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Resumen. En afios recientes, el manchado de
la jamaica inducido por Corynespora cassiicola
amenaza la produccion de calices. El objetivo fue
determinar si algunas cepas bacterianas inhiben el
desarrollo de C. cassiicola in vitro y bajo condicio-
nes de bioespacio. La inhibicion del desarrollo fue
por confrontacion dual de las bacterias: alimentos
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Abstract. 1In
cassiicola induced spotted of roselle threatens

recent years, Corynespora
calyx production. The objective was to determine
if some bacterial strains inhibit the development
of C. cassiicola in vitro and under biospace
conditions. The inhibition of development was
due to the dual confrontation of the bacteria:
food (20), amphibian skin (41), tailings (22), air
(seven) and rhizosphere (10) against the fungus.
Plants of jamaican “Creole” variety were sown and
artificially inoculated with C. cassiicola. From the
beginning of symptoms of the disease, the selected
bacterial strains with the highest percentage of
inhibition were inoculated. AUDPC was evaluated.
Only seven strains inhibited the development of
the fungus in vitro from 62.7 to 100%: Klebsiella
pneumoniae (M10-1 and M10-10), Acinetobacter
Iwoffii (AS), Sphingomonas paucimobilis (NF21),
Serratia marcescens (M13ACD), S. liquefaciens
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(20), piel de anfibios (41), jales mineros (22), aire
(siete) y rizosfera (10) contra el hongo. Se sembra-
ron plantas de jamaica variedad “criolla” y se ino-
cularon artificialmente con C. cassiicola, a partir
del inicio de sintomas de la enfermedad se inocu-
laron las cepas bacterianas seleccionadas con ma-
yor porcentaje de inhibicidon. Se evalu6 la ABCPE.
Solo siete cepas inhibieron del 62.7 al 100% el de-
sarrollo del hongo in vitro: Klebsiella pneumoniae
(M10-1 y M10-10), Acinetobacter Iwoffii (AS),
Sphingomonas paucimobilis (NF21), Serratia mar-
cescens (M13ACD), S. liquefaciens (MSACD) y
Acinetobacter sp. (SH2). En relacion a la severidad
en hojas las cepas M10-1 y M10-10 redujeron el
ABCPE enun 9.5y 12.6%, respectivamente, segui-
do de NF21 (14.5 de ABCPE), el control registro
los mayores niveles (45.7 de ABCPE). Para la se-
veridad en calices, los analisis del ABCPE de todas
las cepas ejercieron control al reducir niveles de
severidad (17.1-8.6 ABCPE).

Palabras clave: control bioldgico, bacterias, hon-
go fitopatogeno, in vitro

En México, la jamaica (Hibiscus sabdariffa),
es un cultivo de importancia econémica, se culti-
va para fines de consumo nacional y exportacion;
el estado de Guerrero es el principal productor
con 14,294 hectareas cultivadas que representan
aproximadamente el 70% de la superficie nacional
(SIAP, 2019).

En afios recientes la enfermedad conocida como
manchado de la jamaica causada por el hongo
Corynespora cassiicola, es capaz de alcanzar una
incidencia del 100% y pérdidas totales del cultivo
(Ortega-Acosta et al., 2015; Ortega-Acosta et al.,
2019), con valores de severidad en hojas y calices
superiores al 50%, con estos niveles de severidad
el producto comercial (calices) generalmente son
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(M8ACD) and Acinetobacter sp. (SH2). Regarding
leaf severity, the M10-1 and M10-10 strains reduced
AUDPC by 9.5 and 12.6%, respectively, followed
by NF21 (AUDPC 14.5), the control registered
the highest levels (AUDPC 45.7). For the severity
in calyces, the AUDPC analyzes of all the strains
exercised control by reducing severity levels (17.1-
8.6 AUDPC).

control, bacterial,

Key words: biological

phytopathogenic fungus, in vitro

In Mexico, roselle (Hibiscus sabdariffa) is an
economically important crop; it is cultivated for
domestic consumption and for export. The state of
Guerrero is the major roselle producer with 14,294
hectares cultivated, which represent approximately
70% of the national area (SIAP, 2019).

In recent years, the disease known as spotted
of roselle, induced by the fungus Corynespora
cassiicola, has reached 100% incidence and caused
the total loss of the crop (Ortega-Acosta et al., 2015;
Ortega-Acosta et al., 2019) with severity values
higher than 50% for leaves and calyces; at this level
of severity, the commercial product (calyces) is
usually discarded thus causing economic losses to
the producers (Ortega-Acosta et al., 2019; Ortega-
Acosta et al., 2020a). In addition to roselle, C.
cassiicola causes severe diseases in diverse crops
such as cotton (Gossypium hirsutum), soybean
(Glycine max), rubber tree (Hevea brasiliensis),
among others, and, worldwide, it has been isolated
from more than 530 plant species (Nghia et al.,
2008; Dixon et al., 2009; Fortunato et al., 2015).

Currently, conventional and
agrochemicals controlling C.
cassiicola (Vawdrey et al., 2008; Ortega-Acosta
et al., 2019; Zhu et al., 2020). However, despite
their effectiveness, the frequent use of these

alternative
are used for
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desechados causando asi pérdidas econdmicas a
los productores (Ortega-Acosta et al., 2019; Orte-
ga-Acosta et al., 2020a). Ademas de la jamaica, C.
cassiicola causa enfermedades severas en diversos
cultivos como algodon (Gossypium hirsutum), soya
(Glycine max), arbol del caucho (Hevea brasilien-
sis), entre otros y a nivel mundial se ha aislado en
mas de 530 especies de plantas (Nghia et al., 2008;
Dixon et al., 2009; Fortunato et al., 2015).

Actualmente el control de C. cassiicola ha sido
con agroquimicos convencionales y alternativos
(Vawdrey et al., 2008; Ortega-Acosta et al., 2019;
Zhu et al., 2020); sin embargo, a pesar de su efica-
cia, el uso frecuente de estas sustancias puede cau-
sar serios problemas ambientales y de salud (Hahn
2014; Ghosal y Hati, 2019; Weber y Hahn, 2019).
Es por ello, una de las alternativas para controlar
de manera sustentable las enfermedades en plantas
es el control biolégico con microorganismos anta-
gonicos, con la finalidad de limitar el desarrollo de
los patoégenos o reducir la severidad de los dafios
en el cultivo (Blakeman y Fokkema, 1982; Kohl et
al., 2019).

En estudios previos de control bioldgico para
disminuir los danos de las enfermedades causadas
por C. cassicola, se han evaluado bacterias como
Pseudomonas flourescens, Bacillus subtilis, B. ce-
reus 'y B. thuringiensis, en cultivos de pepino, ji-
tomate y arbol de caucho (Romeiro et al., 2010;
Rahman et al., 2010; Manju et al., 2019, Kohl et
al.,2019). No se encontraron estudios sobre el con-
trol biologico de la enfermedad del manchado de
la jamaica causada por el hongo. Por lo que, los
objetivos fueron determinar la capacidad de cepas
bacterianas para inhibir el desarrollo de C. cassii-
cola in vitro y evaluar su control en hojas y calices
en condiciones de bioespacio.

Se utilizaron 100 cepas bacterianas del bioban-
co del Laboratorio de Microbiologia Molecular
y Biotecnologia Ambiental de la Universidad
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substances can cause serious environment and
health issues (Hahn 2014; Ghosal and Hati, 2019;
Weber and Hahn, 2019). For this reason, one of
the alternatives for sustainably controlling plant
diseases is the biological control with antagonistic
microorganisms in order to limit the development
of pathogens or reduce the severity of crop damages
(Blakeman and Fokkema, 1982; Ko6hl et al., 2019).

In previous studies about biological control to
reduce disease damages caused by C. cassicola,
bacteria such as Pseudomonas flourescens, Bacillus
subtilis, B. cereus and B. thuringiensis have been
evaluated in cucumber, tomato and rubber trees
(Romeiro et al., 2010; Rahman et al., 2010; Manju
et al., 2019, Kohl et al., 2019). No studies about
the use of biological controls for spotted of roselle
caused by the fungus were found. Therefore, the
objectives of this study were to determine the
ability of bacterial strains to inhibit C. cassiicola
growth in vitro and evaluate their control in leaves
and calyces under biospace conditions.

For the study, 100 bacterial strains from
the biobank of the Molecular Microbiology
and Environment
Autonomous University of Guerrero, were used; the
strains were isolated from diverse environments:
food (20), amphibian skin (41), tailings (22), air (7)
and rhizosphere (10). For in vitro studies, the C.
cassiicola CCHFR strain (GenBank: KM207768),
reported by Ortega-Acosta et al. (2015), was used.
All the bacterial strains were used in antagonistic
in vitro tests based on dual confrontations to select
only those able to inhibit the growth of the CCHFR
strain; the bacteria were identified through micro-
and macroscopic morphology using the Vitek2®
automated system (Vargas et al., 2005) for their
subsequent evaluation in biological control essays
of spotted of roselle under biospace conditions.

The essay to determine the inhibition percent
of mycelial development in vitro consisted of a

Biotechnology Laboratory,
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Autoénoma de Guerrero, aisladas de diversos am-
bientes; alimentos (20), piel de anfibios (41), ja-
les mineros (22), aire (siete) y rizosfera (10). Para
los estudios in vitro se us6 la cepa C. cassiicola
CCHFR (GenBank: KM207768) reportada por
Ortega-Acosta et al. (2015). Todas las cepas bac-
terianas se emplearon para las pruebas antagonicas
in vitro basadas en confrontaciones duales con el
fin de seleccionar solo aquellas capaces de inhibir
el crecimiento de la cepa CCHFR, la identificacion
bacteriana se hizo por morfologia micro y macros-
copica, usando el sistema automatizado Vitek2®
(Vargas et al., 2005), para su posterior evaluacion
en ensayos de control biologico del manchado de la
jamaica en bioespacio.

El ensayo para determinar el porcentaje de in-
hibicion del desarrollo micelial in vitro, consistid
de un fragmento micelial de 1 cm? obtenido de un
cultivo de siete dias de C. cassiicola (CCHFR), co-
locado en el centro de una caja de Petri con agar
PDA (Agar Papa Dextrosa, Difco®), enseguida se
inocularon las bacterias, impregnando discos de
papel filtro estéril de 6 mm con 20 uL de suspen-
sion bacteriana a una densidad de 1x10% UFC mL"!
y se colocaron en cada punto cardinal a una distan-
cia de 2.5 cm del hongo (Petatan-Sagahén et al.,
2011), incubadas a 25+2 °C por 21 dias, como con-
trol negativo se utilizo discos con agua destilada
estéril. Los ensayos por triplicado se aplicaron solo
a las cepas con una inhibicion >50%. Se fotografio
cada ensayo y se utilizé el software ImageJ v.1.8.0
para obtener el area total del desarrollo micelial
(Cuervo-Parral et al., 2011).

El porcentaje de inhibicion del crecimiento mi-
celial se calculo con la siguiente formula:

Inhibicién de crecimiento (%) = (D%CDwxlOO
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mycelial fragment 1 ¢cm? in size obtained from a
seven-day culture of C. cassiicola (CCHFR), which
was placed in the middle of a Petri dish containing
agar PDA culture medium (Potato- Dextrose-
Agar Difco®); then, the bacteria were inoculated
using 6 mm sterile filter paper disks impregnated
with 20 puL of a bacterial suspension at a density
of 1x10* UFC mL", placed at each cardinal point
at a distance of 2.5 cm from the fungus (Petatan-
Sagahon et al., 2011) and incubated at 25+2 °C for
21 days; disks with sterile distilled water were used
as the negative control. The essays in triplicate
were applied only to strains with >50% inhibition.
Photographs of each essay were taken, and the total
area of the mycelial development was obtained
using the Image]J v.1.8.0 software (Cuervo-Parral
etal.,2011).

The percent inhibition of the mycelial growth
was calculated using the following formula:

Growth inhibition (%) = (%)xloo

Where Dc: Mycelial growth of the control plates,
and Dt: Mycelial growth in the Petri dishes treated
(Durairaj et al., 2018).

Since in a preliminary essay under biospace
conditions, the CCHFR strain had a low level of
pathogenicity (data not shown), a sampling in the
field was conducted at El Pericon, municipality
of Tecoanapa, Guerrero, where roselle leaves
with spotted of roselle symptoms were collected
in September 2019, following the methodology
described by Ortega-Acosta et al. (2015); a
pathogenically active C. cassiicola strain called
CCPER4 was isolated and identified.

The vegetal material used consisted of three-
month-old roselle plants of a “Creole” variety, which
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Donde Dc: Crecimiento micelial de las placas con-
trol y Dt: Crecimiento micelial de las cajas de Petri
tratadas (Durairaj ef al., 2018).

En un ensayo preliminar en bioespacio la cepa
CCHEFR presento bajo nivel de patogenicidad (da-
tos no mostrados), por lo anterior se realiz6 un
muestreo en campo en el Pericon, Municipio de
Tecoanapa, Guerrero, para lo cual se recolectaron
hojas de jamaica con sintomas del manchado du-
rante septiembre de 2019, siguiendo la metodo-
logia descrita por Ortega-Acosta et al. (2015); se
aislo e identificd una cepa de C. cassiicola patogé-
nicamente activa denominada CCPER4.

El material vegetal utilizado consistié en plan-
tas de jamaica de la variedad “criolla” con tres me-
ses de desarrollo, la siembra se hizo en macetas de
polietileno (15%25 cm), como sustrato se uso una
mezcla de suelo y composta (1:1). Para la fertili-
zacion se utilizo la formula 45-30-20 de NPK, con
dos aplicaciones (Alejo, 2017). No se realizaron
aplicaciones de productos quimicos para el control
de plagas y enfermedades. Para evaluar el control
biologico de C. cassiicola (CCPER4) se utilizaron
unicamente las siete bacterias con inhibicion del de-
sarrollo micelial >50%, cada cepa fue considerada
como un tratamiento con seis repeticiones, cada re-
peticion consistié de cuatro macetas con plantas de
jamaica (2 plantas/maceta), alojadas bajo un disefio
completamente al azar, la unidad experimental fue-
ron las dos macetas centrales/repeticion, para esto
se preparo e inoculd por aspersion una suspension
bacteriana de 1x10% UFC mL™! sobre planta de tres
meses de edad con un atomizador manual a punto
de goteo. Después de 24 h se prepar6 e inocul6 una
suspension de 2x10° conidios mL"! de C. cassiico-
la (CCPER4) con un atomizador manual, todas las
plantas fueron cubiertas con bolsas de polietileno
transparente durante 72 h. Para el testigo positivo
se asperjaron plantas de jamaica Gnicamente con
conidios de C. cassiicola (CCPER4).
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were sown in polyethylene pots (15%25 cm) using
a mixture of soil and compost (1:1) as substrate.
The plants were fertilized twice using a 45-30-20
of NPK formulation (Alejo, 2017). No chemical
products were applied for controlling pests and
diseases. To evaluate the biological control of C.
cassiicola (CCPER4), only the seven bacteria
which inhibited >50% mycelial development were
used; each strain was considered as a treatment with
six replications; each replication consisted of four
pots with roselle plants (2 plants/pot) arranged in a
completely randomized design, and the experiment
unit consisted of two central/replication pots. For
inoculation, a bacterial suspension of 1x10% UFC
mL"" was prepared and sprayed on three-month-
old plants using a manual sprayer on the point of
dripping. After 24 h, a suspension of 2x10° conidia
mL"! of C. cassiicola (CCPER4) was prepared and
inoculated using a manual sprayer; all the plants
were covered with transparent polyethylene bags
for 72 h. For the positive control, roselle plants
were sprayed only with C. cassiicola (CCPER4)
conidia.

To estimate the severity of the disease induced
by C. cassiicola (CCPER4) in each treatment,
the plants were stratified in three levels (low,
intermediate and high) (Villanueva-Couoh et al.,
2005), and then four leaves or calyces per stratum
were evaluated. To estimate the extent of disease
severity, two diagrammatic scales were used for
leaves: 0=0, 1= (>0-2 to 4), 2=(>4-7 to 12), 3=
(>12-19 to 29), 4= (>29-42 to 57) and 5=(>57-
70 to <100), and for calyces: 0=0, 1=(>0-3 to 5),
2=(>5-10 to 18), 3=(>18-30 to 46), 4=(>46-63
to 77) and 5=(>77-87 to <100) (Ortega-Acosta
et al., 2016). The estimation of the severity was
evaluated from October to November, for leaves,
and from November to December for calyces. Four
evaluations were made to leaves and calyces at six-
day intervals, according to the phenological stage.
The temperature and relative humidity within the
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Las estimaciones de severidad de la enfermedad
inducida por C. cassiicola (CCPER4) sobre cada
tratamiento se realizaron mediante la estratificacion
de las plantas en tres niveles (bajo, medio y alto)
(Villanueva-Couoh et al., 2005), de donde se eva-
luaron cuatro hojas o calices por cada estrato. Las
estimaciones de la severidad se realizaron con dos
escalas diagramaticas que fueron para hojas: 0=0,
1= (>0-2 a 4),2=(>4-7a 12), 3= (>12-19 a 29), 4=
(>29-42 a 57) y 5=(>57-70 a <100) y para calices:
0=0, 1=(>0-3 a 5), 2=(>5-10 a 18), 3=(>18-30 a
46), 4=(>46-63 a 77) y 5=(>77-87 a <100) (Ortega-
Acosta et al., 2016). La estimacion de la severidad
fue evaluada durante octubre a noviembre para
hojas y de noviembre a diciembre para calices. En
hojas y calices se registraron cuatro evaluaciones
a intervalos de seis dias, segun la etapa fenologi-
ca. La temperatura y humedad relativa dentro del
bioespacio fue estimada con un higrotermdgrafo
digital Extech® RHT10.

Los datos obtenidos a partir de las pruebas de
antagonismo in vitro fueron sometidos a un ana-
lisis de varianza y separacion de medias (Tukey,
p=0.01). Con los datos estimados de severidad de
hojas y calices de jamaica, se estimo el Area Bajo
la Curva del Progreso de la Enfermedad (ABCPE)
por cada tratamiento, con base en el método descri-
to por Campbell y Madden (1990), posteriormente
se realizd un analisis de varianza y separacion de
medias (Tukey, p=0.01). Los analisis estadisticos
se realizaron con el paquete estadistico SAS v 9.4.

De todas las 100 cepas evaluadas, siete se se-
leccionaron por obtener >50% de inhibicion de C.
cassiicola (CCHFR). De éstas, la cepa Serratia
marcescens (M13ACD) mostré un 100% de inhi-
bicion (Figura 1, Cuadro 1), y las cepas de Acineto-
bacter Iwoffii (AS), Klebsiella pneumoniae (M10-1
y M10-10), Sphingomonas paucimobilis (NF21),
Serratia liquefaciens (M8ACD) y Acinetobacter
sp. (5H2), mostraron diferencias estadisticas
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biospace were estimated using an Extech® RHT10
digital hygrothermograph.

The data obtained from the antagonism in vitro
tests were subjected to an analysis of variance
(ANOVA) and a separation of means (Tukey,
p=0.01). Using the estimated data of severity in
roselle leaves and calyces, the Area Under the
Disease Progress Curve (AUDPC) per treatment
was estimated based on the method described
by Campbell and Madden (1990), followed
by an analysis of variance and a separation of
means (Tukey, p=0.01). Statistical analyses were
performed using SAS v 9.4 statistical software.

Of the 100 strains evaluated, seven that
inhibited >50% of C. cassiicola (CCHFR) were
selected. Of these, the strain Serratia marcescens
(M13ACD) showed 100% inhibition (Figure 1,
Table 1), and the strains of Acinetobacter Iwoffii
(AS), Klebsiella pneumoniae (M10-1 y M10-10),
Sphingomonas paucimobilis (NF21), Serratia
liquefaciens (M8ACD) and Acinetobacter sp.
(5H2) had statistical differences compared to the
control; these strains were selected for control
essays under biospace conditions (Table 1).

The CCPER4 strain produced dense, compact
and black-greyish mycelium, and straight-to-curve
conidia with short light-brown pseudosepta that
measured 57.0-308.2 x 10-20 um (length x width,
respectively), which are distinctive characteristics
of C. cassiicola (Qi et al., 2011; Ortega-Acosta et
al., 2020b).

The artificial inoculation of C. cassiicola
(CCPER4) induced the spotted of roselle disease
under biospace conditions. The estimated severity
values of AUDPC for spots on roselle leaves and
calyces allowed to determine an effect on disease
reduction in all the bacterial treatments compared
to the control treatment.

However, the effect was differential on leaves
depending on the inoculated bacteria (p=0.01),
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Figura 1. Actividad antagénica en medio PDA después de 21 dias de cultivo a 27+2 °C. A= cepa Serratia marcescens (M13A-
CD) sobre C. cassiicola. B= Tratamiento control (C. cassiicola- CCHFR).

Figure 1. Antagonistic activity in PDA culture medium after 21 days in a culture medium at 27+2 °C. A= Serratia marcescens
strain (M13ACD) in C. cassiicola. B= Control treatment (C. cassiicola- CCHFR).

Cuadro 1. Origen e identificacion de cepas con capacidad antagénica >50% de inhibicién in vitro contra C.
cassiicola y su efecto en la reduccion de la severidad del manchado de hojas y calices de jamaica
en condiciones de bioespacio en Iguala, Guerrero, México.

Table 1. Origin and identification of strains with >50% antagonistic capacity of inhibition in vitro against

C. cassiicola and their effect on severity reduction of spots on roselle leaves and calyces under
biospace conditions in Iguala, Guerrero, Mexico.

Cepa Origen Identificacion® Inhi})ici}’)n (%) Severidad en ’S'everidad en
in vitro hojas (ABCPE?) calices (ABCPE)
SH2 Aire Acinetobacter sp. 69.4dY 26.9bc 13.6b
AS Aire A. lwoffii 62.7¢ 18.8bcd 9.1b
M10-1 Jales mineros K. pneumoniae 66.6ed 9.5d 15.0b
M10-10 Jales mineros K. pneumoniae 75.2¢ 12.6d 13.7b
NF21 Jales mineros S. paucimobilis 80.9b 14.5¢cd 13.1b
MI13ACD  Piel de anfibios S. marcescens 100a 30.7b 17.1b
MBACD Piel de anfibios S. liquefaciens 68.0d 30.9b 8.6b
Control* - - - 45.7a 42.1a

¥ Género y especie identificado. / Genus and species identified.

* Tratamiento control positivo en ensayos en condiciones de bioespacio. / Positive control treatment in trials
under biospace conditions.

Y Medias en la misma columna seguidas de la misma letra, no son significativamente diferentes de acuerdo a la
prueba de Tukey (*=P>0.01). / Means in the same column followed by the same letter are not significantly dif-
ferent according to Tukey’s test (*= P> 0.01).

# Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad. / Area Under the Disease Progress Curve.
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respecto al control; estas cepas fueron selecciona-
das para realizar los ensayos de control en condi-
ciones de bioespacio (Cuadro 1).

La cepa CCPER4 mostr6 micelio denso y com-
pacto, de color negro grisaceo, con conidios rectos
a curvos, con pseudoseptos, cortos, de coloracion
marron claro, con dimensiones de 57.0-308.2 x 10-
20 pm (largo x ancho, respectivamente), caracte-
risticas distintivas de C. cassiicola (Qi et al., 2011;
Ortega-Acosta et al., 2020b).

Con la inoculacion artificial de C. cassiicola
(CCPERA4) se logro6 inducir la enfermedad del ma-
chado de la jamaica en condiciones de bioespacio.
Los valores de severidad estimados del ABCPE del
manchado en hojas y calices de jamaica, permitie-
ron determinar un efecto en la disminucién de la
enfermedad en todos los tratamientos bacterianos
evaluados con respecto al tratamiento control.

Sin embargo, el efecto fue diferencial en hojas
segun la especie de bacteria inoculada (p=0.01), en
cambio en calices, todas mostraron el mismo efec-
to en la reduccion de la severidad comparado con
el tratamiento control (p=0.01). Asi, por ejemplo,
en hojas, los tratamientos inoculados con las ce-
pas M10-1 y M10-10 (K. pneumoniae) mostraron
los menores valores de severidad con 9.5 y 12.6
de ABCPE; mientras que las cepas de NF21 (S.
paucimobilis), AS (A. Iwoffii), SH2 (Acinetobacter
sp.), M13ACD (S. marcescens) y M8ACD (S. li-
quefaciens), mostraron una disminucion de la se-
veridad de ABCPE con valores de 14.5 a 30.9 y, el
tratamiento control registrd la mayor severidad con
42.1 de ABCPE (Cuadro 1).

Por otra parte, en calices, todas las cepas bacte-
rianas mostraron una disminucion significativa de
la severidad con valores entre 8.6 a 17.1 de ABPCE
y fueron estadisticamente similares, pero diferentes
con respecto al control con 42.1 de ABCPE (Cua-
dro 1). Las condiciones de Temperatura y humedad
relativa durante las evaluaciones fueron de 28 °Cy
67% de humedad respectivamente.
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while in calyces, all showed the same effect on
the decrease of severity compared to the control
treatment (p=0.01). For example, in leaves, the
treatments inoculated with the strains M10-1 and
M10-10 (K. pneumoniae) had the lowest severity
values with 9.5 and 12.6 of AUDPC, while the
strains NF21 (S. paucimobilis), A5 (A. Iwoffii), SH2
(Acinetobacter sp.), M13ACD (S. marcescens) and
MSACD (8. liquefaciens) reduced the severity of
AUDPC with values of 14.5 to 30.9, and the control
treatment had the greatest severity with 42.1 of
AUDPC (Table 1).

On the other hand, in calyces, there was a
significant decrease in severity in all the bacterial
strains with AUDPC values between 8.6 and
17.1 and were statistically similar but different
compared to the control with 42.1 of AUDPC
(Table 1). The temperature and relative humidity
conditions during the evaluations were 28 °C and
67%, respectively.

Based on the evaluation of the 100 bacterial
strains, seven had an effect on inhibiting the
development of C. cassiicola (CCHFR) in vitro,
and significantly reduced the severity of spotted
of roselle under biospace conditions. The results
indicate that the studied bacteria have the potential
to be evaluated in further studies as biological
control agents of spotted of roselle under field
conditions and inoculum natural pressure.

Under in vitro conditions, S. liquefaciens
(M8ACD) inhibited 68% of C. cassiicola
(CCHFR) and 100% of S. marcescens (M13ACD),
and was the best under in vitro conditions (Table
1); inhibition can be possibly due to the surfactants
(serrawatina type) produced by the strains (Shekhar
et al.,2015).

Regarding severity on leaves, S. marcescens
(M13ACD) and S. liguefaciens (M8ACD) had 30.7
and 30.9 of ABCPE, respectively. These results
suggest that the Serratia spp. strains had a better
effect in vitro and that this result is similar to that
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A partir de la evaluacion de las 100 cepas bacte-
rianas, siete ejercieron un efecto en inhibir in vitro
el desarrollo de C. cassiicola (CCHFR), las mismas
que lograron reducir significativamente la severi-
dad del manchado de la jamaica en condiciones de
bioespacio. Los resultados indican que las bacterias
estudiadas presentan potencial para ser evaluadas
en trabajos posteriores como agentes de control
biologico de la enfermedad del manchado de la ja-
maica bajo condiciones de campo y presion natural
de indculo.

En condiciones in vitro, S. liquefaciens (M8A-
CD) inhibi6 a C. cassiicola (CCHFR) en un 68%,
S. marcescens (M13ACD) con un 100%, siendo la
mejor en condiciones in vitro (Cuadro 1), la inhi-
bicion posiblemente puede ser causada por la pro-
duccion de biosurfactantes (tipo serrawatina) que
las cepas puedan producir (Shekhar et al., 2015).

En cuanto a la severidad en hojas S. marcescens
(M13ACD) y S. liqguefaciens (MS8ACD) tuvieron
un 30.7 y 30.9 de ABCPE, respectivamente, estos
resultados sugieren que las cepas de Serratia spp.,
muestran un mejor efecto in vitro similar a lo re-
portado por Sabu et al. (2017) quienes describen
al género mencionado capaz de controlar in vitro a
Pythium myriotylum y otros patdgenos en el cultivo
de jengibre (Zingiber officinale); sin embargo, el
efecto ejercido en condiciones de invernadero fue
significativamente menor en comparacion con el
resto de cepas utilizadas (Mustafa et al., 2019).

En cuanto a las cepas de K. pneumoniae (M10-1
y M10-10) fueron las especies con mayor capaci-
dad para reducir la severidad en hojas (Cuadro 1);
sin embargo, en calices el efecto fue similar al resto
de los aislamientos bacterianos. Al respecto, Dey et
al. (2019) evaluaron el efecto de una cepa de Kleb-
siella sp. para el control in vitro e in vivo de la en-
fermedad de pudricion de raiz en cultivos de frijol
negro (Vigna mungo), ellos determinaron un buen
control de la enfermedad, por lo que recomiendan
su uso como agente de biocontrol.

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2020

reported by Sabu et al. (2017), who stated that
the mentioned genus is able to control Pythium
myriotylum in vitro, as well as other pathogens in
ginger crops (Zingiber officinale). However, the
effect exerted under greenhouse conditions was
significantly lower compared to the other strains
used (Mustafa et al., 2019).

Regarding K. pneumoniae strains (M10-1 and
M10-10), these were the species with the greatest
ability to reduce severity on leaves (Table 1), but
in calyces the effect was similar to that of the
other bacterial isolates. In this regard,, Dey et
al. (2019) evaluated the effect of a Klebsiella sp.
strain on in vitro and in vivo control of root rot in
black bean crops (Vigna mungo), and determined a
good control of the disease, and for this reason, the
authors recommend its use as a biocontrol agent.

On the other hand, A. [woffii (AS) inhibited
62.7% of C. cassiicola growth in vitro, which had
an effect similar to that exerted by K. pneumoniae
strains. However, 4. [woffii reduced the disease
severity in leaves with 18.8 of AUDPC, which
was statistically similar to the effect exerted by
strains of K. pneumoniae (M10-1 and M10-10),
S. marcescens (M13ACD) and S. liquefaciens
(M8ACD). In calyces, the severity caused by 4.
Iwoffii showed 9.1 of AUDPC, which was similar
to the other bacterial treatments (Table 1). In this
regard, Trotel-Aziz et al. (2008) mentioned that
this bacterial genus is able to induce resistance
in grapevine plants (Vitis vinifera) and that this
is a way to prevent Botrytis cinerea colonization
and, consequently, reduces damage. Under in
vitro conditions, S. paucimobilis (NF21) showed
80.9% inhibition. Regarding severity in leaves and
calyces, the ABCPE values were 14.5 and 13.1,
respectively. Medina-De la Rosa et al. (2016)
mentioned that this species had an antagonistic
effect on Fusarium sp.

The Acinetobacter sp. (SH2) strain inhibited
69.4% of C. cassiicola and the AUDPC value for
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Por otra parte, 4. Iwoffii (AS) inhibio el 62.7%
del crecimiento de C. cassiicola in vitro, €l cual re-
sulté en un efecto similar al ejercido por las cepas
de K. pneumoniae. Sin embargo, A. Iwoffii ejercid
una reduccion sobre la severidad de la enfermedad
en hojas al registrar una ABCPE de 18.8, siendo es-
tadisticamente similar al efecto ejercido por las ce-
pas de K. pneumoniae (M10-1 y M10-10), S. mar-
cescens (MI3ACD) y S. liquefaciens (M8ACD).
En calices A. lwoffii mostr6 una severidad de 9.1 de
ABCPE, similar al resto de tratamientos bacteria-
nos (Cuadro 1). En este sentido, Trotel-Aziz et al.
(2008), mencionan que este género bacteriano es
capaz de inducir resistencia en plantas de vid (Vitis
vinifera), de esta manera evita la colonizacion de
Botrytis cinerea y por consiguiente la disminucion
del dano. S. paucimobilis (NF21) mostrd en condi-
ciones in vitro una inhibicion de 80.9%. En cuanto
a la severidad en hojas y calices fue de 14.5 y 13.1
de ABCPE, respectivamente. Medina-De la Rosa
et al. (2016) describieron esta especie con efecto
antagonico sobre Fusarium sp.

La cepa Acinetobacter sp. (SH2) logr6 una inhi-
bicion de C. cassiicola en un 69.4% y registr6 una
severidad en hojas de 26.9 de ABCPE la cual fue
similar a S. liguefaciens (M8ACD), y una severi-
dad en calices de 13.6 de ABCPE, estadisticamente
similar al resto de tratamientos bacterianos. Estos
resultados coinciden con lo reportado por otros
autores, quienes mencionan que el uso de bacte-
rias ejerce control de enfermedades causadas por
C. cassiicola (Romeiro et al. 2010; Manju et al.,
2019).

No se encontraron reportes de las especies bac-
terianas evaluadas como agentes de control biolo-
gico de C. cassiicola, por lo que la presente investi-
gacion presenta las primeras evidencias de control
biologico de C. cassiicola causante del manchado
de la jamaica en Guerrero, mediante el uso y aplica-
cion de especies bacterianas como K. pneumoniae,
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severity in leaves was 26.9, which was similar
to that of S. liguefaciens (MS8ACD); the AUDPC
value for severity in calyces was 13.6, which was
statistically similar to the other bacterial treatments.
These results are in agreement with those reported
by other authors, who mention that the use of
bacteria exerts control on diseases caused by C.
cassiicola (Romeiro et al. 2010; Manju et al.,
2019).

No reports of the bacterial species evaluated
as biological control of C. cassiicola agents were
found, and, therefore, this research shows the first
evidences of biological control of C. cassiicola,
the causal agent of spotted of roselle in Guerrero,
by using and applying bacterial species such as
K. pneumoniae, A. Iwoffii, S. paucimobilis, S.
marcescens and S. liquefaciens, isolated from
diverse environments. For this reason, future studies
could focus on the evaluation of these bacteria under
inoculum natural pressure of the spotted of roselle
disease, and also integrate other sustainable control
strategies such as the removal of weed reservoirs
of C. cassiicola (Hernandez-Morales et al., 2018),
rotation with chemical alternatives (Ortega-Acosta
et al.,2019), among others, in order to decrease the
impact of the damage caused by the pathogen in
roselle cropping.

For the study, seven bacteria were isolated
from air, tailings, and amphibian skin with in
vitro antagonistic potential against C. cassiicola,
the causal agent of spotted of roselle. The strains
of M13ACD (S. marcescens) and NF21 (S.
paucimobilis) were the most effective to inhibit
the development of C. cassiicola in vitro with 100
and 80.9% inhibition, respectively. Under biospace
conditions, M10-1 and M10-10 (K. pneumoniae),
were the most effective in reducing the severity of
spotted of roselle with AUDPC values of 9.5 and
12.6, compared to the control treatment (45.7 of
AUDPC). In calyces, the seven strains selected
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A. lwoffii, S. paucimobilis, S. marcescens y S. li-
quefaciens aisladas de diversos ambientes. Por lo
que trabajos posteriores, podrian enfocarse en la
evaluacion de dichas bacterias bajo presion natural
de inoculo de la enfermedad del manchado, ademas
de integrar otras estrategias sustentables de control
como la eliminaciéon de malezas reservorios de C.
cassiicola (Hernandez-Morales et al., 2018), rota-
cion con sustancias quimicas alternativas (Ortega-
Acosta et al., 2019), entre otras, a fin de disminuir
el impacto del dafio ocasionado por el patdégeno en
dicho cultivo.

Se obtuvieron siete bacterias aisladas de aire,
jales mineros y piel de anfibio con potencial an-
tagoénico in vitro frente a C. cassiicola causante
del manchado de la jamaica. Las cepas M13ACD
(S. marcescens) y NF21 (S. paucimobilis) fueron
las mas efectivas para inhibir el desarrollo de C.
cassiicola in vitro con 100 y 80.9% de inhibicion,
respectivamente. En bioespacio, M10-1 y M10-10
(K. pneumoniae), resultaron mas efectivas en redu-
cir la severidad del manchado en hojas al registrar
valores de 9.5 y 12.6 de ABCPE, comparadas con
el tratamiento control (45.7 de ABCPE). En calices
las siete cepas redujeron los niveles de severidad de
la enfermedad con valores de 8.6 a 17.1 de ABCPE,
el tratamiento control registré los mayores niveles
de severidad con 42.1 de ABCPE.
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