCATCCAAGGTTTGGTTGACGTCGACGCTGCGATTTGTCTATGCACTGC 359
odpeyittiinimiiitinitinminintitiing i
Query 36@ TCTGAGGGCTAACGTTCTTGGTATCAACCTTAACGTTCCGATATCTCTCAGCGTTCTTCT 419
oyttt ittt i
Query 420 CAACGTTTGTAACAGAAAGCTTCCATCTGGTTTCCAATGTGCTTGA 465
ety iyttt

Figura 6. Analisis en GenBank de la secuencia del gen AZI-1 clonado en pCAMBIA2301. La secuencia Query es el gen re-
portado de Arabidopsis thalianay 1a secuencia Sbjct es la clonada en esta investigacion con el 100% de similaridad.
Figure 6. Analysis of the AZI-1 gene cloned in pPCAMBIA2301 conducted in the GenBank. The Query sequence is the Ara-
bidopsis thaliana reported gene and the Sbjct sequence corresponds to the cloned sequence with 100% similarity

obtained in this study.

al azar por PCR con los cebadores CsNDR-1 F/
CsNDR-1 R, obteniendo una colonia positiva en
la cepa EHA105 (Figura 8A) mientras que para la
cepa AGL1 se obtuvieron cuatro colonias positivas
(Figura 8B). La baja eficiencia de transformacion
de Agrobacterium y de E.coli es algo comln en ex-
perimentos de construccion y clonacion de genes.
Gelvin (2003) menciona que hay muchos factores
que pudieran estar involucrados tales como la baja
competencia de las células bacterianas, células es-
tresadas, ADN de mala calidad, baja o alta concen-
tracion de ADN en la transformacion, condiciones
durante la ligacion de fragmentos, condiciones de
electroporacion, la temperatura de incubacion,
concentraciones de antibidticos entre otros. La
cepa de A. tumefaciens EHA 105 ha sido utilizada
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CONCLUSIONS

The AZI-1, PR-1 and CsNDR-1 genes were
isolated through PCR using the designed primers
using the Arabidopsis thaliana and Citrus sinensis
genome that had specific restriction sites for cloning.
The isolated and cloned sequences of the AZI-1,
PR-1 and CsNDR-1 genes showed 99% similarity
compared to the records of the 4. thaliana and C.
sinensis sequences in the NCBI GenBank database.
The three genes (4ZI-1, PR-1 and CsNDR-1) were
incorporated between the FMV promoter and
the 35S CaMV terminator of the pUC118-FMV-
poly 2-1 cloning vector. Cloning the genes in the
pCAMBIA2301 and pCAMBIA2201 vectors
made it possible to incorporate a transformation
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Figura 7. A). Colonias transformadas de A. tumefaciens EHA 105 con el plasmido pCAMBIA 2301 con el gen PR-1 en el
medio YEP con Rif (50 pl/ml). B). Colonias transformadas de A. tumefaciens Agll con el plaismido pCAMBIA 2301
con el gen CsNDR-1 en el medio YEP con Rif (50 pl/ml), Kan (50 pg/ml) y Carb (25 pg/ml). Los nimeros indican
las colonias elegidas al azar para confirmar la presencia del gen mediante PCR.

Figure 7. A). Transformed colonies of A. tumefaciens EHA 105 with the pPCAMBIA 2301 plasmid with the PR-1 gene in YEP
culture medium with Rif (50 pl/ml). B). Transformed colonies of A. tumefaciens Agll with the pCAMBIA 2301
plasmid with the CsNDR-1 gene in YEP culture medium with Rif (50 pl/ml), Kan (50 pg/ml) and Carb (25 pg/ml).
The numbers indicate the colonies that were randomly selected to confirm the presence of the gene using PCR.

4073
3054

2036
1636

1018

e U N A

506,517

Figura 8. PCR de colonias de A. tumefaciens. M: Marcador molecular (1 kb DNA ladder). A). EHA 105 transformadas con
el gen CsNDR-1. Carril 1: control positivo. Carril; 8 colonia positiva con el gen CsNDR-1. Carril 12: control ne-
gativo. B). AGL 1 transformada con el gen CsNDR-1. Carril 1: control positivo de CsNDR-1. Carril 2-5: colonias
positivas con el gen CsNDR-1. Carril 6: control negativo.

Figure 8. PCR of A. tumefaciens colonies. M: Molecular marker (1 kb DNA ladder). A). EHA 105 transformed with the Cs/V-
DR-1 gene. Lane 1: positive control. Lane 8: positive colony with the CsNDR-1 gene. Lane 12: negative control. B).

AGL 1 transformed with the CsNDR-1 gene. Lane 1: CsNDR-1 positive control. Lanes 2-5: positive colonies with
the CsNDR-1 gene. Lane 6: negative control.
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en transformacion genética en citricos, mostrando
excelentes porcentajes de transformacion, debido a
la virulencia que posee (Hao et al., 2016; Dutt et
al., 2015). La cepa AgL.1 ha mostrado de igual for-
ma alto grado de transformacion de citricos (Shi et
al., 2016; Kayim y Koc 2005).

CONCLUSIONES

Se lograron aislar los genes AZI-1, PR-1 y
CsNDR-1 mediante PCR con los iniciadores dise-
fiados a partir del genoma de Arabidopsis thaliana
y de Citrus sinensis con sitios de restriccion espe-
cificos para su clonacion. Las secuencias aisladas
y clonadas de los genes AZI-1, PR-1 'y CsNDR-1
mostraron el 99 % de similitud con respecto a los
registros de las secuencias de A4. thaliana y C. si-
nensis registrada en la base de datos de Genbank
de NCBI.

Se incorporaron los tres genes entre el promo-
tor FMV y el terminador 35S CaMV del vector de
clonacion pUC118-FMV-poly 2-1. La clonacion de
los genes en los vectores pPCAMBIA2301 y pCAM-
BIA2201 permiti6 incorporar a las construcciones
un gen de seleccion de transformacion (35S-nptll-
35S) y un gen reportero (35S-GUS-NOS). Los tres
genes (AZI-1, PR-1 'y CsNDR-1) se clonaron inde-
pendiente en pCAMBIA2301 sin embargo sélo el
gen AZI-1 logré clonarse en pPCAMBIA2201.

El gen CsNDR-1 fue incorporado a las cepas
A. tumefaciens EHA 105 y AgL1. Los genes AZI-
1y PR-1 no se lograron integrar a estas cepas de
Agrobacterium. La identificacion, aislamiento y
clonacion de los genes CsNDR-1, AZI-1 y PR-1
involucrados en los mecanismos de defensa de las
plantas ante el ataque de un patdégeno podrian ser
sobreexpresados mediante ingenieria genética en
citricos y ser usados para inducir resistencia a va-
rios patogenos incluyendo la bacteria Candidatus
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selection gene (35S-nptll-35S) and one reporter
gene (35S-GUS-NOS) into the constructions. The
three genes were then independently cloned into
pCAMBIA2301 while gen AZI-1 was cloned only
into pPCAMBIA2201.

The CsNDR-1 gene was incorporated into the
A. tumefaciens EHA 105 and AgL1 strains. Genes
AZI-1 and PR-1 could not be integrated into any
of the Agrobacterium strains. Identifying, isolating
and cloning the CsNDR-1, AZI-1 and PR-1 genes
involved in the plants defense mechanisms against
a pathogen’s attack may be over-expressed through
genetic engineering in citrus and used to induce
resistance to several pathogens, including the
Candidatus liberibacter bacterium, the causal agent
of HLB and Citrus tristeza virus.

End of the English version ~—~—~—~——~

liberibacter causante de la enfermedad HLB y al
Citrus tristeza virus.
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Resumen. En el Orquideario de Miguel Angel
Soto Arenas, de la Facultad de Ciencias UNAM,
se han detectado plantas con sintomas consistentes
en clorosis, variegado, necrosis y mosaico. Varias
de estas plantas son especies endémicas de México
y a la fecha no existe informacion sobre su manejo
fitosanitario. Por lo tanto, el objetivo del presente
estudio fue conocer a los virus asociados a estos
sintomas mediante pruebas de ELISA, RT-PCR,
plantas diferenciales y analisis filogenéticos. Se de-
tecto al Odontoglossum ringspot virus (ORSV) y al
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Abstract. In the Miguel Angel Soto Arenas
Orchid, of the UNAM Faculty of Sciences, plants
with symptoms consisting of chlorosis, variegated,
necrosis and mosaic have been detected. Several
of these plants are endemic species of Mexico,
and there is no information on their phytosanitary
management. Therefore, the objective of the
present study was to know the causal agent or
agents of these symptoms through ELISA tests,
RT-PCR, differential plants and phylogenetic
analyzes. Odontoglossum ringspot virus (ORSV)
and Cymbidium mosaic virus (CymMV) were
detected in 89% of the sampled plants with
symptoms. Differential plants (Nicotiana tabacum
var. xhanti, N. glutinosa, Chenopodium quinoa, C.
amaranthicolor and Datura stramonium) shown
local lessions after six days of the mechanical
inoculation in both viruses; And only using CymMYV,
N. benthamiana was systemically infected. The
phylogenetic analyses showed that these viruses
were grouped with isolates from Asian countries
suggesting that the infection probably originated
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Cymbidium mosaic virus (CymMV) en el 89% de
las plantas con sintomas muestreadas. Las plantas
diferenciales Nicotiana tabacum var. xhanti N. glu-
tinosa, Chenopodium quinoa, C. amaranthicolor
y Datura stramonium inoculadas mecanicamente
con tejido foliar positivo a ambos virus mostraron
lesiones locales seis dias después de la inoculacion
y s6lo CymMYV infect6 sistémicamente a N. ben-
thamiana. El analisis filogenético mostr6 que estos
virus se agruparon con aislamientos de paises asia-
ticos lo que sugiere que la infeccion se origind pro-
bablemente por el intercambio de material vegetal
entre productores. Este es el primer reporte del
CymMYV y ORSYV infectando a Barkeria, Lycas-
te, Rossioglossum, Masdevallia, Leochilus, Stan-
hopea, Maxillaria, Epidendrum sec. Oerstedella,
Dendrobium, Sobralia 'y Cuitlauzina en México.

Palabras clave: Barkeria, Lycaste, Dendrobium,
tobamovirus, potexvirus.

Las orquideas conforman una de las familias
mas diversas que existen, con un nimero estima-
do entre 25 y 30 mil especies silvestres y varios
miles de hibridos tanto naturales como artificiales
(Dressler, 1981; Beutelspacher, 2012). En México
se conocen alrededor de 1260 especies de la familia
Orchidaceae (Hagsater et al., 2005) y se estima que
alrededor del 40% son endémicas. Las enfermeda-
des producidas por virus ocupan el segundo lugar
de los problemas fitosanitaros (Arauz, 1998) y ya
que las orquideas son plantas herbaceas longevas
las hace mas propensas a infecciones virales. Dado
que las orquideas pueden alcanzar altos precios y
en ocasiones ser ejemplares muy raros, hace que
aun plantas infectadas por virus no sean elimina-
das y con ello se incremente el riesgo de contagio
a las demds. Actualmente se han registrado por lo
menos 30 especies de virus que infectan orquideas,
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from the exchange of plant material between
producers. This is the first report of CymMYV and
ORSYV infecting Barkeria, Lycaste, Rossioglossum,
Masdevallia, Leochilus, Stanhopea, Maxillaria,
Oerstedella,

Sobralia and Cuitlauzina in Mexico.

Epidendrum  sec. Dendrobium,

Key words: Barkeria, Lycaste, Dendrobium,
tobamovirus, potexvirus.

Orchids are one of the most diverse families,
with an estimated 25 to 30 thousand species, and
several thousands of hybrids, both natural and
artificial (Dressler, 1981; Beutelspacher, 2012).
In Mexico there are around 1260 known species
of the family Orchidaceae (Hagsater ef al., 2005)
and around 40% are endemic. Diseases caused
by viruses are in the second place in terms of
phytosanitary problems (Arauz, 1998), and since
orchids are long-lived herbaceous plants, this
makes them more vulnerable to viral infections.
Since orchids can be costly, and occasionally rare
specimens, which leads to, even plants infected
by viruses not being discarded, increasing the risk
of infection to the others. Currently, at least 30
viruses species have been known and recorded to
infect orchids, some of which can be transmitted
by vectors such as the Tomato spotted wilt virus
(TSWV) (Lawson, 2002), but the most common
ones, transmitted mechanically and via propagative
material, are the Cymbidium ringspot virus
(Tombusvirus), Odontoglossum ringspot virus
(ORSV) and Cymbidium mosaic virus (CymMV)
(Freitas-Astaa, 2003). CymMYV and ORSV are the
most economically important, since they reduce
growth and flowering (Lawson, 2002) and in
greenhouses in Mexico, they have been reported
as infecting some genera (Lopez-Hernandez et al.,
2014). Nowadays, in the Miguel Angel Soto Arenas
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algunos de estos se pueden transmitir por vectores
como el Tomato spotted wilt virus (TSWV) (Law-
son, 2002), pero los mas comunes, transmitidos me-
canicamente y por material propagativo, son Cym-
bidium ringspot virus (Tombusvirus), Odontoglos-
sum ringspot virus (ORSV) y Cymbidium mosaic
virus (CymMYV) (Freitas-Astaa, 2003). El CymMV
y ORSV son los de mayor importancia econéomica
ya que reducen el crecimiento y floracion (Law-
son, 2002) y en México se han reportado en inver-
naderos comerciales infectando algunos géneros
(Lopez-Hernandez et al., 2014). Actualmente, en el
Orquideario de Miguel Angel Soto Arenas (Orqui-
deario MAS), de la Facultad de Ciencias UNAM,
se han observado plantas de diversos géneros de
orquideas con sintomas caracteristicos de infeccio-
nes virales. Muchas de estas plantas tienen valor
historico, horticola, cientifico o bioldgico, y por lo
tanto no pueden ser sacrificadas, pero tienen que
ser diagnosticadas para su manejo adecuado. Por
lo que el objetivo de este trabajo fue determinar
el o los virus asociados a estos sintomas mediante
pruebas de ELISA, RT-PCR y plantas diferencia-
les, describirlos en los géneros de orquideas que no
han sido reportados como hospedantes en México
y, mediante un analisis filogenético, determinar si
la infeccion procede de géneros nativos.

Del 22 al 24 de abril de 2018, en el Orquideario
MAS se realiz6 una colecta dirigida de tejido vege-
tal (hojas, raices y flores) de plantas con sintomas
de variegado, clorosis y manchas necroticas folia-
res; dichas plantas se marcaron y fotografiaron.
En total se recolectaron 47 muestras de distintas
plantas. Las muestras se etiquetaron y transporta-
ron en una hielera al laboratorio de virus del Co-
legio de Postgraduados para procesadas. De estas
se seleccionaron 12 provenientes de las plantas con
sintomas mas evidentes y se procedio a realizar la
extraccion de RNA total con CTAB (Sambrook y
Rusell, 2001) a partir de 100 mg de tejido vegetal.
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(MAS) orchidarium, in the School of Science of
the UNAM, plants of diverse orchid genera have
been observed to present characteristic symptoms
of viral infections. Many of these plants have
historic, horticultural, scientific of biological value,
and therefore cannot be sacrificed, but they must
rather be diagnosed for their adequate handling.
Therefore, the aim of this study was to determine
the virus or viruses related to these symptoms via
ELISA, RT-PCR and differential plants test, to
describe them in the genera of orchids that have
not been reported as hosts in Mexico, and using a
phylogenetic analysis, determine if the infection
comes from native genera.

Between April 22 and 24 of 2018, in the MAS
orchidarium, samples were taken of tissues (leaves,
roots and flowers) from plants with symptoms of
variegation, chlorosis and foliar necrotic spots;
these plants were marked and photographed. A total
of 47 samples were taken from different plants. The
samples were labeled and transported in a cooler
to the virus lab of the Colegio de Postgraduados
for processing. Out of these, we chose 12, which
came from plants with more evident symptoms,
and the extraction of total RNA was carried out,
using CTAB (Sambrook and Rusell, 2001) starting
at 100 mg of plant tissue. The integrity of the
extractions was verified by electrophoresis and the
concentration was quantified using the Nanodrop®.
The retrotranscriptions were carried out using
general primers to detect some of the most common
phytopathogenic genera of viruses. For Potexvirus
we used primers Potex1RC, Potex5 and Potex2RC
described by Van der Vlugt and Berendesen (2002);
for Tospovirus, primers BR60 and BR65 described
by Eiras et al. (2001); for Potyvirus, primers
NIb2F and NIb3R described by Zheng et al.
(2010); and for Tomabovirus, primers TobRTupl
and TobRTdo2 described by Dovas et al. (2004).
The general conditions for amplification were
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La integridad de las extracciones se corrobord me-
diante electroforesis y la concentracion se cuanti-
fico en el Nanodrop®. Se realizaron las retrotrans-
cripciones con cebadores generales para detectar
algunos de los géneros de virus fitopatdogenos mas
comunes. Para Potexvirus se utilizaron los cebado-
res Potex1RC, Potex5 y Potex2RC descritos por
Van der VlIugt y Berendesen (2002), para Tospovi-
rus los cebadores BR60 y BR65 descritos por Eiras
et al. (2001), para Potyvirus los cebadores NIb2F
y NIb3R descritos por Zheng et al. (2010) y para
Tomabovirus se utilizaron los cebadores TobRTup1
y TobRTdo2 descritos por Dovas et al. (2004). Se
siguieron las condiciones generales de amplifica-
cion y la concentracion de reactivos recomendado
por cada descriptor de los cebadores generales. Los
productos esperados de PCR se purificaron con el
kit comercial Wizard® y se secuenciaron en Macro-
gen. Las secuencias se editaron con el programa
BioEdit” y se compararon con las reportadas en el
GenBank. Las secuencias consenso se registraron
en el GenBank y con estas se realizo el analisis fi-
logenético con el método de méaxima verosimilitud
(ML) basado en el modelo de Kimura-2 parame-
tros, con distribucion Gamma discreta con 5 cate-
gorias, utilizando el sofware libre MEGA7. Para
la comparacion, se eligieron diferentes secuencias
del CymMV y ORSV procedentes de Costa Rica,
Taiwan, Japon, Francia, Corea y Nueva Zelanda,
disponibles en la base de datos del NCBI.

La ELISA se hizo con anticuerpos policlona-
les especificos, positivos y negativos de ORSV y
CymMV (Agdia®) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se maceraron 300 mg de tejido vegetal
en 3 mL de buffer de extraccion. Cada una de las
47 muestras se analiz6 por duplicado para asegurar
la confiabilidad del diagnostico. Se obtuvo la den-
sidad optica a 405 nm (OD405) de las muestras en
un lector de placas de ELISA. Para el analisis me-
diante plantas indicadoras, tejido vegetal positivo a
CymMYV y ORSV se macer6 por separado en tampon
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followed, along with the concentration of reactants
recommended for each descriptor of the general
primers. The products expected from the PCR were
purified using the Wizard® commercial kit, and
were sequenced in Macrogen. The sequences were
edited using the program BioEdit® and compared
with those reported in the GenBank. The consensus
sequences were recorded in the GenBank and used
to carry out the phylogenetic analyses using the
maximum likelihood method (ML), based on the
Kimura-2 parameter model, with a discreet Gamma
distribution with 5 categories, using the free
software MEGA?7. For the comparison, we chose
different sequences of the CymMV and ORSV
from Costa Rica, Taiwan, Japan, France, Korea and
New Zealand, available in the NCBI database.

The ELISA was performed using specific
positive and negative ORSV and CymMV
polyclonal (Agdia®)
instructions from the manufacturer. We macerated
300 mg of plant tissue in 3 mL of extraction
buffer. Each one of the 47 samples was analyzed
in duplicates in order to ensure the reliability of
the diagnosis. The optical density for the samples
was obtained at 405 nm (OD405) in an ELISA
slide reader. For the analysis with indicator plants,
plant tissue positive to CymMV and ORSV was
macerated individually in phosphate buffered
saline, in order to mechanically inoculate Nicotiana

antibodies following

tabacum var. xhanti, N. glutinosa, N. clevelandii,
N. benthamiana, N. occidentalis, N. virginiana, N.
rustica, Chenopodium quinoa., C. amaranthicolor
and Datura stramonium plants. A total of three
plants were inoculated for each species per virus,
and as a control, a plant from each species was
rubbed with water.

During the tour in the MAS orchidarium, plants
were found with slight mosaic, with purple spots,
or with generalized chlorosis, along with necrotic
spots (Figure 1). Only in a few species of the genus
Barkeria was found also variegated flowers.
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de fosfatos para inocular mecanicamente plantas
de Nicotiana tabacum var. xhanti, N. glutinosa, N.
clevelandii, N. benthamiana, N. occidentalis, N.
virginiana, N. rustica, Chenopodium quinoa., C.
amaranthicolor y Datura stramonium. Se inocula-
ron en total tres plantas de cada especie por virus
y, como testigo, se tuvo una planta de cada especie
frotada con agua.

Durante el recorrido en el Orquideario MAS se
encontraron plantas con un ligero mosaico, con co-
loracién moteada purpura, o con clorosis generali-
zada, acompanada de manchas necroéticas (Figura
1). Solo en pocas especies del género Barkeria se
observo ademas variegado en flores.

Estos sintomas corresponden a los reportados
por virus en orquideas (mosaico, anillos cloroti-
cos, deformacion, variegado y manchas necroticas)
(Albouy y Devergne, 2000; Lopez-Hernandez et
al. 2014), pero la expresion de estos es muy varia-
ble y su severidad dependera del aislamiento del
virus, el hospedante y las condiciones ambientales
(Agrios, 2005). Generalmente una alta temperatu-
ra y luminosidad prevaleciente en los invernaderos
favorecen la multiplicacion de los virus y la mezcla
de infeccion por CymMV y ORSV incrementara la
severidad (Yamane et al., 2008). En plantas posi-
tivas a ORSV no se observaron anillos cloréticos,
pero se sabe que la aparicion de éstos depende del
tiempo que tengan las plantas con la infeccion y de
las condiciones ambientales (Yamane et al., 2008).

De las retrotranscripciones se obtuvieron am-
plicones del fragmento esperado con los cebado-
res para Potexvirus (584 pb) y Tobamovirus (568
pb). Los analisis para Tospovirus y Potyvirus fue-
ron negativos y solo se amplificaron las muestras
control (RNA de planta infectada con TSWV y
RNA de planta infectada con Papaya ringspot vi-
rus) (imagenes no mostradas). La secuenciacion
demostr6é que el amplicon de 568 pb tuvo una si-
militud del 99% con Odontoglossum ringspot virus
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These symptoms match those reported for
viruses in orchids (mosaic, chlorotic rings,
deformities, variegated and necrotic spots) (Albouy
and Devergne, 2000; Loépez-Hernandez et al.
2014), although their expression is highly variable
and their severity will depend on the isolation of
the virus, the host and the environmental conditions
(Agrios, 2005). High temperatures and luminosity,
prevalent in the greenhouses, generally favor the
multiplication of the viruses and the mixture of
infection by CymMV and ORSV will increase the
severity (Yamane et al., 2008). In plants positive
for ORSV, no chlorotic rings were observed,
although it is known that their appearance depends
on how long the plants have been infected for, as
well as on the environmental conditions (Yamane
et al., 2008).

From the retrotranscriptions, amplicons were
obtained from the expected fragment with the
primers for Potexvirus (584 pb) and Tobamovirus
(568 pb). The analyses for Tospovirus and Potyvirus
were negative, and only the control samples were
amplified (RNA of plants infected with TSWV and
RNA of plants infected with the Papaya ringspot
virus) (images not shown). The sequencing showed
that the 568 pb amplicon had a similarity of 99%
with Odontoglossum ringspot virus (KF85954.1),
and it was found in eight of the 12 samples
analyzed (Figure 2, left). The sequencing of the
584 pb fragment had a similarity of 98% with the
Cymbidium mosaic virus (AJ270986.1) and it was
found in only two samples (Figure 2, right).

The consensus sequence, isolation M48 (access
number MK908224), from CymMYV was grouped
with a CymMYV isolation from the Netherlands
(AJ270986.1); it was separated from isolations from
Costa Rica, France and Hawaii, and it was related
with the isolations from Japan and Korea (Figure
3, right). Two consensus sequences of isolations
M10 and M4 (access numbers MK902741 and
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Figura 1.

Figure 1.

Sintomas observados durante el muestreo. Variegado en flores y coloracién pirpura en Barkeria scandens (A) y
Barkeria whartoniana (B). Mosaico y lesiones necroticas en Cattleya lobata (C). Clorosis en Dendrobium hibrido
tipo nobile (D). Lesiones necroticas coalescentes en Sobralia macrantha (E). Coloracién purpura en Leochilus cro-
codiliceps (F), Clorosis en Masdevalia floribunda (G). Bandeado clorético y manchas necréticas en Rossioglossum
Random Chester (H), Manchas necroticas en Epidendrum jamiesonis (I), Manchas necroticas en Oesrtedella sec.
Epidendrum macdougallii (J). Mosaico en Guarianthe Xguatemalensis (K). Bandeado clorético y manchas necroti-
cas Lycaste virginalis (L).

Symptoms observed during the sampling. Variegated flowers and a purple color in Barkeria scandens (A) and
Barkeria whartoniana (B). Mosaic and necrotic lesions in Cattleya lobata (C). Chlorosis in Dendrobium nobile-type
hybrid (D). Necrotic lesions coalescent in Sobralia macrantha (E). Purple coloring in Leochilus crocodiliceps (F),
Chlorosis in Masdevalia floribunda (G). Chlorotic Stripes and necrotic stains in Rossioglossum Random Chester
(H), Necrotic spots in Epidendrum jamiesonis (I), Necrotic spots in Oesrtedella sec. Epidendrum macdougallii (J).
Mosaic in Guarianthe xguatemalensis (K). Chlorotic stripes and necrotic spots Lycaste virginalis (L).

(KF85954.1), y se detectd en ocho de las 12 mues-
tras analizadas (Figura 2, izquierda). La secuencia-
cion del fragmento de 584 pb tuvo una similitud del
98% con Cymbidium mosaic virus (AJ270986.1) y
se detectd en solo dos muestras (Figura 2, derecha).

La secuencia consenso, aislado M48 (nimero de
acceso: MK908224), de CymMYV se agrup6 con un
aislamiento de CymMYV de Holanda (AJ270986.1),
se separd de los aislados de Costa Rica, Francia
y Hawaii, y se relacion6 con los aislamientos de
Japon y Corea (Figura 3 derecha). Dos secuencias
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MK902742) from ORSV were grouped with ORSV
isolations from Korea and Taiwan (Figure 3, left).
To date there are no cases of natural infections from
viruses in wild orchids, and therefore the origin
of these viruses is uncertain (Kull et al., 2009).
The group of isolations of CymMV and ORSV
of this study with those reported in Korea, Japan
and Taiwan, and far from those found in Costa
Rica, suggests that the infection Could be due to
the exchange between common plant material in
orchid tourism (Pickering and Ballantyne, 2013),
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de productos de RT-PCR para detectar en plantas al Odontoglossum rings-
pot virus (izquierda) y al Cymbidium mosaic virus (derecha). 1 Barkeria whartoniana, 2 Lycaste hibrido, 3 B. skin-
neri, 4 B. scandens, 5 Bardendrum tanzanita, 6 Laelia anceps, 7 Laelia lobata, 8 Lycaste virginalis, 9 Masdevallia
barlaeana, 10 Laelia anceps Mendehell, 11 Sobralia macrantha, 12 Encyclia spp. 1Kb: marcador molecular de 1
kilobase; (-): agua libre de nucleasas. (+): planta infectada con Zobacco mosaic virus.

Figure 2. Electrophoresis in 1% agarose gel of products of RT-PCR to detect the Odontoglossum ringspot virus (left) y al
Cymbidium mosaic virus (right) in plants. 1 Barkeria whartoniana, 2 Lycaste hibrido, 3 B. skinneri, 4 B. scandens,
5 Bardendrum tanzanita, 6 Laelia anceps, 7 Laelia lobata, 8 Lycaste virginalis, 9 Masdevallia barlaeana, 10 Laelia
anceps Mendehell, 11 Sobralia macrantha, 12 Encyclia spp. 1Kb: molecular marker of 1 kilobase; (-): water, free
of nucleases. (+): plant infected with the Tobacco mosaic virus.

consenso de los aislamientos M10 y M4 (nimeros
de acceso: MK902741 y MK902742) de ORSV se
agruparon con aislamientos de ORSV procedentes
de Corea y Taiwan (Figura 3 izquierda). Hasta la
fecha no se conocen casos de infecciones natura-
les de virus en orquideas silvestres, por lo que el
origen de estos virus es incierto (Kull ez al., 2009).
El agrupamiento de los aislamientos de CymMV
y ORSV del presente estudio con aquellos repor-
tados en Corea, Japon y Taiwan y alejados de los
encontrados en Costa Rica, sugiere que la infeccion
pudo deberse al intercambio entre material vegetal
comun en el turismo de orquideas (Pickering y Ba-
llantyne, 2013) y no a la existencia de estos virus
en los ecosistemas mexicanos.

Mediante el analisis por DAS-ELISA, se detec-
t6 en 29 plantas al ORSV, en cuatro s6lo a CymMYV,
en nueve se encontraron ambos virus y en cinco
no se detectaron estos virus (Cuadro 1). En México
el ORSV no se habia detectado hasta el momen-
to en especies de los géneros Barkeria, Lycaste,
Rossioglossum, Masdevallia, Leochilus, Stanho-
pea, Maxillaria y Oerstedella (Epidendrum); y el
CymMYV en los géneros Dendrobium, Sobralia y

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2019

and not to the existence of these viruses in Mexican
ecosystems.

With an analysis using DAS-ELISA, ORSV
was found in 29 plants, CymMYV in only four,
both viruses were found in nine, and no virus was
found in five (Table 1). In Mexico, ORSV had
not been found until now in species of the genera
Barkeria, Lycaste, Rossioglossum, Masdevallia,
Leochilus, Stanhopea, Maxillaria and Oerstedella
(Epidendrum); and CymMYV in genera Dendrobium,
Sobralia and Cuitlauzina. A greater incidence of
ORSV was found than for CymMV in sampled
plants, and despite all samples coming from plants
with symptoms, some were negative, possibly due
to the viral concentration of the sample taken was
not high enough for any of the viruses to be found
by ELISA. In general, CymMV is more stable
than ORSV, and it is more prevalent (Khentry et
al., 2006); however, similar investigations with
Phalaenopsis also found a higher proportion of
ORSYV than of CymMYV (Yamane et al., 2008). This
can be explained by the origin of the plants, since
it is known that the CymMYV is not transmitted by
seeds, unlike the ORSV (Pradhan et al., 2016); but,
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Figura 3. Representaciones de las relaciones filogenéticas entre las secuencias de los fragmentos obtenidos con los iniciado-
res PotexS/Potex2cr para Cymbidium mosaic virus (derecha), y Tob Rtup1/TobRTdo2 para Odontoglossum rings-
pot virus (izquierda), usando el método molecular ML (Maximum Likelihood), basado en el modelo Kimura

2-parametros y un bootstrap de 1000.

Figure 3. Representations of the phylogenetic relationships between the sequences of the fragments obtained with primers
Potex5/Potex2cr para Cymbidium mosaic virus (rigt), and Tob Rtup1/TobRTdo2 for Odontoglossum ringspot virus
(left), using the ML (Maximum Likelihood) molecular method, base on Kimura 2-parameters model and a 1000

boostrap.

Cuitlauzina. Se encontrd una mayor incidencia del
ORSV que del CymMYV en las plantas muestrea-
das, y a pesar de que todas las muestras provenian
de plantas con sintomas, algunas fueron negativas;
esto pudo deberse a que la concentracion viral de la
muestra tomada no fue lo suficientemente alta para
que alguno de los virus se detectara por ELISA. En
general se dice que el CymMYV es mas estable que
ORSV y es el de mayor prevalencia (Khentry et al.,
2006), pero en investigaciones similares con Pha-
laenopsis también detectaron en mayor proporcion
al ORSV que al CymMV (Yamane et al., 2008).
Esto puede explicarse por la procedencia de las
plantas ya que se sabe que el CymMYV no se trans-
mite por semilla a diferencia del ORSV (Pradhan et
al., 2016); pero se desconoce si las plantas mues-
treadas en la presente investigacion fueron genera-
das o no a partir de semilla.
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whether the plants sampled in this investigation
were generated from seeds or not, is unknown.

Local necrotic lesions were observed
in Nicotiana tabacum var. xhanti and local
chlorotic lesions in N. glutinosa, C. quinoa, C.
amaranthicolor and Datura stramonium six days
after inoculation (dai) with both viruses (Figure
4A-C). In Datura stramonium and N. occidentalis
leaves inoculated with positive plant material
only for CymMYV, chlorotic rings were observed,
whereas in N. benthamiana, it caused consistent
systemic infection in leaf deformation and necrosis
of nervations (Figure 4D-F). No symptoms were
observed in control plants.

The most widely used indicator plants to
diagnose CymMV are N. benthamiana, Cucumis
sativus, D. stramonium, Gomphrena globosa and

C. amarticolor (Brunt et al., 1996), and based
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Cuadro 1. Deteccion de Cymbidium mosaic virus (CymMYV) y Odontoglossum ringspot virus (ORSV) mediante ELISA, en
orquideas cultivadas en México.
Table 1. Detection of Cymbidium mosaic virus (CymMYV) and Odontoglossum ringspot virus (ORSV) by ELISA, in orchids
cultivated in Mexico.

Especie? CymMV ORSV

Encyclia adenocaula, Laelia dawsonii, Laelia albida (2), Laelia gouldiana 'y Trichopilia tortilis. - -

Cattleya xBeatriz, Cuitlauzina pendula, Cymbidium hibrido (1), Dendrobium hibrido tipo nobile,
Guarianthe xguatemalensis, Laelia autumnalis, Masdevallia hibrida, Sobralia macrantha (1) y
Sobralia macrantha (2). + +

Epidendrum jamiesonis, Epidendrum radicans, Laelia furfuracea var. alba'y Lycaste virginalis (2).

Bardendrum tanzanita, Barkeria scandens, Barkeria skinneri, Barkeria whartoniana, Cattleya lobata
var concolor, Cymbidium hibrido (2), Encyclia cordigera (1), Encyclia cordigera (2), Encyclia fucata,
Encyclia garciae-esquivelii, Epidendrum macdougallii, Epidendrum magnificum Schltr., Laelia
albida (1), Laelia anceps var. Mendelhall, Leochilus crocodiliceps, Lycaste hibrido, Lycaste virginalis
(1), Masdevallia barlaeana, Masdevallia floribunda., Maxillaria molitor, Odontocidium hibrido no
identificado, Oncidium oliganthum, Oncidium reichenheimii, Oncidium tigrinum % Odontocidium,
Rhynchostele bictoniensis x Oncidium alexandrae, Rossioglossum (1), Rossioglossum (2), Stanhopea
tigrina y Vanilla planifolia.

*Las especies con resultados similares fueron agrupadas / Species with similar results were grouped.

+ Muestras positivas; - muestras negativas. Se consideraron como positivas si los valores de DO eran iguales o mayores a tres veces
el promedio de los valores del control negativo / Positive samples; - negative samples. Samples were considered positive if the
values for DO were equal to, or greater than, three times the average of the values of the negative control.

Lugar y Fecha de recolecta: Orquideario de Miguel Angel Soto Arenas, de la Facultad de Ciencias UNAM. Del 22-24 de abril de
2018 / Place and date of collection: Orchuidarium Miguel Angel Soto Arenas, of the UNAM School of Science. April 22-24, 2018.

En las plantas indicadoras se observaron lesio-
nes locales necroéticas en Nicotiana tabacum var.
xhanti y lesiones locales clordticas en N. glutino-
sa, C. quinoa, C. amaranthicolor y Datura stra-
monium seis dias después de la inoculacion (ddi)
con ambos virus (Figura 4A-C). En hojas de Da-
tura stramonium 'y N. occidentalis inoculadas con
material vegetal positivo solo para CymMYV se ob-
servaron anillos cloréticos mientras que en N. ben-
thamiana ocasiond infeccion sistémica consistente
en deformacion de hojas y necrosis de nervaduras
(Figura 4D-F). En las plantas testigo no se obser-
varon sintomas.

Las plantas indicadoras mas usadas para diag-
nosticar al CymMYV son N. benthamiana, Cucu-
mis sativus, D. stramonium, Gomphrena globosa
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on the results of this study, it is also possible to
use N. glutinosa and N. occidentalis. 1t has been
corroboratedthat C. quinoa and C. amaranticolorare
better hosts for ORSV and Datura stramonium for
CymMY, although there is no selectivity (Canovas
et al., 2016). However, this investigation found
differences in the symptoms caused by CymMV
and ORSV in D. stramonium, since the first caused
smaller chlorotic lesions. The isolation of CymMV
caused a systemic infection in N. benthamiana and
it is known that there are isolations of this viruses
capable of systemically infecting this plant, or not
(Hsiang-Chia et al., 2009).

This investigation reports, for the first time
in Mexico, the presence of ORSV and CymMV
in diverse genera of orchids with Mesoamerican
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Figura 4. Plantas inoculadas con ORSYV a los 6 dias después de la inoculacion (ddi): lesiones locales necréticas en N. taba-
cum var. xhanti (A); lesiones locales cloréticas en C. quinoa (B) y C. amaranthicolor (C). Plantas inoculadas con
CymMYV a los 17 ddi: anilloes cloréticos en D. stramonium (D) y N. occidentalis (E), infeccion sistémica en N. ben-

thamiana (F).

Figure 4. Plants inoculated with ORSV 6 days after inoculation (dai): local necrotic lesions in V. tabacum var. xhanti (A);
local chlorotic lesions in C. quinoa (B) and C. amaranthicolor (C). Plants inoculated with CymMYV 17 dai: chlorotic
rings in D. stramonium (D) and N. occidentalis (E), systemic infection in N. benthamiana (F).

y C. amarticolor (Brunt et al., 1996) y, con base
en los resultados del presente estudio, es posible
utilizar también a N. glutinosa y N. occidentalis.
Se ha corroborado que C. quinoa'y C. amarantico-
lor son mejores hospedantes para ORSV y Datura
stramonium para CymMYV, aunque no hay selecti-
vidad (Canovas et al., 2016); sin embargo, en esta
investigacion se observo diferencia en los sintomas
ocasionados por CymMV y ORSV en D. stramo-
nium, ya que el primero provocd lesiones cloroticas
anilladas mientras que el segundo ocasiono lesio-
nes cloroticas de menor tamafio. El aislamiento de
CymMV ocasion6 infeccion sistémica en N. ben-
thamianay se sabe que existen aislamientos de este
virus que son capaces de infectar o no sistémica-
mente a esta planta (Hsiang-Chia ef al., 2009).

En este trabajo se reporta por primera vez en
Meéxico la presencia de ORSV y CymMYV en diver-
sos géneros de orquideas con especies mesoameri-
canas. Algunas especies estan amenazadas segun la
NOM-ECOL-059-2010, como Barkeria scandens,
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species. Some species are under threat, according
to the NOM-ECOL-059-2010, such as Barkeria
scandens, B. skinneri, B. whartoniana, C. pendula,
E. adenocaula, L. dawsonii, L. gouldiana, L.
virginalis (= L. skinneri), S. tigrina and V. planifolia;
and others are rare species, or under a high rate of
illegal picking, and may soon be included in list
of species in extinction, such as B. spectabilis,
E. magnificum, L. autumnalis, L. furfuracea, O.
reicheinheimii, O. Oliganthum, among others
(Damon, 2017).

Thanks to S. in M. Patricia Olguin and
undergraduate student Cekouat Leon for their
assistance in the maintenance of the orchid
collection. To the DGAPA UNAM for the funding
(PAPIIT IN227319).

End of the English version ~~—~——~—~
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B. skinneri, B. whartoniana, C. pendula, E. adeno-
caula, L. dawsonii, L. gouldiana, L. virginalis (=
L. skinneri), S. tigrina y V. planifolia; y otras son
especies raras o que estan sujetas a una alta tasa
de recolecta ilegal, y pronto pueden figurar en las
listas de especies en riesgo de extincion, como B.
spectabilis, E. magnificum, L. autumnalis, L. fur-
furacea, O. reicheinheimii, O. Oliganthum, entre
otras (Damon, 2017).

Se agradece a la M. en C. Patricia Olguin y al
estudiante de licenciatura Cekouat Ledn por su
asistencia en el mantenimiento de la coleccion de
orquideas. A la DGAPA UNAM por el financia-
miento (PAPIIT IN227319).
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Resumen. Nacobbus aberrans sensu lato es uno
de los nematodos mas importantes en el cultivo
de jitomate. Para su manejo, es de importancia el
estudio de estrategias sostenibles como la resisten-
cia genética, comunmente encontrada en parien-
tes silvestres de los cultivos. Al respecto, surgio
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Abstract. Nacobbus aberrans sensu lato is one
of the most important plant parasitic nematodes
(PPN) in tomato crop. For the management of this
PPN, it is important to study sustainable strategies
such as genetic resistance, commonly found in crop
wild relatives. In this regard, there was interest
in knowing the response of local populations
(Michoacan, Mexico) of wild tomato (Solanum
lycopersicum var. cerasiforme) to the inoculation
with second stage juveniles. Three experiments (E1,
E2, and E3) were mounted. Five wild genotypes
and one cultivated genotype (cv. Rio Grande) were
evaluated. At 7 and 21 days after the inoculation
(dai), the number of nematodes within the root was
evaluated, and at the 45 and 60 dai root galling was
recorded. In the E1 and E2 experiments, at 7 and
21 dai, the J2 and J3-J4 stages were found. In all
three experiments, there was root galling, and at
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el interés por conocer la respuesta de poblaciones
locales (Michoacan, México) de jitomate silvestre
(Solanum lycopersicum var. cerasiforme) a la ino-
culacion con juveniles de segundo estadio de M.
aberrans s.l. Se montaron tres experimentos (E1,
E2, y E3). Se evaluaron cinco genotipos silvestres
y uno cultivado (cv. Rio grande). A los 7 y 21 dias
posteriores a la inoculacion (dpi) se evaluo el nu-
mero de nematodos dentro de la raiz, y a los 45 y
60 dpi el agallamiento de raices. En E1 y E2,a 7y
21 dpi se encontraron los estadios J, y J.-J,. En los
tres experimentos ocurrié agallamiento, y a 60 dpi
la produccion de huevos fue evidente. N. aberrans
s.1. invadi6 las raices, y completd su desarrollo y
reproduccion. Estos resultados revelan la aptitud
de las cinco poblaciones mexicanas de jitomate sil-
vestre como hospedantes del nematodo, y sugieren
la necesidad de explorar otras solandceas silvestres
como posibles fuentes de resistencia al nematodo.

Palabras clave: fitoparasito, falso agallador, tin-
guaraque, susceptibilidad.

El jitomate (Solanum lycopersicum L.) es una
de las hortalizas de mayor relevancia econdmica y
agroalimenticia (Blancard, 2012). México es el no-
veno productor a nivel mundial (FAOSTAT, 2017),
sin embargo, la producciéon es comprometida por
enfermedades inducidas por hongos, bacterias, vi-
rus y nematodos (Blancard, 2012). Los nematodos
mas problematicos en el cultivo son los agallado-
res Meloidogyne spp. y Nacobbus aberrans sensu
lato (Cristobal-Alejo et al., 2006; Blancard, 2012).
En México, N. aberrans s.l. afecta principalmente
a cultivos de chile (Capsicum annuum L.), jitoma-
te (S. lycopersicum L.) y frijol (Phaseolus vulga-
ris L.) (Manzanilla-Lopez et al., 2002; Reid et al.,
2003). El nematodo induce el agallamiento de rai-
ces, dificultando la absorcion de agua y nutrimentos,
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60 dai egg production was evident. N. aberrans s.1.
invaded the roots and completed its development
and reproduction. These results reveal the suitability
of the five Mexican populations of wild tomatoes
as hosts of the nematode and suggest the need to
explore other wild solanaceae as possible sources
of resistance to the nematode.

Key words: phytoparasite, false root-knot
nematode, tinguaraque, susceptibility.

Tomato (Solanum Ilycopersicum L.) is one of
the most economically and agri-food important
vegetables (Blancard, 2012). Mexico ranks ninth in
tomato production worldwide (FAOSTAT, 2017),
but its production is compromised by diseases
caused by fungi, bacteria, viruses and nematodes
(Blancard, 2012). The most problematic nematodes
that affect tomato crops are root-knot nematodes
Meloidogyne spp. and Nacobbus aberrans sensu
lato (Cristobal-Alejo et al., 2006; Blancard, 2012).
In Mexico, N. aberrans s.l. affects mainly chili
pepper crops (Capsicum annuum L.), tomato (S.
lycopersicum) and bean (Phaseolus vulgaris L.)
(Manzanilla-Lopez et al., 2002; Reid et al., 2003).
The nematode causes root galling, which hinders
the absorption of water and nutrients and leads to
a reduced root system, chlorosis, stunting and wilt,
and, like other nematodes, its management involves
the use of synthetic nematicides (Manzanilla-Lopez
et al., 2002; Hallmann and Meressa, 2018).

Therefore, the study of ecological alternatives
for management of plant parasitic nematodes is of
interest in order to contribute to reducing the use
of chemical nematicides, and thus their negative
effects on human health and the environment.
These alternatives include the use of biological
control agents, organic amendments and genetic
resistance, among others (Manzanilla-Lopez et
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lo que deriva en la reducciéon del sistema radical,
clorosis, enanismo y marchitez; y al igual que otros
nematodos, su manejo comprende el uso de nema-
ticidas sintéticos (Manzanilla-Lopez et al., 2002;
Hallmann y Meressa, 2018).

El estudio de alternativas ecologicas para el ma-
nejo de nematodos fitoparasitos es de interés para
contribuir a la reduccidon del uso de nematicidas
quimicos y por ende de los efectos negativos que
tienen en la salud humana y el entorno ambiental.
Estas alternativas comprenden el uso de biocontro-
ladores, enmiendas organicas, resistencia genética,
entre otros (Manzanilla-Lopez et al., 2002; Hall-
mann y Meressa, 2018). El aprovechamiento del
fondo genético de parientes silvestres (PS) de cul-
tivos en los sistemas agricolas esta bien documen-
tado (Sanchez-Pefa et al., 2006; Hajjar y Hodgkin,
2007). Los PS involucran a los progenitores de los
cultivos y a especies mas o menos relacionadas, los
cuales por sus altos niveles de diversidad genéti-
ca son promisorios como fuentes de resistencia a
plagas y enfermedades (Hajjar y Hodgkin, 2007).
Son varios los PS de jitomate que se han reporta-
do como resistentes a fitopatdgenos (Grandillo et
al., 2011); por ejemplo, la resistencia a M. incog-
nita, M. javanica y M. arenaria es principalmente
conferida por los genes Mi, caracteristica que fue
transferida a jitomate desde su pariente silvestre
S. peruvianum (L. peruvianum) (Yaghoobi et al.,
1995). Se ha demostrado que los genes Mi no son
efectivos contra N. aberrans s.1., y en estudios ex-
ploratorios no se han encontrado fuentes confiables
de resistencia contra este nematodo en jitomate
(Veremis et al., 1997, Cabrera et al., 2017). En
México, el jitomate silvestre (S. /ycopersicum var.
cerasiforme) crece bajo condiciones inhospitas y
comunmente es considerado como arvense en los
cultivos. En Michoacan son localmente conocidos
como “tinguaraques”, y algunas poblaciones son
tolerantes al estrés hidrico y a ciertas plagas y
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al., 2002; Hallmann and Meressa, 2018). The use
of the genetic background of crop wild relatives
(WR) in agricultural systems is well documented
(Sanchez-Pefia et al., 2006; Hajjar and Hodgkin,
2007). WRs include the progenitors and species
that are more or less related; because of their high
levels of genetic diversity, these species could be
used as sources of resistance to pests and diseases
(Hajjar and Hodgkin, 2007). Several tomato
WRs have been reported to be resistant to plant
pathogens (Grandillo ef al., 2011); for example,
the resistance to M. incognita, M. javanica and M.
arenaria is conferred mainly by the Mi genes, a
characteristic that was transferred to tomato from
its wild relative S. peruvianum (L. peruvianum)
(Yaghoobi et al., 1995). It has been demonstrated
that Mi genes are not effective against N. aberrans
s.l, and no reliable sources of resistance against
this nematode in tomato have been found (Veremis
et al., 1997; Cabrera et al., 2017). In Mexico, wild
tomato (S. lycopersicum var. cerasiforme) grows
under inhospitable conditions and is commonly
considered a crop-weed. In Michoacan, wild
tomatoes are locally known as “tinguaraques”, and
some populations are tolerant to water stress and
certain pests and diseases (Sanchez-Pefa et al.,
2006; Alvarez-Hernandez et al., 2009). So far, no
studies have been conducted on the development of
N. aberrans s.l. in these genotypes in Michoacén.
Therefore, the aim of this study was to know the
response of five local populations of wild tomato
and one cultivated variety to inoculation with
second-stage juveniles (J,) of the nematode.

The seeds of wild tomato (WT) were obtained
from tomatoes collected in the municipalities
of Jiquilpan (19° 59° 5 N, 102° 42’ 2 W) and
Villamar: Los negritos (20° 03’ 28” N, 102° 36’
29 W), El platanal (20° 03* 43 N, 102° 35’ 55
W) and Emiliano Zapata (19° 58 47 N, 102°37°
12 W) (located in the Ciénega de Chapala
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enfermedades (Sanchez-Pefa et al., 2006; Alvarez-
Hernandez et al., 2009). A la fecha, no existen estu-
dios sobre el desarrollo de N. aberrans s.1. en estos
genotipos michoacanos. Por tanto, el objetivo del
presente trabajo fue conocer la respuesta de cinco
poblaciones locales de JS y una variedad cultivada
a la inoculacién con juveniles de segundo estadio
de este nematodo.

Las semillas de jitomate silvestre (JS) provi-
nieron de frutos recolectados en los municipios
de Jiquilpan (19° 59° 5 N, 102° 42’ 2” W), y Vi-
llamar: Los negritos (20° 03’ 28" N, 102° 36’ 29”
W), El platanal (20° 03”43 N, 102° 35 55 W),
y Emiliano Zapata (19° 58* 47 N, 102° 37 12”
W) (ubicados en la Ciénega de Chapala “region
Michoacan”™), los frutos fueron de tamafo pequefio
segiin la clasificacion descrita por Alvarez-Hernan-
dez et al. (2009). Las poblaciones se denominaron
como TGM-J, TGM-N, TGM-P, TGM-B y TGM-Z.
Las semillas se desinfectaron superficialmente con
NaClO al 1% y se germinaron a 25+1 °C. Como re-
ferencia de susceptibilidad a N. aberrans s.l. se in-
cluyo al cv. Rio grande (cvRG) como control. Las
plantulas se trasplantaron en macetas conteniendo
arena esterilizada y se mantuvieron en una camara
de crecimiento a 27+1 °C con un fotoperiodo de 14
h luz. El riego se realizo cada 24 h, y la fertilizacion
quincenalmente con Nitrofoska™ 12-12-12 (3.1 g
por litro de agua). Para la inoculacion de las plantas
con N. aberrans s.1., el indculo se obtuvo de raices
agalladas de jitomate (cultivo monoxénico) (pobla-
cion del Colegio de Postgraduados Campus Mon-
tecillo, Estado de México, México) (Villar-Luna et
al., 2017). La extraccion de huevos se realizo segiin
Hussey y Barker (1973), y la obtencion de J, fue
con la técnica de Baermann usando placas de Petri
e incubando los huevos en agua esteril a 25+1 °C.
La inoculacién con J, se realizo cuando las plantas
cumplieron 25 dias de edad. Para contabilizar los
nematodos en el interior de las raices, éstas se
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“Michoacan region”); the tomatoes were small in
size according to the classification described by
Alvarez-Hernandez et al. (2009). The populations
were named TGM-J, TGM-N, TGM-P, TGM-B and
TGM-Z. The surface of the seeds was disinfected
with 1% NaClO and the seeds germinated at
25+1 °C. As a reference of the susceptibility to
N. aberrans s.l., cultivar Rio Grande (cvRG)
was included as the control. The seedlings were
transplanted to pots containing sterilized sand
and kept in a growth chamber at 27+1 °C and a
photoperiod of 14 h light. Irrigation was applied
every 24 h, and fertilization using Nitrofoska™ 12-
12-12 (3.1 g per liter of water) every two weeks.
For the inoculation of the plants with N. aberrans
s.1., the inoculum was obtained from galled tomato
roots (monoxenic culture) (population from
Colegio de Postgraduados Campus Montecillo,
State of Mexico, Mexico) (Villar-Luna et al.,
2017). Egg extraction was performed according to
Hussey and Barker (1973), and J, was obtained by
applying Baermann’s technique, that is, using Petri
dishes and incubating the eggs in sterile water at
25+1 °C. The inoculation with J, was carried out
when the plants turned 25 days old. To count the
nematodes within the roots, the roots were stained
using the sodium hypochlorite-acid fuchsin method
(Byrd et al., 1983), the number of nematodes
per root (NNR) was recorded, and the juvenile
and adult stages were observed under an optical
microscope (10x) (Zeiss Primo Star, Germany).
The galling rate was evaluated using a 0-5 scale: 0:
roots without galls; 1: 1-20% galling; 2: 21-40%;
3:41-60%; 4: 61-80%; and 5: 81-100% (Oka et al.,
2009). To determine the number of eggs, they were
extracted from each root, according to Hussey and
Barker (1973), and counted under a stereoscopic
microscope (Zeiss, Germany).

Three independent experiments were established
using a completely random design. In experiments
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tifieron por el método hipoclorito de sodio-fucsina
acida (Byrd et al., 1983), se registro el numero de
nematodos por raiz (NNR) y los estadios juveniles
y adultos bajo un microscopio 6ptico (10x) (Zeiss
Primo Star, Germany). El indice de agallamiento se
evalud segin una escala de 0-5: 0: raices sin aga-
llas; 1: 1-20 % de agallamiento; 2: 21-40%; 3: 41-
60%; 4: 61-80%; y 5: 81-100% (Oka et al., 2009).
Para determinar el nimero de huevos, de cada raiz
se realizo la extraccion segun Hussey y Barker
(1973), y se contabilizaron bajo un microscopio es-
tereoscopio (Zeiss, Germany).

Se establecieron tres experimentos indepen-
dientes y el disefio experimental fue completamen-
te al azar. En los experimentos 1 y 2 se evaluaron
los tratamientos: 1) JS (TGM-J), y 2) cvRG, ambos
inoculados con N. aberrans s. I.. El primer experi-
mento (E1) comprendi6 trece plantas de cada geno-
tipo, las cuales fueron crecidas en macetas con 75
cm’ de arena e inoculadas (1000 J /planta). A los 21
dias posteriores a la inoculacién (dpi) se evaluo el
NNR (n=5 plantas), y a 45 dpi se registro el indice
de agallamiento de raices (n=8 plantas). El segundo
experimento (E2) también comprendi6 trece plan-
tas de cada genotipo, cada una de ellas se inoculo
con 300 J,, y las evaluaciones se realizaron a 7 y
21 dpi (NNR) (n=4 plantas), y a 60 dpi (nimero de
agallas y huevos) (n=5 plantas). En E2, las plantas
fueron crecidas en macetas con 25 ¢cm? de arena y a
21 dpi fueron trasplantadas por segunda vez en ma-
cetas con 75 cm? (para permitir un mejor desarrollo
de raices). En el experimento 3 (E3), los tratamien-
tos consistieron de cinco genotipos: TGM-J, TGM-
N, TGM-P, TGM-B, TGM-Z, y cvRG; las plantas
se crecieron en macetas de 25 cm?, el nivel de ino-
culo fue de 500 J, por planta, y a 60 dpi se evaluo
el nimero de agallas por gramo de raiz (n=5 plan-
tas). Los datos del numero de nematodos, agallas
y huevos fueron transformados a log , (x + 1), se
sometieron a un analisis de varianza (ANOVA), y
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1 and 2, the following treatments were evaluated:
1) WT (TGM-J) and 2) cvRG, both inoculated
with N. aberrans s. [. The first experiment (E1)
included thirteen plants of each genotype, which
were grown in pots containing 75 cm® of sand
and inoculated (1000 J/plant). Twenty-one days
post inoculation (dpi), the NNR (n=5 plants) was
evaluated, and at 45 dpi, the rate of root galling
(n=8 plants) was recorded. The second experiment
(E2) also included thirteen plants of each genotype,
which were inoculated with 300 J,, and evaluated
at 7 and 21 dpi (NNR) (n=4 plants), and at 60 dpi
(number of galls and eggs) (n=5 plants). In E2, the
plants were grown in pots containing 25 cm’® of
sand, transplanted at 21 dpi for a second time to
pots containing 75 cm?® of sand (to allow better root
development). In experiment 3 (E3), the treatments
included five genotypes: TGM-J, TGM-N, TGM-P,
TGM-B, TGM-Z and cvR@G; the plants were grown
in 25 cm’ pots, the level of the inoculum was 500
J, per plant, and galls per gram of root (n=5 plants)
were evaluated at 60 dpi. Data of the number of
nematodes, galls and eggs were converted to log,  (x
+ 1), subjected to an analysis of variance (ANOVA)
and the means were compared by applying Tukey’s
method (p< 0.05) using the SAS program version
9.0 (SAS Institute Inc., 2002).

Juveniles observed in roots of all the genotypes
corresponded to stages J,, J, and J, at the different
evaluation times (Figure 1). Even though there
were numerical differences in E1 at 21 dpi, they
were not statistically significant, and at this
time, stages J, and J, were evident. In E2, J,
predominated at 7 dpi, and few J, were observed;
at 14 dpi, the juveniles corresponded to J, and J;
and at 21 dpi, J, predominated. In E1, at 21 dpi, the
average percentage of nematodes within the roots
was 5.6% in WT (TGM-J) and 6.7% in cvRG. In
E2, at 7 dpi, the TGM-J was 20%, while in cvJRG,
it was 24.3%; and at 21 dpi, it was 4.7% and 13.2%,
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de comparacion de medias con el método de Tukey
(»<0.05) utilizando el programa SAS version 9.0
(SAS Institute Inc., 2002).

En raices de todos los genotipos de jitomate,
los juveniles observados correspondieron a los es-
tadios J,, J, y J, en los distintos tiempos de eva-
luacién (Figura 1). En el E1, a 21 dpi, aun cuando
numéricamente hubo diferencias, éstas no fueron
estadisticamente significativas, a este tiempo fue-
ron evidentes los estadios J, y J,. En el E2, a 7 dpi
predominaron J,, también se observaron escasos J.;
a 14 dpi, los juveniles correspondieron a J, y J,; y
a 21 dpi, J, fueron los predominantes. En el El, a
21 dpi el porcentaje promedio de nematodos en el
interior de las raices fue de 5.6% en el JS (TGM-J)
y de 6.7% en el cvRG. En el E2, a 7 dpi en TGM-J
fue de 20% mientras que en cvJRG fue de 24.3%;
y a 21 dpi fue de 4.7% y 13.2%, respectivamente

respectively (Table 1). In the third experiment (E3),
all the wild tomato populations showed typical N.
aberrans s. . galls in their roots (rosary-type galls).
It must be noted that in some wild populations, the
nematode caused greater galling than in cvRG,
but they were not statistically different (Table 2).
In E2, the second transplanting promoted better
root development, but the number of galls did not
increase at 60 dpi.

All the stages of N. aberrans s.l. were
evident both in WT TGM-J and cvRG, and their
characteristics were in agreement with the results
described by Manzanilla-Lopez et al. (2002), that
is, the J, had long and thin bodies, J, and J, were
longer and wider (arranged in the shape of a “C”
or rolled up), and the adult female had a spindle-
to-globose shape (Figure 1D). As for the NNR,
the reduced number at 7 dpi (E2) compared to the

Figura 1. Estadios de Nacobbus aberrans sensu lato observados en raices de Solanum lycopersicum var. cerasiforme 'y S.
lycopersicum cv. Rio grande. A: juveniles del segundo estadio (J,); B: juveniles del tercer estadio (J,); C: juveniles
del cuarto estadio (J,); y D: hembra adulta. Fotos representativas de raices tefiidas por el método hipoclorito de

sodio-fucsina-acida.

Figure 1. Stages of Nacobbus aberrans sensu lato observed in roots of Solanum lycopersicum var. cerasiforme and S. lycop-
ersicum cv. Rio grande. A: juveniles of the second stage (J,); B: juveniles of the third stage (J,); C: juveniles of the
fourth stage (J,); and D: adult female. Representative photos of roots stained using the sodium hypochlorite-acid

fuchsin method.
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(Cuadro 1). En el tercer experimento (E3), todas las
poblaciones de jitomate silvestre mostraron agallas
caracteristicas de N. aberrans s. l. en sus raices
(agallamiento tipo rosario). Cabe destacar que, en
algunas poblaciones silvestres, el nematodo indu-
jo un mayor agallamiento con respecto al cvRG,
no obstante, no fueron estadisticamente diferentes
(Cuadro 2). En E2, el segundo trasplante promovio
un mejor desarrollo de raices, no obstante, el nime-
ro de agallas no se incremento6 a 60 dpi. (Figura 2).

Tanto en el JS TGM-J como en el cvRG fueron
evidentes todos los estadios de N. aberrans s.l., y
sus caracteristicas fueron consistentes con lo des-
crito por Manzanilla-Lopez et al. (2002); asi, los
J, fueron de cuerpo alargado y delgado, los J, y J,
fueron mas largos y anchos (dispuestos en forma de
“C” o enrollados, y la hembra adulta fue en forma
de huso tendiendo a globosa (Fig. 1D). En cuanto al
NNR, el reducido nimero a 7 dpi (E2) con respecto

initial inoculum (300 J,) may be associated with the
juveniles’ migratory habit , and it is possible that
a certain proportion of individuals were outside of
the root when measurements were taken, and that
not all of them succeeded in invading the root.
Before reaching the adult stage, N. aberrans s.1.
nematodes are usually migratory (they enter and
leave the root frequently), and this is a common
behavior of J, J,, J, and the immature female, while
the adult female has a sessile habit similar to that of
Meloidogyne spp. (Manzanilla-Lopez et al., 2002).
Similarly, Godinez-Vidal et al. (2013) reported
that during the compatible Capsicum annuum-N.
aberrans interaction, at 7 dpi only 12.3% of the
inoculated J, were observed inside the roots. The
same as in Meloidogyne spp., a certain proportion
of individuals that enter the root are different, some
are female and others are male; males are vermiform
and leave the root, while females become wider

Cuadro 1. Estadios juveniles, agallas y huevos en raices de tinguaraque (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) inoculadas

con Nacobbus aberrans sensu lato.

Table 1. Juvenile stages, galls and eggs in tinguaraque roots (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) inoculated with

Nacobbus aberrans sensu lato.

Genotino Ex Nematodos? Agallamiento Huevos
P P 7 21 45 60" 60"
56.40+4.93 .
TGM-J 1 nd (1.75£0.04%) 1.75+0.16 nd nd
66.80+6.30 .
RG nd (1.82£0.04%) 2.25+0.31 nd nd
TGM-] 60.00£12.68 14.00+5.12 nd 2.46+0.37 219.21£21.75
5 (1.75+0.10%) (1.09+0.16%) (0.53+0.05%) (2.33+0.04%)
RG 73.00+7.12 39.75+11.74 nd 0.68+0.12 137.52+28.77
(1.86+0.04%) (1.56+0.11%) (0.22+0.03%) (2.10+£0.10%)

TGM-J: jitomate silvestre; RG: cv. Rio grande. 7, 21, 45 y 60: dias post-inoculacion con Nacobbus aberrans sensu lato. 'NGmero
de nematodos (diferentes estadios) por raiz. YNtumero de agallas y huevos por g de raiz. ZIndice de agallamiento evaluado segn una
escala de 0-5, donde 0: raices sin agallas; 1: 1-20% de agallamiento; 2: 21-40%; 3: 41-60%; 4: 61-80%; y 5: 81-100% (Oka et al.,
2009). nd: no determinado. Los valores representan la media + error estaindar. Medias con la misma letra no son significativamente
diferentes (Tukey, p<0.05). El ANOVA se realizo utilizando datos transformados [log,, (x + 1)] y se muestran entre paréntesis /
TGM-J: wild tomato; RG: cv. Rio grande. 7, 21, 45 and 60: days post inoculation with Nacobbus aberrans sensu lato. "Number of
nematodes (different stages) per root. YNumber of galls and eggs per g of root. “Gall index according to a 0-5 scale, where 0: roots
without galls; 1: 1-20% galling; 2: 21-40%; 3: 41-60%; 4: 61-80%; and 5: 81-100% (Oka et al., 2009). nd: not determined. The
values represent the means + standard error. Means with the same letter are not statistically different (Tukey, p<0.05). The ANOVA
was conducted using converted data [log , (x + 1)] and are shown in parentheses.
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Cuadro 2. Agallamiento inducido por Nacobbus aberrans
sensu lato en raices de Solanum lycopersicum
var. cerasiforme (tinguaraque).

Table 2. Galls caused by Nacobbus aberrans sensu lato in

roots of Solanum lycopersicum var. cerasiforme

(tinguaraque).

Tratamiento Agallas/g de raiz
TGM-J 98.38+7.64 (1.99+0.03%)
TGM-N 65.18+12.53 (1.79+0.08%)
TGM-P 90.42+18.76 (1.92+0.10%)
TGM-B 57.22+5.79 (1.76+0.04%)
TGM-Z 59.77+4.27 (1.78+0.03%)

RG 58.32+2.02 (1.77+0.01%)

Los valores representan la media + error estandar. Medias
con la misma letra no son significativamente diferentes
(Tukey, p<0.05). RG: cv. Rio grande. El ANOVA se realizo
utilizando datos transformados [log,, (x + 1)] y se muestran
entre paréntesis / The values represent the media + standard
error. Means with the same letter are not significantly different
(Tukey, p<0.05). RG: cv. Rio Grande. The ANOVA was
conducted using converted data [log (x + 1)] and they are
shown in parentheses.

al inoculo inicial (300 J,), se asocia con el habito
migratorio de los juveniles, es posible que cierta

and adopt a sessile stage (Manzanilla-Lopez et
al., 2002). This explains what happened in E2,
where the NNR at 21 dpi was lower than at 7 dpi.
Regarding root galling and egg production, all the
WT populations in E2 and E3 were susceptible,
because the nematode completed its life cycle,
the same as in cvRG. The opposite occurs in
resistant plants, since the nematode’s life cycle is
usually interrupted at any of its juvenile stages.
This blockage is conditioned by a hypersensitive
response, a mechanism characterized by local
necrosis at the infection site, which confines and
eliminates the pathogen (Williamson and Kumar,
2006). The resistance to root-knot nematodes is
characterized by the inability of the individuals
to establish a specialized feeding site, females
do not complete their development, and there
is minimum formation of galls and eggs, which
sometimes cannot even be observed (Williamson
and Kumar, 2006). The data on galling and eggs in
this study are similar to those reported by Veremis

Figura 2. Raices agalladas por Nacobbus aberrans sensu lato (poblacion Montecillo) a 45 (A-B) y 60 (C-D) dias post-inocula-
cion. Ay C) Solanum lycopersicum var. cerasiforme; By D) S. lycopersicum cv. Rio grande.

Figure 2. Galls caused by Nacobbus aberrans sensu lato in roots (Montecillo population) at 45 (A-B) and 60 (C-D) days post
inoculation. A and C) Solanum lycopersicum var. cerasiforme; B and D) S. lycopersicum cv. Rio grande.
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proporcidn de individuos estuvieran fuera de la raiz
al momento de realizar el registro, aunado al hecho
de que no todos tienen éxito en invadir la raiz. N.
aberrans s.1., previo a su etapa adulta, es general-
mente migratorio (ingreso y egreso frecuente de la
raiz), este comportamiento es comin de los J,, J,,
J, v la hembra inmadura; mientras que la hembra
adulta exhibe un habito sésil parecido a Meloido-
gyne spp. (Manzanilla-Lopez et al., 2002). Similar-
mente, Godinez-Vidal ef al. (2013) reportaron que
en la interaccion compatible Capsicum annuum-N.
aberrans, a7 dpi solo el 12.3% de los J, inoculados
fueron observados dentro de las raices. Al igual que
en Meloidogyne spp., cierta proporcion de indivi-
duos que ingresan a la raiz se diferencian en hem-
bras y otros en machos, los machos son vermifor-
mes y abandonan la raiz, mientras que las hembras
se ensanchan y adoptan el estado sésil (Manzanilla-
Lopez et al., 2002). Lo anterior explica lo ocurrido
en el E2, donde a 21 dpi hubo un decremento en
el NNR con respecto a los 7 dpi. Con relacion al
agallamiento de raices y produccion de huevos, en
los E2 y E3, todas las poblaciones de JS fueron sus-
ceptibles, debido a que el nematodo completd su
ciclo de vida al igual que en el cvRG. En plantas re-
sistentes ocurre lo opuesto, usualmente el ciclo de
vida es interrumpido en cualquiera de los estadios
juveniles del nematodo, este bloqueo es condicio-
nado por una respuesta hipersensitiva, mecanismo
que se caracteriza por una necrosis local en el sitio
de infeccion, la cual confina y elimina al patégeno
(Williamson y Kumar, 2006). La resistencia a ne-
matodos agalladores se caracteriza por el fracaso
de los individuos para formar un sitio especializa-
do de alimentacidn, las hembras no completan su
desarrollo, y la formacion de agallas y huevos es
minima e incluso no observables (Williamson y
Kumar, 2006). Los datos de agallamiento y hue-
vos en este trabajo son similares a los reportados
por Veremis et al. (1997), quienes confrontaron un
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et al. (1997), who confronted an L. esculentum
var. cerasiforme genotype against an Argentinian
N. aberrans s.l. population; although the number
of eggs and galls was lower than that on cv.
Rutgers (susceptible), the genotype was considered
susceptible. Different N. aberrans s. [. populations
can induce a different response in their hosts and
vice versa. For example, Toledo et al. (1993)
revealed the great parasitic ability of N. aberrans
s.l. in 10 hosts: tomato, chili, purslane (Portulaca
oleracea), sugar beet (Beta vulgaris), chard (Beta
vulgaris var. cicla), potato (Solanum. tuberosum),
cucumber (Cucumis sativus), radish (Raphanus
sativus), squash (Cucurbita pepo) and bean; six
of them were susceptible to four population of the
nematode. This also suggested that N. aberrans s.1.
races are present in Mexico.

The susceptibility
phytoparasitic nematodes is not unusual. For
example, Veremis et al. (1997) found that several

of wild plants to

wild accessions of L. chmielewskii, L. peruvianum,
L. peruvianum var. glandulosum, L. hirsutum and
L. pimpinellifolium were susceptible to N. aberrans
s.l. A study conducted by Ruiz de Galarreta et al.
(1998), who evaluated 90 wild species of Solanum
(98 accessions) against Globodera pallida, also
revealed that only 12 accessions were resistant.
However, several of the susceptible ones showed
resistance to the Phytophthora infestans oomycete
and to four phytopathogenic viruses. Under another
scenario, the wild relative of L. pimpinellifolium
(=S. pimpinellifolium) was susceptible to M.
Jjavanica; this genotype had a galling rate similar to
that of susceptible tomato lines but was catalogued
as tolerant because its fruit production was not
altered (Udo et al., 2008). The results reveal that
local collections of S. lycopersicum var. cerasiforme
are able to host the N. aberrans population used in
this study. N. aberrans s.l. invaded the roots and
completed its development and reproduction cycle.
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genotipo de L. esculentum var. cerasiforme contra
una poblacion argentina de N. aberrans s.l.; aun
cuando el namero de huevos y de agallas fue infe-
rior al del cv. Rutgers (susceptible), el genotipo fue
considerado susceptible. Diferentes poblaciones de
N. aberrans s. I. pueden inducir una respuesta dis-
tinta en sus hospedantes y viceversa. Por ejemplo,
Toledo et al. (1993) revelaron la gran capacidad pa-
rasitica de N. aberrans s.l. sobre diez hospedantes
jitomate, chile, verdolaga (Portulaca oleracea L.),
remolacha (Beta vulgaris L.), acelga (Beta vulgaris
var. cicla), papa (Solanum. tuberosum L.), pepino
(Cucumis sativus L.), rabano (Raphanus sativus
L.), calabacita (Cucurbita pepo L.), y frijol, seis de
ellos fueron susceptibles a cuatro poblaciones del
nematodo, lo anterior también sugirid la presencia
de razas de N. aberrans s.l. en México.

La susceptibilidad de plantas silvestres a ne-
matodos fitoparasitos no es inusual, por ejemplo,
Veremis et al. (1997) encontraron que varias ac-
cesiones silvestres de L. chmielewskii, L. peruvia-
num, L. peruvianum var. glandulosum, L. hirsutum,
y L. pimpinellifolium resultaron susceptibles a N.
aberrans s.l. También, un trabajo desarrollado por
Ruiz de Galarreta et al. (1998) quienes evaluaron
90 especies silvestres de Solanum (98 accesiones)
contra Globodera pallida, reveld que solo doce ac-
cesiones resultaron resistentes; sin embargo, varias
de aquellas que resultaron susceptibles, mostraron
resistencia al oomiceto Phytophthora infestans y
a cuatro virus fitopatéogenos. En otro escenario, el
pariente silvestre L. pimpinellifolium (=S. pimpine-
llifolium) fue susceptible a M. javanica, este geno-
tipo presentd un indice de agallamiento similar al
de lineas susceptibles de jitomate, no obstante, fue
catalogado como tolerante debido a que su produc-
cion de frutos no fue alterada (Udo et al., 2008).
Los resultados revelan la capacidad de las colectas
locales de S. lycopersicum var. cerasiforme de ser
hospedantes de la poblacion de N. aberrans utilizada
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The above suggests the need to explore other wild
native solanaceous plants as possible sources of
resistance, because this information is currently
scarce. We do notrecommend including tinguaraque
in N. aberrans s.. management programs (in the
region where samples were taken), for example,
those that are used as rootstocks in soils infested
with the nematode. In addition to its phytosanitary
use, tinguaraque is a resource valued by the rural
population in western Mexico, because it has food
(in sauces) and medicinal uses for humans and
animals. Therefore, it is essential to promote its
conservation. However, when it grows as a weed
in crop fields, it is at risk because herbicides are
used and grasses are burned (Rodriguez-Guzman
et al., 2009).

End of the English version ~~—~—~—~

en este trabajo. N. aberrans s.l. invadid las raices,
y completd su desarrollo y reproduccion. Lo an-
terior sugiere la necesidad de explorar otras sola-
naceas silvestres nativas como posibles fuentes de
resistencia, informacion que a la fecha es escasa.
No se recomienda la inclusion del tinguaraque en
programas de manejo de N. aberrans s.l. (en la re-
gion donde se realizaron las colectas), por ejemplo,
aquellos que involucren su uso como portainjertos
en suelos infestados con este nematodo. Aunado al
aprovechamiento fitosanitario del tinguaraque, este
material constituye un recurso valorado por la po-
blacion rural en el occidente de México, tiene usos
alimenticios -como la elaboracion de salsas- y me-
dicinales para humanos y animales; por tanto, es
crucial promover su conservacion, sin embargo, al
crecer como arvense en los cultivos, enfrenta ries-
gos por el uso de herbicidas y quemas de pastizales
(Rodriguez-Guzman et al., 2009).
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Resumen. En Montecillo Texcoco, Estado de
Meéxico se observaron plantas de margarita (Di-
morphotheca sinuata) exhibiendo sintomas de fi-
lodia, virescencia y proliferacion de ramas axilares
putativos a los inducidos por fitoplasmas. Por lo
que el objetivo de esta investigacion fue detectar el
fitoplasma asociado a estos sintomas mediante PCR
con los iniciadores P1/P7 y R16F2n/R2. Se detectod
la presencia de fitoplasmas en tejido foliar sinto-
matico. El producto de PCR de 1200 pb obtenido de
la PCR se secuencié y sometié a digestion con las
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Abstract. In Montecillo Texcoco, State of Mexico
we observed daisy plants (Dimorphotheca sinuata)
showing symptoms of phyllody, virescence and
proliferation of axillary branches, all those induced
by phytoplasmas. Therefore, the objective of this
investigation was to detect the phytoplasma
associated with these symptoms by PCR with
primers P1/P7 and R16F2n/R2 (nested PCR). The
1200 bp PCR product was obtained from the PCR
and it was digested with the restriction enzymes
Msel (Tru91), Alul, Kpnl and Halll and restriction
maps showed that the phytoplasma present in
Dimorphoteca sinuata is Candidatus phytoplasma
asteris (16Sr1-B). The sequences were deposited on
the NCBI data base and had a similarity of 99% with
Candidatus phytoplasma asteris group 16Sr1-B
from Iran (MH638316.1). A phylogenetic analysis
was performed with the Neighbour-Joining method
in which the phytoplasm from daisy was grouped
with Candidatus phytoplasma asteris. According
to the symptoms observed in the field, analysis of
restriction patterns, sequencing and phylogeny, the
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enzimas de restriccion Msel (Tru91), Alul, Kpnl 'y
Halll, los patrones de restriccion evidenciaron que
el fitoplasma presente en Dimorphotheca sinuata
es Candidatus phytoplasma asteris (16Srl). Las se-
cuencias obtenidas fueron depositadas en la base de
datos del NCBI y tuvieron una similitud del 99%
con Candidatus phytoplasm asteris grupo 16Sr1-B
de Iran (MH638316.1). Se realiz6 un analisis filo-
genético con el método de Neighbour-Joining, en
el cual el aislamiento detectado en margarita, se
agrup6 con Candidatus phytoplasma asteris. De
acuerdo con los sintomas observados en campo,
analisis de patrones de restriccion, secuenciacion
y filogenia, indican que la filodia en margarita esta
asociada a Candidatus phytoplasma asteris, rela-
cionado filogenéticamente al grupo 16Sr1-B.

Palabras clave: Reversion floral, RFLP, secuen-
ciacion, fitoplasmas

Los fitoplasmas son bacterias no cultivables
carentes de pared celular pertenecientes a la clase
Mollicutes (Weisburg et al., 1989), son responsa-
bles de cientos de enfermedades en plantas cultiva-
das y arvenses en todo el mundo (Lee y Gundersen-
Rindal, 2000). Estos patogenos estan restringidos
al floema, se transmiten por injerto y mediante
insectos vectores (Weintraub y Beanland, 2006) y
semilla (Rojas-Matinez et al., 2009). Los fitoplas-
mas infectan sistémicamente a sus hospedantes al
moverse a través de los poros de las placas del floe-
ma distribuyéndose por todo su sistema vascular
(Lee y Gundersen-Rindal, 2000). A la fecha, estos
microorganismos no se cultivan en un medio libre
de células, lo cual sugiere que tienen un metabolis-
mo mas reducido que otros mollicutes como se ha
evidenciado en los genomas de fitoplasmas que a
la fecha se han secuenciado (Oshima et al., 2004).

Los fitoplasmas inducen una variedad de sin-
tomas entre los que se incluyen, amarillamientos,
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phyllody of daisy is associated with Candidatus
phytoplasma asteris, phylogenetically related to the
16Sr1-B group.

Key words: Floral reversion, RFLP, sequencing,
phytoplasms.

Phytoplasmas are non-cultivable bacteria with
no cell walls, belonging to the class Mollicutes
(Weisburg et al., 1989), and are responsible for
hundreds of diseases in cultivated plants and
weeds around the world (Lee and Gundersen-
Rindal, 2000). These pathogens are restricted
to the phloem, are transmitted by grafting and
by insects (Weintraub and Beanland, 2006), as
well as by seed (Rojas-Matinez et al., 2009).
Phytoplasmas systematically infect their hosts
by moving through the pores of the plates of the
phloem, distributing throughout their vascular
system (Lee and Gundersen-Rindal, 2000). So
far, these microorganisms are not cultivated in a
free cell medium, which suggests that they have a
more reduced metabolism than other mollicutes, as
observed in the genomes of phytoplasmas that have
been sequenced to date (Oshima et al., 2004).

Phytoplasmas induce a variety of symptoms,
including yellowing, delay in growth, sterility of
flowers, necrosis, witche’s broom, phyllody and
virescence, among others (Rojas et al., 2013). The
three latter symptoms suggest that phytoplasmas
interfere with the metabolism of plant hormones
(Weintraub and Bealand, 2006). The severity of
symptoms depends of the phytoplasma isolate,
the age of the plant and the moment in which the
infection occurs.

The interaction of phytoplasmas with their
vector insects is complex and implies its intra-
and extra-cellular replication in the intestine,
salivary glands, epithelial and muscular tissues
and other organs. The systemic infection of the
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retraso del crecimiento, esterilidad de las flores, ne-
crosis, escoba de bruja, filodia y virescencia entre
otros (Rojas et al., 2013). Estos tres ultimos sin-
tomas sugieren que los fitoplasmas interfieren con
el metabolismo de las hormonas vegetales (Wein-
traub y Bealand, 2006). La severidad de los sinto-
mas depende del aislamiento, la edad de la planta y
el momento en que ocurre la infeccion.

La interaccién de los fitoplasmas con sus insec-
tos vectores es compleja e implica su replicacion
intra y extracelular en el intestino, glandulas saliva-
les, tejidos epiteliales, musculares y otros 6rganos.
La infeccion sistémica de los fitoplasmas dentro del
insecto puede tomar diez dias o mas dependiendo
del grupo, la especie de insecto y la temperatura
(Sugio y Hogenhout, 2012). Considerando que hay
evidencia de que algunos fitoplasmas se transmiten
verticalmente en sus insectos vectores (Weintraub
y Bealand, 2006), los medios predominantes de su-
pervivencia mas efectiva es por esta via. Los insec-
tos que pueden ser vectores de estos patdgenos per-
tenecen principalmente a las familias Cicadellidae,
Fulgoridae y Psilidae en menor grado (Weintraub y
Bealand, 2006).

A la fecha se tienen totalmente secuenciados
cuatro genomas de fitoplasmas entre ellos el cau-
sante del amarillamiento del aster (Candidatus
Phytoplasma asteris) quien tiene una amplia gama
de hospedantes y son transmitidos por diferentes
insectos polifagos. Diversos factores contribuyen a
la reduccién del genoma de fitoplasmas, incluidos
tamafios poblacionales pequefos, asexualidad, un
sesgo mutacional que favorece las eliminaciones
frente a las inserciones, un entorno de crecimiento
metabdlicamente rico y, por ultimo, la ausencia de
flujo del genoma de otras fuentes debido tanto el
ambiente intracelular restringido como la incapaci-
dad de incorporar ADN extrafio por recombinacion
(Bai et al., 2006). A pesar de que los fitoplasmas
estan sujetos a la mayoria de estos factores, no
estan restringidos a un unico insecto y las pobla-
ciones pueden consistir en multiples variantes de
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phytoplasms inside the insect may take ten days or
more, depending on the group, the species of the
insect, and temperature (Sugio and Hogenhout,
2012). Considering that there is evidence that some
phytoplasmas are transmitted vertically in their
vector insects (Weintraub and Bealand, 2006), the
most effective means of survival is by this way. The
insects that can be vectors of these pathogens belong
mainly to the families of Cicadellidae, Fulgoridae
and Psilidae in smaller numbers. (Weintraub and
Bealand, 2006).

So far there are four phytoplasma genomes
completely sequenced, including the
agent of Aster yellows (Candidatus Phytoplasma
asteris), which has a wide range of hosts and is
transmitted by different polyphagous insects.

causal

Several factors contribute to the reduction of the
phytoplasma genome, including small population
sizes, asexuality, a mutational bias that favors
eliminations over insertions, an environment
metabolically rich of growth, and finally, the
absence of a flow of the genome from other
sources, due both to the restricted intracellular
environment as well as the inability to incorporate
foreign DNA by recombination (Bai ef al., 2006).
Although the phytoplasmas are subjected to most
of these factors, they are not restricted to a single
insect, and populations can consist of multiple
phytoplasma variants (Weintraub and Bealand
2006). In particular, the phytoplasmas that colonize
many plants and insects are more prone to find
other phytoplasmas and organisms that constitute
sources for the acquisition of genetic elements.

Due to the economic importance of these
pathogens and to the scarce knowledge on vector
insect species in Mexico, it is necessary to know
weeds and/or ornamental plants with the potential
of becoming reservoirs of these pathogens and
contribute to the knowledge on them. Therefore,
the aim of this investigation was to identify the
phytoplasma that induces phyllody in daisy plants
(Dimorphotheca sinuata).
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fitoplasma (Weintraub y Bealand 2006). En parti-
cular, los fitoplasmas que colonizan muchas plan-
tas e insectos son mas propensos a encontrar otros
fitoplasmas y organismos que constituyen fuentes
para la adquisicion de elementos genéticos.

Debido a la importancia econdmica de estos pa-
tégenos y al poco conocimiento que se tiene de las
especies de insectos vectores en México, es nece-
sario conocer las plantas arvenses y/u ornamentales
con potencial para ser reservorios de estos patoge-
nos y contribuir a su conocimiento. Por lo que la
presente investigacion tuvo como objetivo, identi-
ficar el fitoplasma asociado a la filodia en margarita
(Dimorphotheca sinuata).

Extraccion de ADN. Se realiz6 a partir de hojas en
cinco plantas con sintomas de filodia, (Figura 1), la
toma de muestras fue dirigida a plantas que presen-
taban este sintoma; asi como de dos plantas asinto-
maticas como testigo. El método que se utiliz6 para
la extraccion de ADN fue el reportado por Della-
porta et al. (1983) con algunas modificaciones.

Deteccion de fitoplasmas por PCR. Se realizo
PCR anidada con los iniciadores universales P1
(Deng y Hiruki, 1991) y P7 (Kirkpatrick et al.,
1994) para fitoplasmas que amplifican un frag-
mento de 1800 pb (primera amplificacion) en un
volumen final de 25 pL que contenia: 1 X de amor-
tiguador para PCR (10 X, 100 mM tris-HCI,
500 mM KCI, pH 8.3) (Invitrogen®), 0.2 mM de
cada dNTP, 1.5 mM de MgCl, (Invitrogen®), 10 pmol
de cada iniciador (Sigma-Aldrich®), 1 U de ADN
polimerasa (Invitrogen®) y 100 ng de ADN molde.
La amplificacion fue realizada en un termociclador
Techne®. TC-300 con el siguiente programa: des-
naturalizacién a 94 °C por 5 min, seguido por 35
ciclos de 94 °C por 1 min, 55 °C por 2 min, 72 °C
por 3 min con una extension final de 72 °C por
5 min. La segunda amplificacion (anidada) se
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DNA extraction. DNA was extracted from leaves
in five plants with symptoms of phyllody, (Figure
1); as well as from two asymptomatic plants as a
control. The method used for the extraction of
DNA was the reported by Dellaporta et al. (1983)
with some modifications.

Detection of phytoplasmas by PCR. Nested PCR
was carried out using universal primers P1 (Deng
and Hiruki, 1991) and P7 (Kirkpatrick et al., 1994)
for phytoplasmas that amplify a fragment of 1800
pb (first amplification) in a final volume of 25 uL.
that contained 1 X of PCR buffer (10 X, 100 mM
tris-HC1, 500 mM KCI, pH 8.3) (Invitrogen®), 0.2
mM of every dNTP, 1.5 mM of MgCl, (Invitrogen®),
10 pmol of each primer (Sigma-Aldrich®), 1 U of
DNA (Invitrogen®) and 100 ng of DNA template.
The amplification polymerase was carried out in a
Techne® thermocycler TC-300 with the following
program: denaturalization at 94 °C for 5 min,
followed by 35 cycles at 94 °C for 1 min, 55 °C for
2 min, 72 °C for 3 min with a final extension
of 72 °C for 5 min. The second amplification
(nested) was carried out using primers R16F2n /
R16R2 (Gundersen and Lee, 1996) that amplify a
fragment of 1200 pb of the region 16S rADN of
the phytoplasmas. As a template DNA, we used
the amplified product of the first reaction of PCR
diluted in sterile water, free of nucleases (1:20)
using the same concentrations and reactants than in
direct amplification, with the following program:
denaturalization at 94 °C for 2 min, followed by 35
cycles at 94 °C for 1 min, 58 °C for 2 min, 72 °C
for 3 min and a final extension at 72 °C for 10 min.

Sequencing and phylogenetic analysis. The
product obtained from PCR was purified and
in both
directions. The sequences obtained were analyzed,
deposited and compared with those included in the

sequenced (Macrogen Inc. Korea)
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Figura 1. A-C. Plantas de margarita exhibiendo sintomas de filodia y proliferacion de brotes, (D) planta asintomatica.
Figure 1. A-C. Daisy plants showing symptoms of phyllody and proliferation of sprouts, (D) asymptomatic plants.

realizé con los iniciadores R16F2n / R16R2 (Gun-
dersen y Lee, 1996) que amplifican un fragmento
de 1200 pb de la region 16S rADN de los fitoplas-
mas. Como ADN molde se utiliz6 el producto am-
plificado de la primera reaccion de PCR diluido
en agua estéril libre de nucleasas (1:20) usando
las mismas concentraciones y reactivos que en la
amplificacion directa, con el siguiente programa:
desnaturalizacion a 94 °C por 2 min, seguido de 35
ciclos de 94 °C por 1 min, 58 °C por 2 min, 72 °C
por 3 min y una extension final a 72 °C por 10 min.

Secuenciacion y analisis filogenético.
ducto obtenido de PCR se purificoé y secuencid
(Macrogen Inc. Corea) en ambas direcciones. Las
secuencias obtenidas se analizaron, depositaron y
compararon en la base de datos del Centro Nacional
para la Informaciéon Biotecnologica (NCBI, 2016)

El pro-
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National Center for Biotechnology Information
(NCBI, 2016) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.
cgi) using the BLAST. With the sequence obtained,
we carried out a tool phylogenetic analysis with
other species of phytoplasmas (Figure 3).

In all samples with symptoms, we obtained the
expected fragment of 1200 pb for phytoplasmas
(Figura 2A). The sequences obtained (Access
No. MK278895 and MK278896) had a similarity
of 99% with Candidatus Phytoplasma asteris
group 16srl-B obtained from Vitis vinifera in Iran
(MH638316.1). The analysis of RFLP in vitro
(Figure 2B) indicated that the phytoplasm of this
study belongs to the group of the Aster yellow, now
recognized as Candidatus Phytoplasma asteris.

The use of restriction enzymes to identify
groups of phytoplasmas are still useful, since the
electrophoretic profiles generated by each of the
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(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) utilizando
la herramienta BLAST. Con la secuencia obtenida
se realizd un andlisis filogenético con otras espe-
cies de fitoplasmas (Figura 3).

En todas las muestras con sintomas se obtuvo
el fragmento esperado de 1200 pb para fitoplas-
mas (Figura 2A). Las secuencias obtenidas (No.
acceso MK278895 y MK278896) tuvieron 99%
de similitud con Candidatus Phytoplasma asteris
grupo 16srl-B obtenido de Vitis vinifera en Iran
(MH638316.1). El analisis de RFLP in vitro (Fi-
gura 2B) indico que el fitoplasma de este estudio
pertenece al grupo del amarillamiento del aster,
reconocido ahora como Candidatus Phytoplasma
asteris.

El uso de enzimas de restriccion para identificar
grupos de fitoplasmas siguen siendo utiles ya que
los perfiles electroforéticos que genera cada una
de las enzimas son un indicativo de la variacién
presente en su genoma por lo que estos patrones
se convierten en una huella genética. En la ma-
yoria de las investigaciones, las enzimas que mas
se utilizan con este propdsito son Msel (Tru 91),
Alul, Rsal, Hha, Hpall y Hpalll (De Oliveira et
al., 2011). Los fitoplasmas del amarillamiento del
aster constituyen un grupo cosmopolita que se en-
cuentra en la mayoria de las plantas en condiciones
naturales, debido a su plasticidad para adaptarse a
muchos hospedantes, por lo que pueden llegar a
constituirse eventualmente en un serio problema
(Lee et al., 2000). Se conoce que la mayoria de los
sintomas que inducen los fitoplasmas son los mis-
mos en diferentes especies y que en un cultivo o en
una planta se puede encontrar mas de un fitoplas-
ma. Debido a que la sintomatologia es la misma,
se puede hacer caso omiso del potencial infectivo
que puedan tener algunos de ellos y diseminarse a
cultivos de interés agronémico y, por lo tanto, cau-
sar un problema econdémico. En México la mayoria
de los estudios estan enfocados en la deteccion de
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enzymes are an indicator of the variation present
in their genome, and therefore these patterns
become a genetic footprint. In many investigations,
the enzymes most used for this purpose are Msel
(Tru 91), Alul, Rsal, Hha, Hpall and Hpalll (De
Oliveira et al., 2011). The phytoplasmas of the
Aster yellow constitute a cosmopolitan group
that is found in most plants in natural conditions,
due to its plasticity to adapt to many hosts, and
they can therefore eventually become a serious
problem (Lee et al., 2000). Most symptoms
induced by phytoplasmas are known to be the same
in different species, and that a crop or a single
plant may contain more than one phytoplasma.
Because the symptomatology is the same, one
may ignore the infectious potential of some may
have and disseminate to crops of agronomical
interest, leading to a possible economic problem.
In Mexico, most studies are focused on detecting
these pathogens, and in a few cases, such as the
lethal yellowing of palm, work has been done with
genetic breeding and replacements of material in
areas seriously affected by the disease. Another
disease of economic impact in a field caused by
a phytoplasma is the thickening of the cladodes
of prickly pear, since it reduces considerably the
production of prickly pears in all production areas
(Suaste et al., 2012). In recent years, the presence
of phytoplasmas has been observed in ornamental
plants introduced into Mexico (Rojas et al., 2017),
since they showing abundant proliferations, and
in some cases, green flowers that consumers
find very attractive; this situation may favor the
appearance of emerging diseases. On the other
hand, the literature indicates that symptoms
may appear one week after the inoculation of
the phytoplasma; however, this depends on the
temperature conditions and the plant species. The
severity of the symptoms varies according to the
age of the plant, the isolate of phytoplasma and
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Figura 2. (A) Productos de PCR obtenidos con los iniciadores R16F2n/R16R2. Gel de agarosa al 1%. Carril 1-5, muestras
de margarita con sintomas de filodia; Carril 6 y 7, muestras asintomaticas; Carril 8, Control negativo (agua);
Carril 1kb, Marcador molecular 1kb (Promega®). (B) Digestién de los productos de PCR anidada con enzimas de
restriccion. Carril 1y 10 Marcador 1kb (Promega®), Carril 2 y 3 producto de digestién de la enzima A/ul; Carril 4
y 5 digestion con la enzima Kpn1; Carril 6 y 7 producto de la digestion con la enzima 7ru9I; Carril 8 y 9 productos

de digestion con la enzima Hae I11.

Figure 2. (A) Products of PCR obtained with primers R16F2n/R16R2. Agarose gel at 1%. Lanes 1-5, samples of daisies with
symptoms of phyllody; Lanes 6 y 7, asymptomatic samples; Lane 8, Negative control (water); Lane 1kb, molecu-
lar marker 1kb (Promega®). (B) Digestion of the PCR products with restriction enzymes. Lanes 1 and 10 marker
1kb (Promega®), Lanes 2 and 3 product of digestion with A/ul; Lanes 4 and 5 digestion with Kpn1; Lanes 6 and 7
product of the digestion with 7ru9I; Lanes 8 and 9 products of the digestion with Hae III.

estos patdgenos y, en pocos casos como el amarilla-
miento letal del cocotero, se ha trabajado con me-
joramiento genético y reemplazo de material en las
zonas seriamente afectadas debido al impacto de la
enfermedad. Otra enfermedad de impacto econo-
mico en un cultivo ocasionada por un fitoplasma es
el engrosamiento del cladodio del nopal al reducir
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the time of infection (Weintraub and Bealand
2006). Likewise, the phytoplasma is occasionally
detected in symptomatic plants that presented no
alteration in its period of development (Rojas et
al.,, 1999). Some phytoplasmas are acquired and
transmitted exclusively by one species of insects;
however, others are transmitted by different insect
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Figura 3. Arbol filogenético basado en el DNA ribosomal 16S de secuencias de fitoplasmas, los cuales estan disponible en el
NCBI. Se consider6 como raiz Acholeplasma laidlawii micoplasma que puede cultivarse in vitro y que genética-
mente no esta relacionado con fitoplamas. El arbol se construyé con p CLUSTAL_X por el método de neighbour-

joining con 500 repeticiones.
Figure 3.
laidlawii, a that can be cultivated in vitro and that i
ered as a root. The tree was created using p CLUS

de manera considerable la produccion de tuna en
todas las zonas productoras (Suaste ef al., 2012).
En los ultimos afos se ha observado la presencia
de fitoplasmas en plantas de ornato que se introdu-
cen a nuestro pais (Rojas et al., 2017) debido a que
exhiben abundantes proliferaciones y, en algunas
ocasiones, flores verdes que resultan muy llamati-
vas para los consumidores; esta situacion puede fa-
vorecer la aparicion de enfermedades emergentes.
Por otro lado, la literatura indica que los sintomas
pueden aparecer una semana después de la inocu-
lacion del fitoplasma; sin embargo, esto depende
de las condiciones de temperatura y de la especie
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Phylogenetic tree based on ribosomal DNA 16S of phytoplasma sequences available in the NCBI. Acholeplasma

s not genetically related to phytoplasmas data base, was consid-
TAL_X with the neighbor-joining method with 500 repetitions.

species. From an epidemiological point of view,
the transmission of phytoplasmas by insects is
particularly important if they are polyphagous, as
in the case of cicadellids, which also constitute an
important reservoir of these pathogens (Weintraub
and Bealand 2006).

Phytoplasmas have a metabolically limited
genome with moving elements that contain
information to codify different effectors that are
transcription factors thatmodulate diverse responses
in the plant (Bai et al., 2006). As a result of this,
alterations such as witche’s broom are produced,
as well as changes in the structure and color of the
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vegetal, la severidad de los sintomas varia segin
la edad de la planta, aislamiento de fitoplasma y el
tiempo de infeccion (Weintraub y Bealand 2006).
Asimismo, en ocasiones se detecta al fitoplasma en
plantas con sintomas que en su periodo de desa-
rrollo no exhibieron ninguna alteracion (Rojas et
al., 1999), algunos fitoplasmas son adquiridos y
transmitidos exclusivamente por una especie de in-
sectos; sin embargo existen otros que son trasmiti-
dos por distintas especies. Desde el punto de vista
epidemiologico la transmision de fitoplasmas por
insectos es particularmente importante si €stos son
polifagos como es el caso de los cicadélidos quie-
nes constituyen ademas un importante reservorio
de estos patdogenos (Weintraub y Bealand 20006).

Los fitoplasmas tienen un genoma metabolica-
mente limitado con elementos moviles que contie-
nen informacion para codificar diferentes efectores
que son factores de transcripcion que modulan
diversas respuestas en la planta (Bai et al., 2006).
Resultado de lo anterior, se originan alteraciones
como la escoba de bruja; asi como cambios en la
estructura y color de las hojas o la supresion de la
respuesta de defensa de la planta a los insectos vec-
tores de estos patdgenos (Cettul y Fierrao, 2011).
Por ultimo, es conveniente realizar investigacion
relacionada con los insectos que colonizan esta
planta de ornato ya que se encuentra ampliamen-
te distribuida en el pais, particularmente aledaia
a huertas de durazno, ciruela, nopal, haba, frijol y
calabaza entre otros.

Con la deteccion de Dimorphotheca sinuata
como un nuevo hospedante de Candidatus Phyto-
plasma asteris se amplia el conocimiento de la
gama de hospedante alternos para este grupo de
fitoplasmas y lo convierte en una fuente de indcu-
lo potencial para otros cultivos de interés econo-
mico hospedantes de este fitoplasma, como lo son
la avena donde el subgrupo 16Srl-B induce serios
dafios a este cultivo como, proliferacion anormal
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leaves or suppression in the defense response of the
plant to vector insects of these pathogens (Cettul
and Fierrao, 2011). Finally, it is worth investigating
insects that colonize this ornamental plant, since
it is widely distributed in Mexico, particularly
adjacent to peach, plum, cactus, broadbean, bean
and pumpkin crops, among others.

With the detection of Dimorphotheca sinuata as
a new host of Candidatus Phytoplasma asteris, the
knowledge on the range of alternate hosts for this
group of phytoplasmas broadens, and turns it into
a potential source of inoculant for other crops of
economic interest that host this phytoplasma, such
as oat, where the subgroup 16SrI-B induces serious
damage to this crop consisting in an abnormal
proliferation and yellowing and sterilization of
spikes, delay in growth and the production of
sterile seeds (Urbanaviciené et al., 2006). In this
ornamental species (Dimorphotheca sinuata), one
phytoplasma belonging to group 16SrIX, causing
phyllody, growth delay and virescence in Italy
(Marcone et al., 2001) had been reported.

The symptoms of phyllody and proliferation of
daisy (Dimorphothecasinuata) were associated with
Candidatus Phytoplasma asteris, phylogenetically
related to group 16Sr1-B. Dimorphotheca sinuata
is reported, for the first time, as a new host for
Candidatus Phytoplasma asteris.

End of the English version ~—~—~~—~—~

y amarillameinto de espigas, estériles, retraso de
crecimiento y produccion de semillas estériles
(Urbanaviciené et al., 2006). En esta especie
ornamental (Dimorphotheca sinuata), solo se tiene
el reporte de un fitoplasma perteneciente al grupo
16SrIX, causando retraso de crecimiento, filodia y
virescencia en Italia (Marcone et al., 2001).
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Los sintomas de filodia y proliferacion de mar-
garita (Dimorphotheca sinuata) se asociaron a la
infeccion de Candidatus Phytoplasma asteris, re-
lacionado filogenéticamente al grupo 16Sr1-B. Se
reporta por vez primera a Dimorphotheca sinuata
como un nuevo hospedante de Candidatus Phyto-
plasma asteris.
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Resumen. La produccion de fresa se ha incre-
mentado en México, por sus cualidades gustativas,
nutritivas y por generar altos ingresos econdmicos,
en Morelos la produccion se ve afectada por la se-
cadera de la fresa, enfermedad frecuente en este
cultivo que causa importantes pérdidas por arriba
del 50% de la produccion. El objetivo de este tra-
bajo fue identificar el agente causal de la secadera
en fresa, realizar pruebas de patogenicidad a par-
tir del aislado y comparar contra una cepa aislada
ya identificada, evaluar métodos de inoculacion y
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Abstract. Strawberry production has increased
in Mexico, due to its taste, nutrition and high
economic income. In Morelos, the production
is affected by the strawberry dry wilt, a frequent
disease in this crop that causes significant losses
above 50% the production. The objective of
this work was to identify the causal agent of the
strawberry drier, perform pathogenicity tests from
the isolate and compare against an isolated strain
already identified, evaluate inoculation methods
and observe the damage to the roots for this purpose
they were analyzed plants with typical symptoms of
the disease from a commercial plot were analyzed
from June 2018. The identification of the fungus was
made by cultural and morphological characteristics
and compared with a strain of Fusarium oxysporum
from Celaya, Guanajuato. The results show that the
causal agent of the strawberry drier in Morelos
is Fusarium oxysporum. The pathogenicity tests
showed the damage caused by this fungus in the
crop and its direct involvement in the fresh and dry
weight of the roots in the plants. The comparison
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observar el dafio en las raices, para ello se analiza-
ron plantas con sintomas tipicos de la enfermedad
provenientes de una parcela comercial a partir de
junio de 2018. La identificacion del hongo se hizo
mediante caracteristicas culturales y morfologicas,
y se compar6 con una cepa de Fusarium oxysporum
proveniente de Celaya, Guanajuato. Los resultados
demuestran que el agente causal de la secadera de
la fresa en Morelos es F. oxysporum las pruebas de
patogenicidad demostraron los dafios causados por
este hongo al cultivo y su implicacion directa en el
peso fresco y seco de las raices en las plantas. La
comparacion entre medias no detecté diferencias
significativas en el método de inoculacion ni en las
cepas evaluadas.

Palabras clave: Enfermedad, hongo, raiz, inocu-
lacioén, infeccion, patogenicidad.

El fruto de la fresa (Fragaria spp.) es de los mas
consumidos a nivel mundial, debido a su alto con-
tenido de flavonoides, antocianinas, compuestos fe-
noélicos y vitaminas Ay C (Cao et al., 2011; Cano,
2013). Para la economia mexicana el cultivo de la
fresa constituye una importante fuente de divisas;
México se ubica como el tercer pais de mayor ex-
portacion con 102,631 t anuales, seguido por Espa-
fia'y Estados Unidos (FAOSTAT, 2016). En México
a mediados del siglo pasado en el estado de Gua-
najuato y a partir de 1950 cobr6é mayor importancia
por la creciente demanda de los Estados Unidos, lo
que ocasiond que el cultivo se extendiera a otros
estados como Michoacéan y Baja California donde
pasaron de cubrir las necesidades del mercado lo-
cal y ser grandes productores de fresa en México
(Avila y Gonzalez, 2012). A nivel nacional, la pro-
duccién de fresa es exponencial, el ano pasado se
llegaron a cultivar 13,564 ha de la fruta con una
produccion de 611,780 t, de las cuales destacan los
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between means did not detect significant
differences in the method of inoculation and the

strains evaluated.

Key words: Disease, fungus, root, inoculation,
infection, pathogenicity.

Strawberries (Fragaria spp.) are one of the
most widely consumed fruits in the world, due to
their high contents of flavonoids, anthocyanins,
phenolic compounds and vitamins A and C (Cao et
al., 2011; Cano, 2013). For the Mexican economy,
cultivating strawberries is an important source
of income; Mexico is the country with the third
highest export, with 102,631 t a year, only after
Spain and the United States (FAOSTAT, 2016).
In Mexico, in the state of Guanajuato beginning
in 1950, the crop became more important due to
the increasing demand from the United States,
which led it to expand to other states, such as
Michoacan and Baja California, where they went
from covering the needs of the local market to
being large producers of strawberries in Mexico
(Avila and Gonzalez, 2012). At a national level,
strawberry production is exponential; last year, the
fruit was planted in 13,564 ha, with a production
of 611,780 t, with the most important states being
Michoacan with 9,837 t, Baja California with 1,920t and
Guanajuato with 1,197 t (SIAP, 2018). The state of
Morelos is beginning to plant more than 8 ha
of the crop, although one of its main problems in
the management of the diseases that affect it, which
are mostly fungal, followed by some bacterial
problems, nematodes and others caused by viruses
(Martinez et al., 2010).

Strawberry dry wilt is considered the most
destructive disease for this crop, due to its incidence,
distribution and difficult control, since it leads to
the gradual death of the plant (Ceja et al., 2008).
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estados de Michoacan con 9,837 t, Baja California
con 1,920 t y Guanajuato con 1,197 t (SIAP, 2018).
En el estado de Morelos comienzan a destinarse
mas de 8 ha al cultivo, pero uno de los principales
problemas es el manejo de las enfermedades que
afectan a este y que en su gran mayoria son de
caracter fungoso; seguido por algunos problemas
bacterianos, nematodos y otros pocos ocasionados
por virus (Martinez et al., 2010).

La secadera de la fresa se considera la enfer-
medad mas destructiva de este cultivo, debido a
su incidencia, distribucion y dificil control, ya que
origina la muerte gradual de la planta (Ceja et al.,
2008). La enfermedad se ha asociado a varias espe-
cies de Fusarium, Verticillium dahliae, Rhizocto-
nia solani y Phytophthora spp. (Castro y Davalos,
1990; Quintero et al., 1998). En la region central de
Meéxico Fusarium oxysporum causa la enfermedad
y es el hongo mas frecuente porque ataca en etapas
tempranas del cultivo y causa pérdidas mayores al
50% (Davalos et al., 1992). Sin embargo, en Gua-
najuato se han reportado a 14 especies de hongos y
F oxysporum es el mas frecuente. A pesar de contar
con estudios de la enfermedad en la zona central de
México, en el estado de Morelos se tienen proble-
mas de secadera de la fresa y no existen reportes
del agente causal, de ahi la importancia de realizar
la presente investigacion con los objetivos de de-
terminar el patdgeno por medio de la identificacion
morfologica, asi como realizar pruebas de patoge-
nicidad y comparar con una especie reportada, eva-
luar métodos de inoculacion y determinar los dafios
ocasionados en la raiz.

En septiembre de 2018, a partir de una seleccion
al azar, fueron colectadas 50 muestras de tallos y
raices con sintomas de secadera en una plantacion
comercial de la variedad Alexandria, la mas predo-
minante, en diferentes etapas del cultivo, ubicada
entre las coordenadas 18° 52’ 59" Norte, 99° 4' 1"
Oeste el predio Chapultepec, municipio de Yautepec,
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The disease has been related with several species
of Fusarium, Verticillium dahliae, Rhizoctonia
solani and Phytophthora spp. (Castro and Davalos,
1990; Quintero et al., 1998). In the central area of
Mexico, Fusarium oxysporum causes the disease,
and it is the most frequent fungus, because it attacks
in early stages of the crop and it causes losses of
above 50% (Davalos et al., 1992). However, in the
state of Guanajuato, 14 species of fungi have been
reported, and F. oxysporum is the most frequent.
Despite having studies on the disease in central
Mexico, in the state of Morelos there are problems
with strawberry dry wilt, but no reports of the causal
agent, hence the importance of this investigation,
with the aims of determining the pathogen using
morphological identification, as well as carrying
out pathogenicity tests and comparing with a
reported species, evaluating inoculation methods
and determining the damage caused on the root.

In September 2018, using a random selection,
50 samples of stems and roots with symptoms of
dry wilt were collected in a commercial plantation
of the Alexandria variety, the most predominant,
in different stages of the crop, located between
coordinates 18° 52’ 59" Norte, 99° 4’ 1” West in the
plot of Chapultepec, municipal area of Yautepec,
Morelos. The samples were taken in an ice chest
to the Phytopathology laboratory of the Escuela de
Estudios Superiores de Xalostoc (EESuX). In order
to isolate the causal agent, 50 fractions of affected
tissue were taken: 0.5 cm? of roots and stems. They
were disinfested with sodium hypochlorite at 1%
for 3 minutes, followed by three washes with
sterile distilled water and they were left to dry on
sterile paper towels. They were planted in a Potato
Dextrose Agar (PDA) medium and incubated at a
temperature of 25 °C for 7 days. After sporulating,
monosporic cultures were carried out, and using
the hypha tip technique they were moved to Petri
dishes with PDA culture medium. The pathogen
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Morelos. Las muestras se trasladaron en una hie-
lera al laboratorio de Fitopatologia de la Escuela
de Estudios Superiores de Xalostoc (EESuX). Para
aislar el agente causal se tomaron 50 fracciones de
tejido afectado de 0.5 cm?de raiz y tallos. Se des-
infestaron con hipoclorito de sodio al 1% durante
tres minutos, posteriormente se lavaron con agua
destilada estéril tres veces y se dejaron secar sobre
sanitas estériles. Se sembraron en medio agar papa
dextrosa (PDA) y se incubaron a una temperatura
de 25 °C por 7 dias, una vez esporulados se realiza-
ron cultivos monosporicos y por la técnica de punta
de hifa se transfirieron a cajas de Petri con medio
de cultivo PDA. La identificacion del patdogeno se
realizd6 mediante la coloracion de la colonia, tipo,
tamafio y forma de las esporas y se usé como refe-
rencia los rasgos descritos por Nelson et al. (1983)
y Leslie y Summerell (2006), para especies de este
género y se comparo6 con aislados de la cepa (IFO
31180 (8)) (ATCCO) de F oxysporum obtenida
del INIFAP y procedente del cultivo de fresa del
municipio de Celaya, Guanajuato al presentar los
mismos sintomas y las estructuras del patéogeno
descriptos por Mariscal ef al. (2017).

Para corroborar que el aislado, presente en 95%
de las muestras, es el causante de la secadera de
la fresa y evaluar su severidad, se realizo las prue-
bas de patogenicidad, para lo cual se incrementd
el aislado del hongo en ocho matraces con 200 g
de avena previamente saturada en agua durante 24
horas y esterilizada, en cuatro matraces con avena
se coloco discos de PDA con crecimiento micelial
del patogeno y en los cuatro matraces restantes se
sembro la cepa comparativa de F. oxysporum (IFO
31180 (8)) (ATCCO). Los ocho matraces se de-
jaron incubar a temperatura de 25 °C durante 15
dias hasta que el patdgeno invadid la avena. Para la
inoculacion del patégeno fueron tomadas 20 plan-
tas provenientes de estolones de un vivero, se tras-
plantaron en sustrato estéril y al mes de edad, se
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was identified by coloring the colony, type, size
and shape of the spores, and we used the features
described by Nelson et al. (1983) and Leslie and
Summerell (2006) for species of this genus and it
was compared with isolations of the strain (IFO
31180 (8)) (ATCCO) of E oxysporum obtained
from the INIFAP, originating from the municipality
of Celaya, Guanajuato, since it presented the same
symptoms and structures of the pathogen described
by Mariscal et al. (2017).

In order to corroborate that the isolation, present
in 95% of the samples, is the cause of the strawberry
dry wilt, and to evaluate its severity, pathogenicity
tests were carried out. For this, the isolation of the
fungus was increased in eight flasks with 200 g of oat,
previously saturated in water for 24 h and sterilized.
In four flasks with oats, we placed PDA discs with
mycelial growth of the pathogen and in the four
remaining flasks, we planted the comparative strain
of F. oxysporum (IFO 31180 (8)) (ATCCO). The
eight flasks were left to incubate at a temperature
of 25°C for 15 days until the pathogen invaded the
oat. For the inoculation of the pathogen, we took
20 plants from stolons from a greenhouse, which
were grafted in a sterilized substrate, and after
one month, they were inoculated using different
methods, making up an experimental design totally
at random with five treatments and four repetitions:
T1= Inoculation of the root with infected oat (100 g
plant') by the Morelos strain at the moment of
grafting, T2= Inoculation of the root with infected
oat (100 g plant!) by the Celaya strain at the
moment of grafting, T3=Immersion of the root a
suspension of 1 x 10 conidia mL"! of the Morelos
strain before grafting, T4= Immersion of the root in
a suspension of 1 x 10 conidia mL™' of the Celaya
strain before grafting and T5=Control (inoculation
of the root with oat in the absence of the fungus).
All plants were grafted into 10-inch plastic pots;
they were added the substrate of peat moss +
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inocularon bajo diferentes métodos, conformando
un disefo experimental completamente al azar con
cinco tratamientos y cuatro repeticiones: T1= Ino-
culacion de la raiz con avena infectada (100 g plan-
ta') por la cepa Morelos al momento del trasplan-
te, T2= Inoculacion de la raiz con avena infectada
(100 g planta™) por la cepa Celaya al momento del
trasplante, T3=Inmersion de la raiz en una suspen-
sion de 1 x 10 conidios mL™! de la cepa Morelos
antes del trasplante, T4= Inmersion de la raiz en
una suspension de 1 x 10 conidios mL! de la cepa
Celaya antes del trasplante y T5=Testigo (inocula-
cion de la raiz con avena sin presencia de hongo).
Todas las plantas fueron trasplantadas a macetas
de plastico de 10 pulgadas se les agrego el sustrato
peat moss + lombricomposta en una relacion 2:1
para dar las condiciones dptimas a la planta y se co-
locaron en un invernadero. Pasados los 30 dias de
la inoculacién se realizo una evaluacion del grado
de severidad de la enfermedad en la totalidad de las
plantas para lo cual se utilizé una escala arbitraria
de cinco clases disefiada por los autores del presen-
te estudio (Cuadro 1). Posteriormente se procedio a
tomar muestras de raiz para reaislar al patégeno de
cada tratamiento inoculado.

Se encontré variacion en los sintomas presen-
tados por las plantas en la parte aérea y se dedujo
que algo similar pasaba en la raiz. Por ello, se pro-
cedi6 a analizar las raices de cada planta que fue-
ron lavadas para eliminar el suelo y posteriormente
se determino el peso fresco de las plantas en una
bascula analitica de la marca Scout-Pro, México.
Las mismas plantas fueron colocadas en bolsas de
papel y se llevaron a la estufa de secado donde se
mantuvieron por 24 horas a una temperatura de
80 °C para determinar su peso seco. Los datos de
peso fresco y seco de las plantas se sometieron a un
analisis de varianza y a una prueba de comparacion
de medias Tukey (0=0.05) con el paquete de anali-
sis estadistico SAS® version 9 sobre Windows.
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worm-compost in a ratio of 2:1 to give the plant
the optimal conditions and they were then placed
in a greenhouse. Thirty days after inoculation, an
evaluation was carried out on the degree of severity
of the disease in the entirety of the plants, and
for this, we used an arbitrary scale of five types,
designed by the authors of the present study (Table
1). Afterwards, root samples were taken to re-
isolate the pathogen of each inoculated treatment.

Variation was found in the symptoms displayed
by the plants in the aerial section, and we deduced
that something similar was taking place in the root.
Due to this, the roots of each plant were analyzed
after washing to remove the soil from them, and
next, the fresh weight of the plants was established
using an analytical scale of the brand Scout-Pro,
Mexico. The same plants were placed in paper
bags and moved into a drying furnace, where they
were kept for 24 hours at a temperature of 80 °C to
establish their dry weight. The data for fresh and
dry weights of the plants underwent an analysis
of variance and Tukey’s test (0=0.05) using the
statistical analysis package SAS® version 9 for
Windows.

The Morelos isolation displayed chlamidospores
of three cells that were observed in chain, as well as

Cuadro 1. Escala arbitraria de severidad utilizada para
evaluar la secadera de la fresa causada por Fu-
sarium spp. en Morelos.

Table 1. Arbitrary scale of severity used to evaluate straw-

berry dry wilt caused by Fusarium spp. in Morelos.

Nivel de la Sintomas observados
escala
0 Planta sana
1 Enanismo y clorosis
2 Clorosis, marchitamiento del follaje y pudricion
de la raiz

Necrosis interna del tallo, marchitamiento de
hojas y pudricion de raices

4 Planta muerta
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El aislado de Morelos presentd clamidiosporas
de tres células que se observaron en cadena, asi
como la medicién de 50 microconidios de forma
oval con un tamafio promedio de 9.44 pm de largo
y 3.46 pm de ancho, los macroconidios presentaron
la célula basal en forma de pie y un tamafio prome-
dio de 24.20 pum de largo y 4.19 um de ancho (Fi-
gura 1A y 1B). Estas estructuras coincidieron con
las de la cepa comparativa de Fusarium oxysporum
(IFO 31180 (8)) (ATCCO) y ambas concordaron
con las caracteristicas descritas por Nelson et al.
(1983) y Leslie y Summerell (2006) para el géne-
ro Fusarium. Con respecto a la coloracion de la

the measurement of 50 oval-shaped microconidia
with an average size of 9.44 um in length and
346 um wide. The macroconidia presented a
foot-shaped basal cell and an average size of
2420 pm in length and 4.19 pm wide (Figure
1A and 1B). These structures coincided with the
comparative strain of Fusarium oxysporum (IFO
31180 (8)) (ATCCO) and both coincided with the
characteristics described by Nelson et al. (1983)
and Leslie and Summerell (2006) for the genus
Fusarium. Regarding the coloring of the colony,
both developed initially colored white and a
cottonlike appearance, and as they expanded, they

Figura 1. Caracteristicas morfologicas de Fusarium oxysporum.A) microconidios y macroconidios de la cepa de Morelos, B)
Microconidios de la cepa de Celaya, C) colonia de la cepa Morelos y D) colonia de la cepa Celaya.

Figure 1. Morphological characteristics of Fusarium oxysporum. A) microconidia and macroconidia of the Morelos strain,
B) Microconidia of the Celaya strain, C) colony of the Morelos strain D) colony of the Celaya strain.
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colonia ambas se desarrollaron en un principio de
color blanco y apariencia algodonosa y conforme
se fueron expandiendo se tornaron a un color lila,
similares a las caracteristicas descritas por Garcés
et al. (2001) que obtuvieron cepas de Fusarium de
abundante micelio aéreo, algodonoso, con una co-
loracién variable, de blanco a rosado durazno, pero
usualmente con un tinte pirpura o violeta mas in-
tenso en la superficie del agar (Figura 1 C y D).

Los dos aislados de Fusarium que se utilizaron
para inocular las plantas de fresa, tanto por apli-
cacion de avena infectada directamente a la raiz,
como por su inmersion en la suspension de coni-
dios, fueron patogénicos en un 100% a los 30 dias
de la inoculacioén donde la totalidad de las plantas
infectadas mostr6 evidencias de dafio ubicados en
los niveles dos y tres de la escala de severidad del
de la enfermedad. Las plantas de fresas inoculadas
con ambos aislamientos de Fusarium, mostraron
sintomas caracteristicos de marchitez vascular,
amarillamiento y resecamiento del follaje. Se ob-
servo la disminucion y necrosis de raices en com-
paracion con el testigo que no present6 ninguno de
los sintomas tipicos de la enfermedad. Estos resul-
tados pueden sugerir el momento de mayor infec-
cion de la secadera dentro de la fenologia del culti-
vo y por tanto pueden ser el punto de partida para el
programa de control de la enfermedad. Resultados
similares al de este estudio fueron obtenidos por
Ceja et al. (2008), cuando el 100% de las plantas de
fresa del cultivar Camarosa iniciaron los sintomas
a los 23 dias y se marchitaron 30 dias después de
la inoculacion con F. oxysporum. Los hongos que
causaron la enfermedad y que fueron reaislados y
comparados morfolégicamente con los inoculados
presentaron coincidencia en sus caracteristicas,
cumpliéndose los postulados de Koch.

Los valores de peso fresco y seco de la planta
evidenciaron el efecto negativo de la secadera de
la fresa sobre el crecimiento del cultivo, tanto en
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turned lilac, similar to the characteristics described
by Garcés et al. (2001), which obtained strains of
Fusarium with abundant aerial mycelia, cottonlike,
with a variable color, from white to peachy-pink,
but usually with a more intense purple or violet
color on the surface of the agar (Figure 1 C and D).
The two Fusarium isolations used to inoculate the
strawberry plans, both by applying infected oat
directly on the root and by its immersion in the
suspension of conidia, were 100% pathogenic 30
days after inoculation, where all the infected plants
displayed evidence of damage located in levels two
and three in the scale of severity of the disease. The
strawberry plants inoculated with both isolations of
Fusarium displayed typical symptoms of vascular
wilting, yellowing and drying of the foliage.
Reduction and necrosis of roots was observed,
in comparison with the control, which presented
none of the typical symptoms of the disease. These
results may suggest the moment of the greatest
infection of dry wilt within the phenology of the
crop, and may therefore be the starting point for
the control program of the disease. Results similar
to those of the present study were obtained by
Ceja et al. (2008), when 100% of the strawberry
plants from the Camarosa cultivar began showing
symptoms after 23 days, and wilted 30 days after
inoculation with F oxysporum. The fungi that
caused the disease and that were re-isolated and
compared morphologically displayed coincidences
in their characteristics, fulfilling Koch’s postulates.
The values for fresh weight and dry weight of the
plant displayed the negative effect of strawberry
dry wilt on the growth of the crop. Both for fresh
and dry biomass, there were significant differences
between TS5 (control) and the treatments under
inoculation with the pathogen. The fresh weight
of the plants in TS5 reached 168.8 g, whereas the
weights of the plants in the inoculated treatments
(T1, T2, T3 and T4) went no higher than 81.23 g
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la biomasa fresca como en la seca existieron di-
ferencias significativas entre el TS (testigo) y los
tratamientos sometidos a la inoculacién con el pa-
togeno, el peso fresco de las plantas del TS alcan-
z6 168.8 g, mientras que el peso de las plantas de
los tratamientos inoculados (T1, T2, T3 y T4) no
superd los 81.23 g y la apariencia de la raiz fue
completamente necrosada, similar resultado se ob-
tuvo para la biomasa seca, el T5 mostr6 el mayor
peso seco con 65.88 g y el resto de los tratamien-
tos solo llegd a alcanzar los 26.73 g. El aislado de
la cepa F. oxysporum de Morelos mostro iguales
efectos que la cepa de F. oxysporum de Celaya en
el peso fresco y seco de la planta, tampoco hubo
diferencias significativas en estos parametros con
el empleo de uno u otro método de inoculacién lo
que confirm¢ la efectividad de ambos métodos (Fi-
gura 2). Estos resultados confirman que las plantas
infectadas por Fusarium muestran crecimiento len-
to y la produccion de biomasa se reduce significa-
tivamente; F. oxysporum causa clorosis, epinastia,

and the root appeared completely necrotized. A
similar result was obtained for dry biomass; T5
displayed the greatest dry weight with 65.88 g and
the remaining treatments only reached 26.73 g. The
isolation of the Morelos F. oxysporum strain showed
the same effects than the Celaya F. oxysporum
strain for fresh and dry weight of the plant. There
were no significant differences in these parameters
with the use of one or other method of inoculation,
either, which confirmed the effectiveness of both
methods (Figure 2). These results confirm that
the plants infected by Fusarium display a slow
growth and the production of biomass is reduced
significantly; F oxysporum causes chlorosis,
epinasty, defoliation and wilting due to damage
in the vascular system of the host. Wilting takes
place as a consequence of the obstruction of the
plant’s vascular system due to the production of
spores; the destruction of the vascular system due
to the action of enzymes; the production of toxins,
phenols and polysaccharides by the fungus, and the
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Figura 2. Efecto de la inoculacién de las cepas de F. oxysporum sobre el peso fresco y peso seco de la planta. [Av: Inoculacién
de avena. IISC: Inoculacion por inmersion en suspension de conidios. Letras distintas para una misma variable

difieren por Tukey (p<0.05).

Figure 2. Effect of the inoculation of the strain of F. oxysporum on the fresh weight and the dry weight of the plant. IAv:
Inoculation of oat. IISC: Inoculation by immersion in a suspension of conidia. Different letters for a same variable

differ by Tukey (p<0.05).
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defoliacion y marchitamiento debido al dafio al sis-
tema vascular del hospedante. El marchitamiento
ocurre como consecuencia de la obstruccion del
sistema vascular de la planta por la produccion de
esporas; la destruccion del sistema vascular por ac-
cion de enzimas; la produccion de toxinas, fenoles
y polisacaridos por parte del hongo y el efecto de
la formacion de tilosas (Agrios, 1997). En casos de
severas infecciones las plantas mueren tres y cua-
tro semanas después de la infeccion (Lira y Mayek,
2006). Sin embargo, en el presente estudio los sin-
tomas no fueron muy severos en algunas plantas
debido a que la planta genero raices aun cuando la
infeccion fue severa.

Se concluye que las caracteristicas morfologi-
cas de la cepa aislada de Morelos evidencia a F.
oxysporum como el agente causal de la secadera
de la fresa, las pruebas de patogenicidad mostraron
a este hongo como el responsable de los sintomas
de marchitez vascular, amarillamiento y necrosis
de las raices, asi como disminucion de la biomasa
fresca y seca de las plantas de fresa. Estos resul-
tados marcan pauta para dirigir un control y para
futuras investigaciones dirigidas a la busqueda de
identificacion molecular y las relaciones genéticas
y patogénicas de sus poblaciones.
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effect of the formation of tyloses (Agrios, 1997).
In cases of severe infections, plants die three and
four weeks after infection (Lira and Mayek, 2006).
However, in the present study, symptoms were not
very severe in some plants, since the plant grew
roots, although the infection was severe.

We conclude that the morphological
characteristics of the isolated Morelos strain
displays F. oxysporum as the causal agent of dry
wilt in strawberry. Pathogenicity tests pointed at
this fungus as the cause of the symptoms of vascular
wilting, yellowing and root necrosis, as well as the
reduction in fresh and dry biomass in strawberry
plants. These results set the standards to guiding a
control and for future investigations aimed at the
search for molecular identification and the genetic
and pathogenic relations of their populations.

End of the English version
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Resumen. Se determind la distribucion, inciden-
cia y severidad de la muerte descendente (Lasiodi-
plodia spp.) en lima persa (Citrus latifolia) en 46
huertos de seis anos de edad, 25 arboles por huerto
en los municipios de Amacuzac (7 huertos), Ayala
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Abstract. The distribution,
severity damage caused by the dieback complex

incidence and

(Lasiodiplodia spp.) in Persian lime (Citrus
latifolia) was determined in 46 orchards of six
average years old, 25 trees per orchard in the
municipalities of Amacuzac, Ayala, Coatlan del
Rio, Cuautla, Jantetelco, Jonacatepec, Puente
de Ixtla, Tepalcingo and Tlaltizapan of Zapata,
Morelos State, Mexico. Incidence was evaluated
according to the number of plants having
symptoms of dieback. There were four levels of
severity, where 0= healthy tree, 1= gum exudation,
2= cracking with exposure of internal tissue and
3= well-defined canker and branch dieback. Which
were transformed to a percentage of means of a
scale of three levels of severity, transforming to
a percentage of infection using the Townsend and
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(4), Coatlan del Rio (9), Cuautla (1), Jantetelco (5),
Jonacatepec (1), Puente de Ixtla (5), Tepalcingo (3)
y Tlaltizapan de Zapata (11), del estado de More-
los, México. La incidencia fue determinada con
base al numero de plantas enfermas y la severidad
mediante escala de dafio de cuatro clases: 0= ar-
bol sano, 1= exudacion de goma, 2= agrietamiento
con exposicion de tejidos internos y 3= cancro bien
definido y muerte descendente de ramas. La severi-
dad fue transformada a porcentaje de infeccion con
la formula de Townsend y Heuberger, analizados
por Kruskal Wallis y separados por la comparacion
de medias, prueba de Tukey (0= 0.05) y p< 0.0001
en incidencia y severidad. La enfermedad se regis-
tro en el 78% de los huertos, con incidencias de
31.8 a 100% y severidades de 30.0 al 100%. Los
huertos con menor incidencia y severidad fueron
los ubicados en Amacuzac, Ayala, Coatlan del Rio
y Tlaltizapan de Zapata.

Palabras clave: Lasiodiplodia theobromae, Lasio-
diplodia citricola, Lasiodiplodia pseudotheobro-
mae, Citrus latifolia.

Meéxico ocupa el segundo lugar y participa con
el 21% de la produccion en el mundo de limén
mexicano (Citrus aurantifolia) y lima persa (Citrus
latifolia), con una produccion de 627.4 miles de t
(FAOSFAT, 2018), donde el 70% del total se des-
tina al mercado nacional y el resto al mercado de
exportacion, principalmente a los Estados Unidos
de América. En el 2016 se tuvo una produccion
de 2°439,477 t de lima persa, destacando Vera-
cruz (717,014 t), Michoacan (619,612 t) y Oaxaca
(263,448 t); Morelos ocupa el doceavo lugar con
una produccion de 3,880 t y actualmente cuenta
con 612 ha plantadas en 17 municipios, donde des-
taca el limon (32%) y la naranja Valencia (66%) de
la superficie total establecida y, un rendimiento de
12.1 y 7.7 t ha'' respectivamente (SIAP, 2018).
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Heuberger equation. Data were analyzed trough
the Kruskal Wallis test and Tukey (0=0.05) and
p<0.0001 in incidence and severity. There was a
high incidence of dieback on stems 78% of Persian
lime trees. The incidence and severity of dieback
of Persian trees on different orchards had a range
of 31.8 to 100% and 30 to 100%, respectively. By
the other hand, municipalities such as Amacuzac,
Ayala, Coatlan del Rio and Tlaltizapan, had the
lowest levels of incidence and severity of dieback.
Key words: Lasiodiplodia  theobromae,
Lasiodiplodia citricola, Lasiodiplodia pseudotheo-
bromae, Citrus latifolia.

Mexico ranks second in Mexican lemon (Citrus
aurantifolia) and Persian lime (Citrus latifolia)
production and accounts for 21% of production
worldwide with 627.4 thousand tons (FAOSFAT,
2018), from which 70% of the total production is
used to supply the national market and the rest is
exported mainly to United States. In 2016, Mexico
produced 2°439,477 ton of Persian lime mostly
in the states of Veracruz (717,014 t), Michoacan
(619,612 t) and Oaxaca (263,448 t); Morelos is
in twelfth place with 3,880 ton and currently has
612 ha sown to citrus in 17 municipalities, where
lemon (32%) and Valencia orange (66%) prevail on
the established area and yield 12.1 and 7.7 ton ha’!,
respectively (SIAP, 2018).

However, Persian lime trees are affected by
fungal diseases that infect roots, trunk, foliage and
fruits, and cause production losses (Christensen,
2017). In Morelos, it was thought that the death
of trees was caused by gummosis (Phytophthora
parasitica), since it had been reported in the states
of Colima and Tabasco, where symptoms of gum
secretion and rot of the foot caused the death of
ungrafted and grafted rootstock citrus trees and,
consequently, the elimination of orchards (Acosta-
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No obstante, los arboles de lima persa presentan
enfermedades fungosas en raices, tronco, follaje y
frutos, que causan pérdidas al cultivo (Christensen,
2017). En Morelos se asumia que la muerte de ar-
boles era ocasionada por la gomosis (Phytophthora
parasitica), debido a que fue reportada en los es-
tados de Colima y Tabasco, causando sintomas de
secrecion de goma y pudricion del pie, llegando a
ocasionar la muerte de arboles de citricos de pie
franco e injertado, provocando la eliminacion de
huertas (Acosta-Pérez et al., 2012; Vidales 1982).
No obstante, existen varios géneros de hongos de
la familia Botryosphaeriaceae considerados como
patogenos endofitos muy agresivos, que a menu-
do matan gran parte de su hospedante después del
dafio fisico, generalmente cuando se encuentra en
estrés, otros sintomas que causan son manchas fo-
liares, pudriciones de frutas, muerte descendente,
gomosis, cancros perennes y finalmente la muerte
en especies econdmicamente importantes de culti-
vos perennes lefiosas y plantas ornamentales, asi
como especies de arboles forestales nativas e in-
troducidas (Mohali et al., 2007; Slippers and Win-
gfield, 2007).

Estudios recientes citan a especies del género
Lasiodiplodia causando enfermedades en el tropi-
co en cultivos importantes como cacao (7Theobro-
ma cacao), aguacate (Persea americana), papaya
(Carica papaya), caucho (Hevea brasiliensis),
chirimoya (4Annona cherimola), durazno (Prunus
persica), cana de azucar (Saccharum officinarum),
uvas (Vitis vinifera) y citricos (Picos-Mufioz et al.,
2015). Valle-De la Paz et al. (2019) reportan la pre-
sencia de al menos tres especies del género Lasiodi-
plodia (L. theobromae, L. citricola y L. pseudothe-
obromae), causando gomosis, muerte descendente
de ramas y la muerte de arboles de lima persa en
Morelos. Sin embargo, se desconoce la distribucion
e impacto de estos patégenos en huertas comercia-
les de lima persa en la entidad. Por lo tanto, el ob-
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Pérez et al., 2012; Vidales 1982). However, there
are several fungi genera of the Botryosphaeriaceae
family that are considered to be very aggressive
endophyte pathogens that often kill most of their
host after causing physical damage, usually when
under stress; another symptoms are foliar spots,
fruit rot, dieback, gummosis, perennial canker and,
finally, the death of economically important species
of woody perennial crops and ornamental plants,
as well as species of native and introduced forest
trees (Mohali et al., 2007; Slippers and Wingfield,
2007).

Recent studies cite species of Lasiodiplodia
genus in the tropic that cause diseases in important
crops such as cocoa (Theobroma cacao), avocado
(Persea americana), papaya (Carica papaya),
natural rubber (Hevea brasiliensis), chirimoya
(Annona cherimola), peach (Prunus persica),
sugarcane (Saccharum officinarum), grape (Vitis
vinifera) and citrus (Picos-Mufloz et al., 2015).
Valle-De la Paz et al. (2019) reported the presence
of at least three species of Lasiodiplodia (L.
theobromae, L. citricola and L. pseudotheobromae)
genus that cause gummosis, dieback of branches
and the death of Persian lime trees in Morelos.
However, the distribution and impact of these
pathogens in lime commercial crops in Morelos
is unknown. Therefore, the objective of this study
was to determine the distribution, the incidence
and the severity of dieback caused by the complex
of Lasiodiplodia spp. in Persian lime orchards in
Morelos.

Samples were collected in 46 Persian lime
orchards from September 2014 to August 2015
(Figure 1). In order to identify the species, according
to Valle-De la Paz et al. (2019), 46 samples were
taken from primary and secondary branches, as
well as from trunks showing disease symptoms;
the 15 monosporic isolates obtained from the
samples were re-sown in V8-Agar medium. The
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jetivo fue determinar la distribucion, incidencia y
severidad de la muerte descendente ocasionada por
el complejo de especies de Lasiodiplodia spp., en
plantaciones de lima persa en Morelos.

Se realizd un muestreo en 46 huertos de lima
persa en el periodo de septiembre de 2014 a agosto
del 2015 (Figura 1). Para la identificacion de las
especies por Valle-De la Paz ef al. (2019) se toma-
ron 46 muestras de ramas primarias, secundarias
y troncos con sintomas de la enfermedad, de los
que se obtuvieron 15 aislamientos monosporicos,
los cuales fueron resembrados en medio V8-Agar.
La identificacion morfologica a nivel de género se
realizé con claves y descripciones taxonomicas de
Phillips et al. (2013).

La identificacion molecular se realizo a partir de
ADN genomico (ADNg), obtenido de micelio por el
método AP descrito por Sambrook y Russell (2012).
Los cebadores empleados fueron ITS5 e ITS4 de
los genes ribosomales (ADNr). El anélisis de las

’ L. ciiricola

™ L. pseudotheobromae

L. theobromae

Lasiodiplodia sp.

morphological identification at the genus level was
achieved using the keys and taxonomic descriptions
of Phillips et al. (2013).

The molecular identification was performed
using genomic DNA (ADNg) from mycelium
following the AP method described by Sambrook
and Russell (2012). The primers used were 1TSS
and ITS4 from ribosomal genes (ADNr). The
results of the sample analysis were corroborated
through traditional PCR according to the protocol
described by Ahrens and Seemiiller (1992), with
modifications to the components, according to
Sambrook and Russell (2012). The quality was
evaluated through horizontal electrophoresis in 1%
agarose gel (Ultrapure, Gibco, USA) and the bands
were visualized using a transilluminator (Gel Doc
2000, BIORAD®, USA). The concentration of DNA
was quantified using a NanoDrop 2000 ((Thermo
Scientific®). The DNA fragments amplified by
PCR were purified with the Wizard (Promega®,

Figura 1. Distribucion de especies de Lasiodiplodia en huertas de lima persa (Citrus latifolia) cultivadas en Morelos, México.
Municipios muestreados= 1: Cuautla; 2: Ayala; 3: Jantetelco; 4: Jonacatepec; 5: Tepalcingo; 6: Tlaltizapan de
Zapata; 7: Coatlan del Rio; 8: Amacuzac; 9: Puente de Ixtla. Poligonos en blanco no registran superficie de

citricos.
Figure 1.

Distribution of Lasiodiplodia species in Persian lime (Citrus latifolia) orchards in Morelos, Mexico. Municipalities

where samples were collected = 1: Cuautla; 2: Ayala; 3: Jantetelco; 4: Jonacatepec; S: Tepalcingo; 6: Tlaltizapan
de Zapata; 7: Coatlan del Rio; 8: Amacuzac; 9: Puente de Ixtla. White polygons do not include a citrus area.
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muestras fue corroborado mediante PCR tradicio-
nal de acuerdo al protocolo descrito por Ahrens y
Seemiiller (1992), con modificaciones en los com-
ponentes segiin Sambrook y Russell (2012). La
calidad se evalud por electroforesis horizontal en
gel de agarosa al 1% (Ultrapure, Gibco, USA) y las
bandas se visualizaron en un transiluminador (Gel
Doc 2000, BIO RAD®, USA). La concentracion de
ADN se cuantificé con un espectrofotometro Na-
noDrop 2000 (Thermo Scientific®). Los fragmentos
de ADN amplificados por PCR fueron purificados
con el kit Wizard (Promega®, USA), siguiendo el
protocolo del fabricante. El producto de PCR pu-
rificado fue secuenciado en ambas direcciones por
Macrogen Inc. (Seoul, Korea del Sur). Las secuen-
cias fueron ensambladas y editadas con la opcion
CAP (Contig Assembly Program) del Software
BioEdit v7.0.9.1. Las secuencias de hongos fueron
comparadas y depositadas en la base de datos del
GenBank. Los arboles filogenéticos fueron cons-
truidos con los datos de las terminaciones de ITSS e
ITS4, ademas se analizaron con el software MEGA
(Molecular Evolutionary Genetics Analisys) ver-
sion 7.0.14 (Tamura et al, 2007), alineadas con
ClustalW 1.8.1 (Thompson et al., 1994) y compa-
rados con las secuencias de genes homologos depo-
sitados en la base de datos de la National Center for
Biotechnology Information. Después de analizar la
congruencia entre los conjuntos de datos, se hizo
un analisis de maxima parsimonia (MP), se reali-
zaron los andlisis filogenéticos en PAUP (Phylo-
genetic Analysis Using Parsimony) version 4.0b10
(Swoftord, 2003). Los arboles filogenéticos se ob-
tuvieron con la funcion de busqueda heuristica con
1,000 repeticiones de adicion aleatoria, biseccion
y reconstruccion de arboles (TBR) como algorit-
mo de intercambio de ramas y los espacios o datos
faltantes fueron considerados deleciones completas
(Kimura, 1980; Hillis y Bull, 1993). La secuencia
HQ231345 de Phoma tracheiphila de GenBank se
utilizé como el taxén fuera de grupo.
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USA) kit, following the manufacturer’s protocol.
The purified PCR product was sequenced in both
directions by Macrogen Inc. (Seoul, South Korea).
The sequences were assembled and edited using
the CAP option (Contig Assembly Program) in the
BioEdit software v7.0.9.1. The fungi sequences
were compared and deposited in the GenBank’s
database. The phylogenetic trees were built using
data from the ITS5S and ITS4 ends and analyzed
with MEGA (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis) software version 7.0.14 (Tamura et al.,
2007), aligned using ClustalW 1.8.1 (Thompson et
al., 1994)and comparedto sequences of homologous
genes in the database of the National Center
for Biotechnology Information. After analyzing
the congruence among data sets, an analysis of
maximum parsimony (MP) was conducted, and
phylogenetic analyses were done by using the
Phylogenetic Analysis Using Parsimony (PAUP)
software version 4.0b10 (Swofford, 2003). The
phylogenetic trees were found using the heuristic
search function with 1,000 random addition
replicates, tree bisection and reconstruction (TBR)
selected as branch-swapping algorithm, and the
missing spaces or data were considered complete
deletions (Kimura, 1980; Hillis and Bull, 1993).
The HQ231345 sequence of Phoma tracheiphila
from the GenBank was used as a taxon external to
the group.

The incidence was evaluated following the
methodology proposed by Acosta-Pérez et al.
(2012), that is, by selecting five rows from
each orchard, 4 to 21 trees per row, and a total
of 21 to 50 trees per orchard. The percentage of
incidence was determined by dividing the number
of infected plants by the total of plants evaluated
and then multiplied by 100. The disease severity
was evaluated using the scale proposed by Orozco-
Santos (1995) and modified by Valle-De la Paz,
which consists of four classes, where 0= healthy
tree, 1= presence of gum exudation on the main

468



FuLLy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

La incidencia se evalud con la metodologia pro-
puesta por Acosta-Pérez et al. (2012), seleccionan-
do cinco hileras de cada huerto, 4 a 21 arboles por
hilera y un total de 21 a 50 arboles por huerto. El
porcentaje de incidencia se determind dividiendo el
numero de plantas enfermas entre el total de plan-
tas evaluadas y multiplicadas por 100. La severidad
se evalud mediante escala propuesta por Orozco-
Santos (1995) y modificada por Valle-De la Paz,
que consta de cuatro clases, donde 0= arbol sano,
1= presencia de exudaciones de goma en tronco
principal o en ramas primarias y secundarias, 2=
agrietamiento visible, exposicion de tejidos inter-
nos, en tronco principal o en ramas primarias y se-
cundarias y 3= presencia de cancro bien definido y
muerte descendente de ramas (Figura 2). La severi-
dad se transformo a porcentaje de infeccion (% PI)
con la formula de Townsend y Heuberger (1943).
A los datos se les aplicaron las pruebas de norma-
lidad (Shapiro-Wilk) y homogeneidad de varianza
(Levene y Bartlett) y como no se ajustaron a di-
chos principios, el analisis se realizé con estadisti-
ca no paramétrica, utilizando la prueba de Kruskall
Wallis y la comparacion de medias con la prueba de
Tukey (0=0.05) y p< 0.0001.

Los sintomas observados en arboles de lima per-
sa en Morelos son rajaduras en tallo, exudaciones
de goma (Figura 2 B), cancros en la base del tallo
(Figura 2 E), agrietamiento visible con exposicion
de tejidos internos (Figura 2 C), amarillamiento del
follaje, muerte descendente de ramas y necrosis
descendente en ramas con presencia de puntos ne-
gros (Figura 2 D), que corresponden a los cuerpos
fructiferos (picnidios) del patogeno (Figura 3 E y
F). La enfermedad descendi6 a la base de la rama
anual e invadi6 las ramas secundarias, lo cual coin-
cide con Khanzada et al. (2004), quienes reportan
que en plantas afectadas las ramas nuevas comien-
zan con una marchitez, posteriormente las hojas se
tornan de color marrén y sus margenes se doblan
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trunk or on the primary and secondary branches,
2= visible cracks, exposure of internal tissue, on
the main trunk or on the primary and secondary
branches, and 3= presence of well-defined canker
and dieback of branches (Figure 2). The severity
was converted to percentage of infection (% PI)
using the formula of Townsend and Heuberger
(1943). The resulting data were subjected to tests
of normality (Shapiro-Wilk) and homogeneity
of variance (Levene and Bartlett), but since the
principles were not fulfilled, a nonparametric
statistics analysis was done using the Kruskall
Wallis test and a mean comparison using Tukey’s
test (o= 0.05) and p< 0.0001.

The symptoms observed in Persian lime trees in
Morelos were stem cracks, gum exudation (Figure
2 B), cankers at the stem base (Figure 2 E), visible
cracking with internal tissue exposure (Figure 2 C),
canopy yellowing, dieback of branches, descending
necrosis and black spots on the branches (Figure 2
D), which correspond to the pathogen’s fructiferous
bodies (pycnidia) (Figure 3 E and F). The disease
advanced to the base of the annual branch and
invaded the secondary branches, a fact that is in
agreement with the results obtained by Khanzada
et al. (2004), who reported that new branches of
infected plants start to wilt, and then the leaves
become brown, their margins fold up, dry and fall
off. Under severe conditions, the branches dry one
after another in sequence until the entire tree dies.

Some of the symptoms are similar to those
caused by P. parasitica, particularly gum secretion
and the formation of cankers (Acosta-Pérez et al.,
2012; Vidales, 1982), while Lasiodiplodia spp.
causes dieback of branches, formation of pycnidia,
as well as browning of the vascular tissue of dead
branches (Figure 2). Valle-De la Paz et al. (2019),
based on morphological traits, identified the
Lasiodiplodia sp. genus. The molecular analysis
determined groups of four clades: one for 11
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Figura 2. Sintomas y niveles de dafio de muerte descendente en arboles de lima persa en Morelos. A) 0: Arbol sano; B) 1:
Presencia de exudaciones de goma en tronco principal o en ramas primarias y secundarias; C) 2: Agrietamiento
visible con exposicion de tejidos internos; D y E) 3: Muerte descendente de ramas y cancro bien definido.

Figure 2. Symptoms and levels of damage caused by dieback of Persian lime trees in Morelos. A) 0: Healthy tree; B) 1:
Presence of gum exudation on the main trunk or on the primary and secondary branches; C) 2: Visible cracks,
exposure of internal tissue, on the main trunk or on the primary and secondary branches; D and E) 3: Dieback of
branches and well-defined canker.

hacia arriba, se secan y caen. En condiciones seve-
ras las ramas se secan una tras otra en secuencia,
resultando en la muerte de todo el arbol.

Algunos de estos sintomas son similares a los
que ocasiona P. parasitica, particularmente la se-
crecion de goma y formacion de cancros (Acosta-
Pérez et al., 2012; Vidales, 1982), mientras que
Lasiodiplodia spp. causa muerte descendente de
ramas y la formacion de picnidios, adicionalmente
los tejidos vasculares de ramas muertas se tornan
de color marron (Figura 2). Valle-De la Paz et al.
(2019) con base a caracteres morfoldgicos identi-
ficaron el género Lasiodiplodia sp. El analisis mo-
lecular determiné agrupamiento de cuatro clados;
uno con 11 aislamientos a género Lasiodiplodia sp.
y tres clados a especies, un aislado aline6 para La-
siodiplodia citricola, otro para L. pseudotheobro-
mae'y dos para L. theobromae (Figura 3).

En la Figura 1 se presenta la distribucion de las
especies de Lasiodiplodia, describiéndose por mu-
nicipio muestreado: Cuautla (Lasiodiplodia sp., y
L. theobromae), Tlaltizapan de Zapata (Lasiodiplo-
dia sp. y L. theobromae) y Jantetelco (Lasiodiplo-
dia sp., L. citricola 'y L. theobromae). Mientras que
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isolates of the Lasiodiplodia sp. genus, three clades
for species, one isolate aligned for Lasiodiplodia
citricola, another for L. pseudotheobromae and two
for L. theobromae (Figure 3).

Figure 1 shows the distribution of Lasiodiplodia
species by municipality where the samples were
collected: Cuautla (Lasiodiplodia sp., and L.
theobromae), Tlaltizapan de Zapata (Lasiodiplodia
sp. and L. theobromae) and Jantetelco
(Lasiodiplodia sp., L. citricola and L. theobromae).
L. pseudotheobromae was found only in Coatlan
del Rio, Lasiodiplodia sp. in Ayala, Jonacatepec,
Tepalcingo, Amacuzac and Puente de Ixtla. L.
theobromae was the prevailing species (28.57%),
followed by L. pseudotheobromae (16.07%) and L.
citricola (3.57%). Lasiodiplodia sp. was found in
51.78% of the sampled orchards, which indicates
that new species are likely present.

The mean tests of dieback incidence were
separated in 18 groups with statistical differences
among them. In the group A were the orchards with
the highest percentage of incidence (96.7-100%),
located in the municipalities of Jonacatepec (1
orchard), Coatlan del Rio (2 orchards), Tlaltizapan
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Figura 3. Estructuras de Lasiodiplodia theobromae, L. pseudotheobromae y L. citricola en medio PDA. A) Conidio de
L. theobromae; B) didimospora madura y amerosporas inmaduras de L. theobromae; C) conidios inmaduras
(amerosporas) de L. pseudotheobromae; D) parafisos de L. pseudotheobromae; E y F) picnidios y conidios de L.
citricola; G) conidios de L. citricola. Fotografias tomadas en Microscopio éptico (A, Fy E) 10 X; B, C, Dy G) 100 X.

Figure 3. Lasiodiplodia theobromae, L. pseudotheobromae and L. citricola structures in a PDA medium. A) L. theobromae
conidium; B) L. theobromae mature didymospore and immature amerospores; C) L. pseudotheobromae immature
conidia (amerospores); D) L. pseudotheobromae paraphyses; E and F) L. citricola pycnidia and conidia; G) L.
citricola conidia. Photographs taken under an optical microscope (A, F and E) 10 X; B, C, D and G) 100 X.

en Coatlan del Rio s6lo se encontro a L. pseudothe-
obromae; en Ayala, Jonacatepec, Tepalcingo, Ama-
cuzac y Puente de Ixtla se identifico a Lasiodiplo-
dia sp. La especie predominante fue L. theobromae
con 28.57 %, seguido de L. pseudotheobromae con
16.07% y finalmente L. citricola con 3.57%. En el
51.78% de los huertos muestreados se encontrd a
Lasiodiplodia sp. lo cual indica la probable presen-
cia de especies nuevas.
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de Zapata (2 orchards) and Cuautla (1 orchard). The
following 10 groups included the orchards with
intermediate-high incidence (55.4-88.1%), located
in the municipalities of Jantetelco (2 orchards),
CoatlandelRio (4 orchards), Amacuzac (3 orchards),
Tlaltizapan de Zapata (3 orchards), Puente de Ixtla
(4 orchards), Tepalcingo (3 orchards) and Ayala (1
orchard). In the group EDHIGCF were the orchards
with intermediate incidence (48.1-49.2%), located
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Las pruebas de medias de la incidencia de la
muerte descendente se separaron en 18 grupos, con
diferencias estadisticas entre ellos. En el grupo A
se ubicaron huertos con mayor porcentaje de inci-
dencia, que fue de 96.7 a 100 %, estos se ubicaron
en los municipios de Jonacatepec (1 huerto), Coat-
lan del Rio (2), Tlaltizapan de Zapata (2) y Cuaut-
la (1). En los siguientes 10 agruparon los huertos
que presentaron una incidencia de media a alta,
con porcentajes de 55.4 a 88.1%, ubicandose en los
municipios de Jantetelco (2 huertos), Coatlan del
Rio (4), Amacuzac (3), Tlaltizapan de Zapata (3),
Puente de Ixtla (4), Tepalcingo (3) y Ayala (1). En
el grupo EDHIGCEF se agruparon huertos donde la
incidencia fue media de 48.1 a 49.2%, con ubica-
cion en los municipios de Amacuzac (1), Puente de
Ixtla (1 huerto) y Jantetelco (2). Seguido de cinco
grupos donde la incidencia se presentd de media a
baja de 44.3 a 23.8%, ubicandose en los municipios
de Coatlan del Rio (2), Jantetelco (1), Tlaltizapan
de Zapata (3) y Ayala (1). Finalmente, en el grupo
I se tuvieron los huertos que presentaron la menor
incidencia de la enfermedad con 11.9 a 25.4% y se
ubicaron en los municipios de Tlaltizapan de Zapa-
ta (3 huertos), Ayala (2), Amacuzac (3) y Coatlan
del Rio (1) (Figura 6).

La enfermedad presentd porcentajes de inci-
dencia de 49 a 100%, en 37 de los 46 huertos eva-
luados, de los cuales el 78% de huertos presenta
incidencias que oscilan del 31.8 al 100% (Figura
6), es decir que se observa en todas las areas pro-
ductoras de lima persa del estado de Morelos, don-
de se detectaron factores como la edad de la planta,
manejo agronoémico, podas, fertilizacion, etc., que
predisponen su presencia; sin embargo es impor-
tante destacar que los municipios de Coatlan del
Rio y Tlaltizapan de Zapata estan localizados en
la parte sur-poniente del estado de Morelos, donde
predomina un clima célido, integrado por la pro-
longacion de la zona de pie de monte. El centro
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in the municipalities of Amacuzac (1 orchard),
Puente de Ixtla (1 orchard) and Jantetelco (2
orchards). Then there were five groups of orchards
with low-to-intermediate incidence (44.3-23.8%),
located in the municipalities of Coatlan del Rio
(2 orchards), Jantetelco (1 orchard), Tlaltizapan
de Zapata (3 orchards) and Ayala (1 orchard).
Finally, in the group I were the orchards with the
lowest disease incidence (11.9-25.4%), located
in the municipalities of Tlaltizapan de Zapata
(3 orchards), Ayala (2 orchards), Amacuzac (3
orchards) and Coatlan del Rio (1 orchard) (Figure
6).

The percentage of incidence ranged from 49 to
100% in 37 out of the 46 orchards evaluated, from
which 78% showed a level of incidence ranging
from 31.8 to 100% (Figure 6), which means that
the disease was observed in all the Persian lime
producing areas in the state of Morelos, where
factors that favor the disease were observed,
including age of the plant, agronomic management,
pruning and use of fertilizers, among others.
However, it is important to highlight that the
municipalities of Coatlan del Rio and Tlaltizapan
de Zapata are located in southern-western Morelos,
integrated by the extension of the foothills area
where the weather is warmer. The center of the
location along with the southern mountain accounts
for 60% of the state surface, with 22-26°C annual
average temperature, 34°C maximum temperature
and summer and winter rains up to 900 mm (INEGI,
2018).

The municipality with a lower percentage of
disease incidence was Coatlan del Rio (11.97%),
located in southern-western Morelos, and area
adjacent to Guerrero and the State of Mexico, which
is characterized by a prevailing sub-humid weather
with summer and winter rains A (W). There are also
humid subtropical and hot tropical microclimates
with indefinite winter periods. The average rainfall
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de la entidad conjuntamente con la montafia sur
constituye el 60% de la superficie estatal, donde se
logran temperaturas medias anuales de 22 a 26°C,
temperaturas maximas de 34°C y lluvias predomi-
nantes en los meses de verano e invierno hasta de
900 mm (INEGI, 2018).

El municipio con menor porcentaje de inciden-
cia de la enfermedad fue Coatlan del Rio (11.97 %)
y se localiza al sur poniente del estado, colindando
con Guerrero y el Estado de México, caracterizado
por un clima subhiimedo con lluvias en verano y en
invierno A (W) es el predominante. También se tie-
nen microclimas como el subtropical humedo y el
caluroso tropical con invierno indefinido. La preci-
pitacion promedio es de 1,000 milimetros anuales,
con temperaturas maximas de 34 °C, la media 24
°C y la minima 14 °C. (Enciclopedias municipios y
delegaciones de México, 2018). Estas condiciones
meteorologicas influyen en la infeccion y desarro-
llo de la enfermedad. En este sentido, Picos-Muifioz
et al. (2015) manifestaron que humedades relativas
y temperaturas altas favorecen la aparicion de este
hongo. Ademas, plantearon que puede causar im-
portantes pérdidas econdmicas sobre todo en fru-
tales. Reportan que la fuente de infeccion son la
presencia de plantas enfermas y restos de poda que
quedan tirados en el campo, ademas, es favorecida
por altas temperaturas, lluvias y humedad propor-
cionada por el riego, este factor favorece la expul-
sion de las esporas de los picnidios y se acumulen
en la atmoésfera que rodea el cultivo y suelo (Mu-
hammad, 2009).

La muerte descendente de arboles frutales sus-
ceptibles a la enfermedad puede resultar de la inte-
raccion de este patdgeno con estrés hidrico, suelos
arcillosos, escasa materia organica, elevada can-
tidad de caliza activa, fertilizacién inadecuada,
exceso de riego, alta humedad por sombra exce-
siva, quemadura de sol, presencia de heridas por
causas naturales o por el uso de herramientas de
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1s 1,000 annual millimeters, 34 °C maximum
temperature, 24 °C average and 14 °C minimum
(Enciclopedias Municipios y Delegaciones de
Meéxico, 2018). The meteorological conditions have
an impact on infection and disease development.
In this regard, Picos-Mufioz et al. (2015) indicated
that relative humidity and high temperatures
favor the development of the fungus. The authors
also stated that the fungus can cause important
economic losses, especially in fruit orchards. It has
also been reported that a source of spreading are
infected plants and pruning debris left in the field,
and that high temperatures and moisture provided
by irrigation also favor the disease, because the
latter promotes the release of spores from pycnidia
that then accumulate in the atmosphere surrounding
the crop and the soil (Muhammad, 2009).

Dieback of fruit trees susceptible to the disease
can cause the interaction of the pathogen with water
stress, clay soils, low organic matter, a large amount
of active limestone, inadequate fertilization, excess
irrigation, high moisture caused by excessive
shade, sunburn, wounds from natural causes or
caused by the use of crop cutting tools, pruning
and compacted alkaline soils that hinder root
development, nutrition and airing (Agusti, 2003;
Ko et al., 2004).

The mean tests of dieback severity were
separated in 30 groups with statistical differences
among them (Figure 6). The highest level of
severity (100%) was found in orchards located
in the municipalities of Tlaltizapan de Zapata (1
orchard) and Coatlan del Rio (1 orchard), which
were significantly different from all the orchards
from the group A. The following 14 groups included
the municipalities with 55.5-95%: Tepalcingo (1
orchard), Puente de Ixtla (3 orchards), Ayala (1
orchard), Coatlan del Rio (5 orchards), Tlaltizapan
de Zapata (3 orchards), Amacuzac (3 orchards),
Jonacatepec (1 orchard), Jantetelco (2 orchards)
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corte en la cosecha, podas y suelos compactados
alcalinos que complican el desarrollo radicular, nu-
tricion y aireacion (Agusti, 2003; Ko ef al., 2004).

Las pruebas de medias de la severidad de la
muerte descendente se separaron en 30 grupos, con
diferencias estadisticas entre ellos (Figura 6). La
severidad mas alta (100%), se encontr6 en huer-
tos ubicados en los municipios de Tlaltizapan de
Zapata (1 huerto) y Coatlan del Rio (1), los cua-
les fueron significativamente diferentes a todos
los huertos, correspondiendo al grupo A. En los
siguientes 14 grupos se agruparon los municipios
con porcentajes que van de 55.5 a 95% en los si-
guientes municipios Tepalcingo (1 huerto), Puente
de Ixtla (3), Ayala (1), Coatlan del Rio (5), Tlaltiza-
pan de Zapata (3), Amacuzac (3), Jonacatepec (1),
Jantetelco (2) y Cuautla (1) (Figura 4). Enseguida
se presenta el grupo KEJMIHLGN con una seve-
ridad medias de 50.5 con un huerto del municipio
de Tepalcingo (1), en seguida con 13 grupos pre-
sentaron porcentajes de infeccion de 9.8 a 43.3%
en municipios de Jantetelco (2 huertos), Puente de
Ixtla (2), Coatlan del Rio (2), Amacuzac (4), Tlalti-
zapan de Zapata (5) y Amayuca (1) (Figura 5). Por
ultimo, en el grupo Q se agruparon dos huertos del
municipio de Tlaltizapan de Zapata, los cuales fue-
ron significativamente diferentes con un porcenta-
je de severidad de 3.7 a 5.08 %. Las agrupaciones
anteriores, indica que mas del 71 % de los huertos
evaluados, presentan severidades que van del 30.0
al 100% de porcentaje de infeccion de la enferme-
dad (Figura 6).

Rodriguez (2010) sefiala que la actividad del
hongo se ve favorecida por temperaturas de 24 £26
°C. Mientras que Almaguer et al. (2015) coinci-
den en que especies de Lasiodiplodia son comu-
nes en los tropicos y causan varias enfermedades
en etapas de cultivo como en postcosecha, como L.
theobromae que afecta a principalmente frutales,
donde las lluvias y el viento son factores que
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and Cuautla (1 orchard) (Figure 4). Then was the
group KEJIMIHLGN with 50.5 mean severity in
an orchard in the municipality of Tepalcingo (1),
followed by 13 groups with 9.8-43.3% of infection
in the municipalities of Jantetelco (2 orchards),
Puente de Ixtla (2 orchards), Coatlan del Rio (2
orchards), Amacuzac (4 orchards), Tlaltizapan
de Zapata (5 orchards) and Amayuca (1 orchard)
(Figure 5). Finally, the group Q included two
orchards in the municipality of Tlaltizapan de
Zapata, which were significantly different with a
level of disease severity of 3.7-5.08%. The above-
mentioned groups indicate that the level of infection
severity ranged from 30.0 to 100% in more than
71% of the evaluated orchards (Figure 6).

Rodriguez (2010) points out that the fungus
activity is favored by temperatures of 24+26 °C. While
Almaguer et al. (2015) agrees that Lasiodiplodia
species are common in the tropics and cause several
diseases at crop stages, for example, postharvest, L.
theobromae affects mainly fruit trees in sites where
the rain and the wind are the factors that determine
spore spreading within a cropping area.

The results of this study corroborate that the
highest level of damage produced by Lasiodiplodia
spp. was observed in the municipalities located in
southeast Morelos (Figure 1), aregion characterized
by a semi-warm weather with 800 mm rainfall and
24°C annual average temperature, where the soils
are abundantly irrigated with underground water,
a factor that can be decisive for the fast spreading
of the pathogen, as in the case of other pathogens
in clay soils. Prior to this study, Acosta-Pérez et
al. (2012) pointed out that there was a new disease
in C. latifolia plantations with external symptoms
similar to those of gummosis and that producers
were mistakenly managing it as such. The disease
was found in 44% of C. latifolia plantations with
an average incidence of 10.2% and 1.7-25.0%
interval.
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Figura 4. Severidad (2.4.) de muerte descendente en lima persa (Citrus latifolia) en un huerto de Coatlan del Rio, Morelos.
Figure 4. Severity (2.4) of die back in Persian lime (Citrus latifolia) in an orchard in Coatlan del Rio, Morelos.

determinan la dispersion de las esporas dentro de
las areas de cultivo.

Los resultados del estudio corroboran que la
mayor severidad de dafios producidos por Lasiodi-
plodia spp, ocurren en los municipios ubicados en
el Sureste del estado (Figura 1), caracterizado por
un clima semicalido, con precipitaciones de 800
mm y temperatura media anual de 24°C, donde los
suelos tienen una gran afluencia de aguas subterra-
neas lo que puede ser determinante para la disemi-
nacion rapida de este patdogeno, como ocurre con
otros patogenos en suelos arcillosos. Previo a este
estudio Acosta-Pérez et al. (2012) sefialaron, que,
en plantaciones de C. latifolia, existia una nueva
enfermedad con sintomas externos similares a la
gomosis y que los productores equivocadamente
estaban manejando como tal. Esta enfermedad es-
tuvo presente en el 44% de las plantaciones de C.

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2019

The decrease in citrus area has been attributed
to damage caused by Phythophthora, among other
factors (Acosta-Pérez et al., 2012; Sosa et al., 2015;
Vidales, 1982). However, the preliminary results of
this study show a growing effect with damage up
to level 3, canker and dieback of branches, which
are attributed to several Lasiodiplodia species. The
intensity of dieback varies in the state of Morelos
and within the same municipalities, which shows
that Morelos has the adequate temperature and
moisture conditions, which are ideal for the disease,
in addition to an inefficient management control by
the producers, and that these factors promote the
development and spread of the disease.

The conclusion is that dieback is a disease
associated with several Lasiodiplodia species, such
as Lasiodiplodia citricola, L. pseudotheobromae
and L. theobromae, which cause serious damage
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Figura 5. Severidad (1.6) de muerte descendente en lima persa (Citrus latifolia) en un huerto del municipio de Puente de

Ixtla, Morelos.

Figure 5. Severity (1.6) of die back in Persian lime (Citrus latifolia) in an orchard in the municipality of Puente de Ixtla,

Morelos.

latifolia con una incidencia promedio de 10.2% e
intervalo de 1.7 a 25.0%. La disminucion de la su-
perficie de citricos ha sido atribuida entre otros fac-
tores a los dafios por Phythophthora (Acosta-Pérez
et al., 2012; Sosa et al., 2015; Vidales, 1982). Sin
embargo, estos resultados preliminares, exponen
una afectacion creciente, con dafios hasta grado
3, con presencia de cancro y muerte descendente
de ramas, atribuibles a varias especies de Lasio-
diplodia. La muerte descendente se presenta con
diferentes intensidades en el estado de Morelos y
dentro de los mismos municipios, lo que demuestra
que Morelos cuenta con las condiciones adecuadas
tanto de temperatura y humedad, idoneas para el
desarrollo de esta enfermedad, aunado al mal ma-
nejo por parte del productor, lo que desencadena el
desarrollo y la propagacion de la enfermedad.

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2019

to Persian lime trees given the high levels of
incidence and severity in citrus orchards in the state
of Morelos. It was found in 100% of the orchards
evaluated and this shows the importance of the
disease in reducing the crop profitability.

End of the English version

Se concluye que la muerte descendente es una
enfermedad que se encuentra asociada a varias es-
pecies de Lasiodiplodia tales como: Lasiodiplodia
citricola, L. pseudotheobromae y L. theobromae,
las cuales atacan seriamente a los arboles de lima
persa, presentando incidencias y severidades altas
en los huertos de citricos del estado de Morelos,
encontrandose presente en el 100% de las huertas
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Figura 6. Incidencia y severidad de la muerte descendente asociado al género Lasiodiplodia spp. en huertos de Lima Persa

(Citrus latifolia) en el estado de Morelos.

Figure 6. Level of incidence and severity of dieback associated with Lasiodiplodia spp. genus in Persian lime (Citrus latifolia)

orchards in the state of Morelos.

evaluadas, lo cual refleja la importancia de esta
enfermedad en la reduccién de la rentabilidad del
cultivo.
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Resumen. En el afio 2017 se presentaron diver-
sos brotes de enfermedades causadas por hongos
fitopatégenos en cultivos de zarzamora variedad
“Tupi” (Rubus subgénero Eubatus) de la region
de Los Reyes-Periban, Michoacan. De las plantas
afectadas se realizaron varios cultivos para el aisla-
miento y caracterizacion de hongos fitopatogenos.
En este trabajo, se caracteriz6 morfologica y mo-
lecularmente la cepa fingica AB1, mediante la am-
plificacion y secuenciacion del gen ribosomal 18S

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2019

Abstract. In 2017, there were several outbreaks
of diseases caused by phytopathogenic fungi in
blackberry of the “Tupi” variety (Rubus subgenus
Eubatus) crops in Los Reyes-Periban region,
Michoacan. Fungal isolates were obtained from
symptomatic plants. In this work, the pathogen
AB1 was
characterized. Through BLAST homology searches
of the 18S rRNA marker and the rDNA internal
transcribed spacer region (ITS), the fungi AB1 had

morphological and molecularly

a high identity with fungus of Lasiodiplodia genus
(Lasiodiplodia  theobromae and Lasiodiplodia
parva), additionally, infection of Lasiodiplodia
sp. ABI in blackberry plants was corroborated
in vitro. This is the first report of the isolation of
the phytopathogenic fungus Lasiodiplodia sp. in

blackberry crops.

Key words: Infection, Tupi, Stem rot, Molecular
characterization.
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y la region intergénica (ITS). Los analisis BLAST
mostraron que el aislado fungico AB1 tuvo una
alta identidad con hongos del género Lasiodiplo-
dia (Lasiodiplodia theobromae y Lasiodiplodia
parva), adicionalmente se corrobor6 in vitro la in-
feccion de Lasiodiplodia sp. AB1 en plantulas de
zarzamora. Este es el primer reporte de la presencia
de Lasiodiplodia sp. en cultivos de zarzamora de la
variedad "Tupi”.

Palabras clave: Infeccion, Tupi, Pudricion del ta-
llo, caracterizacién molecular.

El municipio de Los Reyes, Michoacan, Méxi-
co, es el principal productor de zarzamora (Rubus
subgénero Eubatus) en el pais, aportando mas del
80% de la produccion nacional anual, la cual as-
ciende a mas de 260 mil toneladas (STAP-SAGAR-
PA, 2012-2018). El cultivo de zarzamora es afecta-
do por diversas especies de hongos fitopatégenos,
causando pérdidas en la produccién y econdmicas
significativas, hasta un 25% equivalente a 2,540
millones de pesos anuales. Entre las principales
enfermedades que afectan al cultivo de zarzamora
se han reportado el moho gris (Botrytis cinerea),
la roya anaranjada (Arthuriomyces peckianus), la
mancha de la hoja (Cercospora sp.), la antracnosis
(Colletotrichum gloeosporioides), el mildiu (Pero-
nospora sparsa), y la pudricion de la raiz (Fusarium
sp.) (Fernandez-Pavia et al., 2012). Sin embargo,
las condiciones edafo-climaticas cambiantes, como
consecuencia de las practicas agricolas intensivas y
el cambio climatico, han inducido la aparicion de
diversos fitopatogenos emergentes con impactos
negativos en la produccion de cultivos agricolas de
interés econdmico, social y cultural. Por lo tanto, la
correcta identificacion y caracterizacion de dichos
fitopatdgenos emergentes es importante para pro-
poner estrategias de control eficientes.

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2019

The municipality of Los Reyes, Michoacan,
Mexico is the main producer of blackberries (Rubus
subgénero FEubatus) in the country, providing
over 80% of the national yearly production,
which amounts to over 260 thousand tons (SIAP-
SAGARPA, 2012-2018). Blackberry production
is affected by several species of fungi, causing
losses in production, as well as economic losses of
up to 25%, equal to 2,540 million pesos per year.
Among the main diseases that impact blackberry
crops are the gray mould (Botrytis cinerea),
orange rust (Arthuriomyces peckianus), leaf spot
(Cercospora sp.), anthracnosis (Colletotrichum
gloeosporioides), mildew (Peronospora sparsa),
and root rot (Fusarium sp.) (Fernandez-Pavia et
al., 2012). However, soil and weather conditions
that are changing as a consequence of the intensive
agricultural practices and climate change, have
exerted an influence on the appearance of diverse
emerging phytopathogens with negative impacts on
the production of agricultural crops of economic,
social and cultural interest. Therefore, the correct
identification and characterization of said emerging
phytopathogens is important to propose efficient
control strategies.

In 2017, blackberry farms located in the
municipalities of Los Reyes and Periban,
Michoacan (19°32°3.728” N and 102°31°12.503”
W) presented plants in a vegetative state, diseases
with leaf, branch and stem necrosis (with a basipetal
progression), followed by defoliation and the death
of the plant (Figure 1A). These symptoms had
not been described by causal pathogens normally
reported for blackberry crops, therefore affected
plant tissue was gathered, mainly necrotic stems
from 5 plants. The samples gathered were kept in
humid chambers at 4 °C and later transported to the
lab for their immediate analysis in order to identify
the biological agent that caused such symptoms.
For the isolation of the pathogen, the samples
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En 2017, predios comerciales de zarzamora ubi-
cados en los municipios de Los Reyes y Periban,
Michoacan (19° 32” 3.728” N y 102° 31’ 12.503”
O) mostraron plantas en etapa vegetativa, enfer-
mas con necrosis de hojas, ramas y tallos (con una
progresion basipétala), seguido por defoliacion y
muerte de la planta (Figura 1A). Estos sintomas no
habian sido descritos para patdgenos cominmente
reportados en el cultivo de zarzamora, por lo que
se procedio a la colecta de tejido vegetal afectado,
principalmente tallos necréticos de 5 plantas. Las
muestras colectadas fueron preservadas en camaras
htimedas a 4 °C para ser transportadas al laborato-
rio para su analisis inmediato, con el fin de identi-
ficar el agente bioldgico causal de dichos sintomas.
Para el aislamiento del patdégeno, las muestras se
desinfectaron superficialmente con 3 lavados de
cloro al 2% y lavados con agua destilada estéril,
posteriormente se triturd el tejido en un mortero
estéril. Secciones de 0.5 cm fueron sembradas en
cajas de Petri con Agar Dextrosa Papa (PDA),
para favorecer el crecimiento de hongos. Las
cajas de Petri inoculadas se incubaron a 30
°C en obscuridad durante 48 horas. Las colonias
fingicas observadas fueron resembradas bajo las
mismas condiciones de cultivo para la purificacion
de los aislados. Los aislados mostraron un rapido
crecimiento micelial (1.5 cm en 6 h) de color blan-
co (24 h) (Figura 1B), posteriormente tornandose
color negro (=48 h) (Figura 1C). Adicionalmen-
te, se realizaron preparaciones, utilizando azul de
bromofenol (observadas en un microscopio optico)
para determinar las estructuras de reproduccion re-
portadas para el género Lasiodiplodia, tales como:
abundante crecimiento micelial conformado por
hifas y conidios septados maduros (Figura 1D y
1E), ovoides a elipsoides con contenido granular
y apice redondo (Alves et al., 2008). Un aislado
fingico monospdrico, AB1, fue preservado con el
codigo ZPQ1 en la Coleccion de Microorganismos
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were disinfected superficially, washing with 2%
chlorine 3 times, and rinsing with sterile distilled
water; later, the tissue was grinded in a sterilized
mortar. Sections measuring 0.5 cm were planted
in Petri dishes with Potato Dextrose Agar (PDA)
to promote fungal growth. The inoculated Petri
dishes were incubated at 30 °C in the dark for 48
hours. The fungal isolates observed were cultured
under the same growing conditions in order to
purify the isolations, which showed a rapid
mycelial growth (1.5 cm in 6 h), white in color
(24 h) (Figure 1B), and later turning black (=48 h)
(Figure 1C). In addition, preparations were carried
out, using bromophenol blue (observed under an
optic microscope) to determine the reproductive
structures reported for the genus Lasiodiplodia,
such as abundant mycelial growth, composed of
mature septated hyphae and conidia (Figure 1D
and 1E), ovoidal to elliptical in shape, with a grainy
content and an round apex (Alves et al., 2008). A
monosporic fungal isolation, AB1, was stored with
the code ZPQ1 in the Collection of Native Edaphic
and Endophytic Microorganisms-COLMENA (de
los Santos-Villalobos et al., 2018).

The molecular identification of AB1 began
with the extraction of the deoxyribonucleic acid
(DNA) from the mycelium of the fungus (1 mg),
which was placed in 0.2 mL of TES buffer, mixing
the suspension vigorously; next, 5 mg mL"' of K
proteinase were added, along with ammonium
acetate, and it was washed with ethanol at 70%
and isopropanol in ice. Finally, the residual
ethanol was evaporated from the pellet and the
DNA was resuspended in deionized water. The
quality and concentration of the extracted DNA
were verified using an agarose-TAE gel at 1
% and a Thermo Scientific NanoDrop 2000c
spectrophotometer. The fungal DNA extracted was
used for the amplification of the ribosomal RNA
18S gene using the universal oligonucleotides
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Figura 1.

Figure 1.

Aislamiento y caracterizacién morfologica y de infeccion del fitopatégeno Lasiodiplodia sp. AB1. A) Tejido de zar-
zamora necrosado, material del que se obtuvo el aislamiento de Lasiodiplodia sp. AB1. B) Micelio de Lasiodiplodia
sp. AB1 a los S dias de crecimiento. C) Micelio de Lasiodiplodia sp., cepa AB1 a los 10 dias de crecimiento. D) Coni-
dios maduros. E) Porcion del micelio de Lasiodiplodia sp., cepa AB1, teiiido con azul de bromofenol. F) Plantula de
zarzamora var. ‘Tupi’ crecida in vitro. G) Plantula de zarzamora var. ‘Tupi’ infectada con Lasiodiplodia sp., cepa
ABI, las flechas indican zonas necroticas.

Isolation and morphological and infection characterization of the phytopathogen Lasiodiplodia sp. AB1. A) Nec-
rotized blackberry tissue, material obtained from the isolation of Lasiodiplodia sp. AB1. B) Lasiodiplodia sp. AB1
mycelium at S days of growth. C) Lasiodiplodia sp., strain AB1 mycelium after 10 days of growth. D) Mature co-
nidia. E) Portion of the Lasiodiplodia sp., strain AB1 mycelium, stained with bromophenol blue. F) Blackberry var.
‘Tupi’ seedling planted in vitro. G) F) Blackberry var. ‘Tupi’ seedling infected with Lasiodiplodia sp., strain AB1;
arrows indicate nectrotized areas.

Edaficos y Endofitos Nativos-COLMENA (de los NS1 (GTAGTCATATGCTTGTCTC) and NS8
Santos-Villalobos et al., 2018). (TCCGCAGGTTCACCTACGGA); as well as

Para la identificacion molecular de AB1, se par- the intergenic region (ITS) with oligos ITS4
tié de la extraccion del acido desoxirribonucleico (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) and  ITSS
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(ADN) a partir del micelio del hongo (1 mg), el
cual se coloco en 0.2 mL de buffer TES, mezclan-
do vigorosamente la suspension; posteriormente se
adicionaron 5 mg mL"' de proteinasa K, acetato de
amonio y se realizo el lavado con etanol al 70% e
isopropanol en frio. Finalmente, el etanol residual
se evaporod de la pastilla y el ADN se resuspendid
en agua desionizada. La calidad y concentracion
del ADN extraido fue verificada mediante un gel
de agarosa-TAE al 1% y un espectrofotometro Na-
noDrop 2000c de la marca Thermo Scientific. El
ADN flngico extraido se utilizé para la amplifica-
cion del gen 18S RNA ribosomal usando los oli-
gonucleotidos universales NS1 (GTAGTCATAT-
GCTTGTCTC) y NS8 (TCCGCAGGTTCACC-
TACGGA); asi como, la region intergénica (ITS)
con los oligos ITS4 (TCCGTAGGTGAACCT-
GCGQG) e ITS5 (TCCTCCGCTTATTGATATGC)
(Toju et al., 2012). Los amplicones resultantes
fueron analizados por electroforesis en un gel de
agarosa-TAE al 1%; posteriormente fueron purifi-
cados usando el kit The Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System de Promega, para ser secuen-
ciados por una compafiia comercial (Macrogen,
Korea). Las secuencias de ADN obtenidas fueron
analizadas mediante BLAST (https://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi) para obtener la identidad/
afiliacion taxonémica del aislado fingico. La se-
cuencia del gen 18S RNAr del aislado AB1 obteni-
da fue de 1,050 pares de bases (pb) (No. de acceso
NCBI: MG757345.1), dicha secuencia mostrd una
alta cobertura (100%) y similitud (99.52%) con La-
siodiplodia theobromae y Lasiodiplodia parva. La
secuencia ITS tuvo una longitud de 539 pb (No.
de acceso NCBI: MK841036.1), exhibiendo una
identidad del 99.81% con multiples aislados de
Lasiodiplodia theobromae y Lasiodiplodia parva
(Cuadro 1). Lasiodiplodia es un género fingico
que comprende, al menos, 30 especies (Rodriguez-
Galvez et al., 2017), las cuales han sido asociadas a
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(TCCTCCGCTTATTGATATGC) (Toju et al,
2012). The resulting amplicons were analyzed by
electrophoresis in an agarose-TAE gel at 1% and
later purified using the kit The Wizard® SV Gel and
Promega PCR Clean-Up System, to then sequenced
by a commercial company (Macrogen, Korea). The
DNA sequences obtained were analyzed using
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
to obtain the taxonomic identity/affiliation of the
fungal isolate. The sequence of gene 18S RNAr
of the isolation AB1 obtained was 1,050 base
pairs (bp) (NCBI Access num.: MG757345.1).
This sequence displayed a high coverage (100%)
and similarity (99.52%) with Lasiodiplodia
theobromae and Lasiodiplodia parva. The ITS
sequence has a length of 539 bp (NCBI Access
num: MKS841036.1), displaying an identity of
99.81% with multiple Lasiodiplodia theobromae
and Lasiodiplodia parva isolations (Table 1).
Lasiodiplodia is a fungal genus that comprises at
least 30 species (Rodriguez-Galvez et al., 2017),
which have been related to several economically
important diseases in agricultural crops, where the
causal agent is found as a latent endophyte. Based
on the molecular identification of the gene 18S
RNAr and the ITS region ADNr, the AB1 isolation
has been affiliated to the genus Lasiodiplodia sp.,
until further studies are carried out to classify this
isolation at a species level.

In addition, pathogenicity tests were carried
out in the isolation AB1 to corroborate its role
as a causal agent of the symptoms observed in
blackberry plants. To confirm the Koch postulates,
an in vitro infection test was carried out, in which
blackberry seedlings of the “Tupi” variety were
micropropagated, placing three plants per jar,
which were then inoculated 1x10° spores of the
isolation AB1 (control plants were sprayed with
sterile distilled water). The plants were incubated
for 5 days in a Percival AR66L growth chamber at a
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Cuadro 1. Identidad maxima encontrada de las secuencias ribosomales 18S e ITS de la cepa AB1 en el

GenBank.

Table 1. Maximum identity found for sequences 18S and ITS of strain AB1 in the GenBank.

Especie/Cepa

Maxima identidad por 18S RNAr
(ID GenBank)

Maxima identidad por ITS
(ID GenBank)

99.52%
Lasiodiplodia sp. AB1

99.52%

Lasiodiplodia parva
(GQ469913.1)

Lasiodiplodia theobromae
(NG_062745.1)

99.81%
Lasiodiplodia theobromae
(MK530050.1)

99.81%
Lasiodiplodia parva (KX227559.1)

diversas enfermedades de cultivos agricolas de im-
portancia econdmica, en donde dicho agente causal
se encuentra como un endofito latente. Con base en
la identificacion molecular del gen 18S RNAry la
region ITS ADNT, el aislado AB1 ha sido afiliado
al género Lasiodiplodia sp., hasta realizar mas es-
tudios para clasificar este aislado a nivel de especie.

Adicionalmente, se realizaron ensayos de pato-
genicidad del aislado AB1 para corroborar su papel
como agente causal de los sintomas observados en
las plantas de zarzamora. Para confirmar los pos-
tulados de Koch, se realizo un ensayo de infeccion
in vitro, en el cual, se micropropagaron plantulas
de zarzamora de la variedad “Tupi”, colocando tres
plantas por frasco, a las que posteriormente se les
inocularon 1x10° esporas del aislado AB1 (plantas
control fueron asperjadas con agua destilada es-
téril). Las plantas se incubaron por 5 dias en una
camara de crecimiento Percival AR66L, bajo una
temperatura constante de 22 °C y un fotoperiodo
de 16 horas luz y 8 horas obscuridad. Posterior al
tiempo de inoculacidon del aislado ABI1, todas las
plantas inoculadas mostraron sintomas similares a
los observados en los predios comerciales, clorosis,
asi como zonas con necrosis en hoja y tallo. Ade-
mas, la cepa AB1 fue re-aislada y caracterizada de
dichas plantas sintomaticas. Lo anterior demuestra
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constant temperature of 22 °C and a light period of
16 hours and 8 hours of darkness. After the time of
inoculation of isolation AB1, all inoculated plants
displayed similar symptoms to those observed in
commercial farms, chlorosis, as well as areas with
leaf and stem necrosis. Also, strain AB1 was re-
isolated and characterized from the symptomatic
plants. This shows that Lasiodiplodia sp., strain
ABI1 has the ability to infect blackberry var. “Tupi”
plants, the crop it was isolated from (Figures1F and
1G). Additional studies are in process to determine
the pathogenicity in older plants in greenhouses
and its biocontrol with antagonistic bacteria.

In conclusion, based
observations, the molecular characterizations and

on morphological

the compliance with the Koch postulates, it was
possible to identify, for the first time in Mexico —
as far as we know — according to the revision of
technical literature, that the isolation AB1 belongs
to the genus Lasiodiplodia, and is the causal agent
of the symptoms observed in blackberry plants
in commercial farms located in the municipality
of Los Reyes, Michoacan. This information will
provide important information for the integrated
management of this disease, in order to avoid
possible epidemiological outbreaks in the crop, and
economic losses.
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que Lasiodiplodia sp., cepa ABI, tiene la capaci-
dad de infectar plantas de zarzamora var. “Tupi”,
cultivo del que fue aislado (Figura 1F y 1G). Es-
tudios adicionales estan en proceso para determi-
nar la patogenicidad en plantas de mayor edad en
invernadero y su biocontrol con bacterias antago-
nistas.

En conclusion, con base en observaciones mor-
fologicas, la caracterizacion molecular y el cum-
plimiento de los postulados de Koch, se identifico
por primera vez en México -hasta donde sabemos-,
segun la revision de literatura técnica, que el aisla-
do ABI1 perteneciente al género Lasiodiplodia es el
agente causal de los sintomas observados en plan-
tas de zarzamora en predios comerciales ubicados
en el municipio de Los Reyes, Michoacan. Dicha
identificacion proveera informacion de importan-
cia para el manejo integrado de esta enfermedad,
con el fin de evitar posibles brotes epidemiologicos
en el cultivo y pérdidas economicas.
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