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AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE HONGOS ASOCIADOS A CLADODIOS
DE NOPAL CON SINTOMAS DE ENGROSAMIENTO (Opuntia ficus indica (L)

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF FUNGI ASSOCIATED TO CACTUS
PADS WITH SYMPTOMS OF THICKENING (Opuntia ficus indica (L) Mill.).

RESUMEN

El nopal (Opuntia ficus indica (L) Mill.) es
reconocido como la cactacea de mayor
importancia econémica. ElI 59% de la
superficie cultivada con nopal se localiza en
las zonas &ridas y semiaridas de México. Al
nopal lo pueden atacar hongos, bacterias,
virus y fitoplasmas de diferente naturaleza. El
engrosamiento es considerado como la mas
severa y se encuentra distribuida en la
mayoria de las zonas nopaleras de nuestro
pais. Su agente causal se desconoce aunque
se ha especulado la presencia de virus,
fitoplasmas, factores abidticos como la
deficiencia de calcio y desbalances
hormonales. El objetivo de esta investigacion
fue aislar, comparar e identificar hongos
obtenidos de plantas con y sin sintomas de
engrosamiento del cladodio del nopal. La
comparacion se hizo mediante marcadores
moleculares del tipo PCR-RFLP e ISSR y la
identificacion molecular a través de la
secuenciacién de la regién ITS y TEF. Los
resultados arrojaron la presencia de cuatro
tipos de hongos fitopatdgenos pertenecientes
a los géneros: Fusarium, Alternaria, Phomay
Montagnula; distinguiéndose variabilidad
genética al diferenciarlos por los perfiles
generados con las técnicas de RFLPs e ISSR.
La presencia dominante de Fusarium en
cladodios de nopal con engrosamiento sugiere
una relacion con esta enfermedad.

Palabras Clave: RFLPs, ISSR, Fusarium.

! Tesista, 2 Director

L6pez Buenabad G.!, Valadez Moctezuma E.?

ABSTRACT

Opuntia ficus indica (L) Mill. is recognized
as the most economic important cactus. Fifty-
nine % of the area cultivated with nopal is
located in the arid and semiarid areas of
Mexico. Fungi, bacteria, viruses and
phytoplasmas of different nature damage the
cactus. Thickening is considered the most
severe problem and it is present in the most
cacti areas of the country. Its causal agent is
unknown although the presences of viruses,
phytoplasmas, abiotic factors such as calcium
deficiency and hormonal imbalances have
been speculated. The objective of this
research was to isolate, compare and identify
fungi from plants with and without symptoms
of thickening cladode cactus. The comparison
was made by PCR-RFLP and ISSR molecular
markers, and molecular identification through
sequencing of the ITS region and TEF. The
results showed the presence of four types of
phytopathogenic fungi belonging to the
genders: Fusarium, Alternaria, Phoma and
Montagnula; genetic  variability is
distinguished when differentiate the profiles
generated by RFLP techniques and ISSR. The
dominant presence of Fusarium in cactus
pads with thickening suggests a relationship
with the disease.

Key words: RFLP, ISSR, Fusarium.



I. INTRODUCCION GENERAL

El nopal (Opuntia ficus-indica Mill) es una especie nativa del continente Americano
(Bravo-Hollis, 1978) y actualmente tiene distribucién mundial amplia (Patrick, 2004; Reyes
et al., 2004), es reconocida como la cactacea de mayor importancia econdmica (Kiesling,
1999; Nobel et al., 2002) con 3.5 millones de hectareas de nopaleras silvestres y mas de

1.5 millones de hectareas de nopaleras cultivadas.

El 59% de la superficie cultivada con nopal se localiza en las zonas aridas y semiaridas de

México (Flores, 2004).

En el 2013, la superficie nacional sembrada de nopal (forrajero, tuna y nopalito) fue de
84,922 ha, segln datos de la SIAP (2014). En este mismo afio en el estado de México la
superficie sembrada de nopal para verdura y tuna es de 869 ha 'y 16,774 ha respectivamente

con un rendimiento de 93 ton/ha para nopal verdura y 8.19 ton/ha para tuna (SIAP, 2014).

El cultivo de nopal, ya sea con fines de verdura o tuna, implica una serie de practicas
agronoémicas para incrementar los rendimientos, sin embargo el control de plagas y
enfermedades ha sido un factor limitante, dado que no han sido objeto de estudio de manera
significativa en el aspecto cientifico, reflejandose en la escasa literatura reportada para los

aspectos fitosanitarios.

Gutiérrez (1992) y Pimienta (1974) reportaron el engrosamiento de cladodio de nopal,
Chatilla o Nopal macho como una de las enfermedades importantes en este cultivo en el
pais. Los sintomas caracteristicos de la sintomatologia son un crecimiento reducido de la

planta, seguido de un engrosamiento del cladodio y una pérdida gradual del color verde




caracteristico, se reduce la produccién de flores y las que salen, aparecen en la parte plana

del cladodio.

Cano (2012) menciona que en el engrosamiento de cladodio de nopal no se encuentran
presentes virus transmisibles mecanicamente o por los insectos Chelinidea tabulata o
Hesperolabops gelastops (Kirk) debido a que fueron incapaces de transmitir los sintomas.
En cuanto a reguladores de crecimiento este autor detectd que en las plantas con sintomas
de engrosamiento el acido giberélico y acido indolbutirico estaban en desproporcion con
respecto a las de aspecto sano, lo que podria dar una explicacion del engrosamiento, ya que
estas auxinas estan involucradas en la elongacion celular, relacionando su carencia con el

decremento de altura de la planta en general.

Debido a que no se ha establecido que tipo de agentes son los causales del engrosamiento
de nopal y a la necesidad de identificarlos, el objetivo de este trabajo de investigacion fue
aislar, comparar e identificar morfolégica y molecularmente hongos obtenidos de cladodios

de plantas con y sin sintomas de engrosamiento.




1. HIPOTESIS

A través de la comparacion de los perfiles de marcadores moleculares, es factible establecer
diferencias y semejanzas entre los organismos que se comparen; entonces, si se utilizan
técnicas de marcadores genéticos apropiadas sera posible diferenciar a los hongos aislados

de cladodios de nopal.

I11. OBJETIVO GENERAL

Aislar, comparar, caracterizar e identificar hongos asociados al cladodio de plantas de nopal

con sintomas y sin sintomas de engrosamiento.

3.1 Objetivos especificos

1. Comparar y agrupar aislamientos de hongos asociados al cladodio de nopal con
sintomas y sin sintomas de engrosamiento, por su similitud morfoldgica y

molecular.

2. ldentificar los hongos aislados de cladodios de nopal con sintomas de

engrosamiento en base a sus caracteristicas moleculares y morfoldgicas.




IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Origen y distribucion

El género Opuntia y las cactaceas son originarias de América (Granados y Castafieda,
1991). El género Opuntia estd distribuido desde Canada hasta la Patagonia (Chile y
Argentina) con casi 300 especies de cactus. En México se tienen registradas 104 especies y

variedades (Nobel, 1995).

El nopal pertenece a la familia Cactaceae cominmente conocidas como cactaceas o cactus.
Las cactaceas son plantas que caracterizan los paisajes mexicanos, se distribuyen
principalmente en las zonas aridas aunque una gran diversidad de especies se encuentra en
las zonas tropicales, subtropicales y templadas. En México encontramos el mayor nimero
de géneros y especies de toda América. En Mexico se le Ilama nopal a varias especies del

género “Opuntia” de la familia “Cactaceae” (Rios y Quintana, 2004).

Los nopales (Opuntia spp.) estan ampliamente distribuidos y representados en México por
66 especies y 33 variedades o subespecies con gran diversidad genética a nivel inter e

intraespecifica (Bravo-Hollis, 1978).

4.2 Caracteristicas ecologicas

El nopal se encuentra distribuido mayormente en las regiones aridas y semiaridas como los

desiertos. Las condiciones para la vida en un desierto deben obedecer a adaptaciones para




climas con temperaturas extremas, alta radiacion solar, fuertes vientos, poca humedad en el
ambiente y en el suelo, suelos salinos y generalmente arenosos. Aunado a ello, deben
enfrentarse a precipitaciones erraticas o nulas en largos periodos de tiempo. Por lo que el
agua se convierte en un factor limitante en su vida. Las caracteristicas ecoldgicas que
incluyen las morfoldgicas, fisiologicas y bioquimicas del nopal han permitido su
permanencia en estas regiones gracias a que juntas se combinan para lograr una economia

del agua (Nobel, 1999).

4.3 Caracteristicas morfologicas

La morfologia de las plantas del genero Opuntia es variada, pueden ser arbustivas o
arbéreas, con cladodios cilindricos, con o sin espinas pequefias llamadas ahuates y grandes
que son consideradas hojas modificadas. Los frutos pueden ser polispermos, carnosos,
ovoides y con espinas (Granados y Castafieda, 1991). Quizé su caracteristica principal es la
presencia de areolas (Bravo-Hollis, 1978). De cada areola se origina una flor o nopalito, las
flores son autbgamas y solamente abren durante 24 horas (Boke, 1980; Nerd y Mizrahi,
1995; Wang et al., 1997); ademas, la mayor produccion de brotes se presenta en cladodios

de 1 0 2 afios de edad (Bowers, 1996).

4.4 Taxonomia

El género Opuntia ha sido descrito por Philip Miller, publicado en The Gardeners

Dictionary (Gonzélez et al., 2001), de acuerdo a la siguiente clasificacion:




Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Cariophyllydae

Orden: Cariophylllales

Familia: Cactaceae

Subfamilia: Opuntioideae

Tribu: Opuntieae

Género: Opuntia Mill.

4.5 Usos

El nopal tiene diversos usos de tipo antropocéntrico, tales como cerco vivo, conservador del
suelo, clarificante de aguas y materia prima para elaborar artesanias, pinturas, farmacos
diversos, fructosa y pectina (Mondragén y Pérez, 1994; Ochoa, 1997; Cardenas et al., 1998;
Flores, 2004; Saenz, 2004). Para los mexicanos el nopal es una planta de gran tradicion y

un simbolo nacional (Anaya, 2001; Stephen y Arias, 2001; Méndez et al., 2004).

Para Callejas (2007), la industrializacion de la tuna y el nopalito en México es de tipo
semiartesanal, lo que dificulta cumplir los requerimientos que exigen las cadenas

comerciales a sus proveedores y su comercializacién se hace de forma regional, dentro del




area de produccion; sin embargo, la industria mexicana estad considerada como la mas

desarrollada del mundo.

Por su variedad, sabor, aroma y textura Unicos, uno de los usos principales del nopal es el
consumo en fresco del fruto, llamado tuna. Del fruto se pueden obtener directamente jugos
y néctares, bebidas fermentadas y destiladas, licor, dulces, jaleas, mermeladas, fruta

cristalizada, etc., (Sdenz, 2002; Saenz, 2004; Nery et al., 2006).

El uso de los nopalitos se incluye principalmente en la medicina y la alimentacion (Pérez,
1998), por componentes como Vvitaminas, minerales, antioxidantes, fibra dietética,
hidrocoloides y colorantes naturales (Saenz, 2004). Esta verdura se ha convertido en un
alimento muy apreciado, pues ademas de su contenido nutricional, repercute positivamente
en la fisiologia de los humanos y animales que lo consumen, con beneficios a la salud y

prevencion de las enfermedades (Saenz, 2006).

Uno de los principales usos del nopal en el ambito mundial es la utilizacion de las pencas
en la cria de la cochinilla (Dactylopius coccus Costra), es la fuente del pigmento rojo
natural llamado 4&cido carminico, usados en el sector cosmético, farmacéutico,

gastronomico Yy textil; ademas de uso ornamental (Llanderal y Nieto, 1999).

4.6 Importancia mundial

Dado el poder de adaptacion que poseen las opuntias les permite colonizar casi cualquier
medio, registrandose su presencia en diversas partes del mundo como en Argentina,
Australia, Bolivia, Brasil, Colombia, Chile, Espafia, Estados Unidos, Grecia, Guatemala,

Italia y Oriente Medio (Barbera, 1999). Barbera e Inglese (1992) mencionan que la




produccidn italiana lo registra como un cultivo especializado, cultivando 2500 ha de una

sola especie: (Opuntia ficus-indica).

SAGARPA (2015) menciona que para el 2011 los productores de tuna y nopal exportaron
7,200 toneladas al mercado de los Estados Unidos (Los Angeles, Chicago, Detroit, Nueva
York, Mc Allen); 500 toneladas a Canada (Toronto y Montreal); 300 toneladas a Europa

(Alemania, Holanda, Bélgica, Francia e Italia) y 100 a Sudamérica (Chile).

Para el 2013, los principales estados exportadores de tuna fueron Zacatecas, estado de
México y Puebla, para nopal verdura fueron el Distrito Federal, Morelos y Estado de

México (ASERCA, 2015).

Segln Flores et al. (1995) la superficie mundial cultivada con nopal (verdura, tuna,
forrajero y para produccion de cochinilla) fue 1.3 millones ha; Brasil fue el principal pais
productor (36%), seguido de Sudafrica (25%) y México (5%). El uso es 88% para forraje,
5.8% para producir tuna, 5.1% para la cria de cochinillay 1.1 % para producir nopalito. El
principal productor de nopal forrajero es Brasil (41%); de tuna y nopalito México (98% y

63%, respectivamente); y de grana cochinilla, Pert (97%).
4.7 Importancia nacional

En México esta hortaliza ocupa el 8vo lugar dentro del consumo de productos horticolas,
después del tomate rojo, papa, chile verde, cebolla, sandia, melén y tomate verde. Con un
consumo per cépita anual de 8.5 kg (Flores et al., 1995; Sanchez, 2006). Las estadisticas
de produccion nacional de nopal para tuna, forraje y nopal verdura se describen en el

Cuadro 1:




Cuadro 1. Produccion de nopal en México en la modalidad de riego y temporal en el 2013.

Cultivo

Nopal
forrajero
Nopalitos

Tuna

Sup.
Sembrada
(Ha)
15,987.25

13,123.91
55,812.40

Fuente: SIAP, 2014.

4.7.1 Zonas productoras

Sup.
Cosechada
(Ha)

9,461.25

12,520.73
50,822.65

Produccion
(Ton)

140,722.59

786,774.52
487,375.29

Rendimiento
(Ton/Ha)

14.87

62.84
9.59

PMR
($/Ton)

386.41

2,448.17
3,269.36

Valor
Produccion
(Miles de Pesos)

54,377.05

1,926,160.70
1,593,403.84

El mercado de nopalito y tuna se concentra en el Distrito Federal y area metropolitana

(70% de la produccion nacional), siendo el Distrito Federal el principal productor de

nopalito y el Estado de México el principal productor de tuna, seguidos de los estados de

Morelos, Puebla e Hidalgo (Callejas, 2007).

En el cuadro 2 se citan los principales estados productores de nopal forrajero, siendo

Coahuila el productor nimero uno.

Cuadro 2. Estados productores de nopal forrajero en México (riego y temporal) en el 2013

Ubicacion

Aguascalientes
Coahuila
Durango
Jalisco
Michoacén
Nuevo Leodn

Zacatecas

Fuente: SIAP,

Sup.
Sembrada
(Ha)

1,024.50
13,941.75
1.00
19.00
30.00
30.00
941.00

15,987.25

2014.

Sup.
Cosechada
(Ha)

976.50
7,704.75
0.00
19.00
30.00
0.00
731.00
9,461.25

Produccion
(Ton)

33,219.00
82,216.90
0.00
532.00
117.00
0.00
24,637.69

140,722.59

Rendimiento
(Ton/Ha)

34.02
10.67
0.00
28.00
3.90
0.00
33.70
14.87

PMR
($/Ton)

291.64
399.18

0.00
476.77
600.00

0.00
468.61

386.41

Valor
Produccion
(Miles de
Pesos)
9,688.11
32,819.53
0.00
253.64
70.20
0.00
11,545.57
54,377.05




En el centro del pais el principal uso del nopal es como verdura, teniendo al Distrito

Federal y Morelos como las principales entidades productoras de nopal verdura (Cuadro 3).

Cuadro 3. Estados productores de Nopalitos en México (riego y temporal) en el 2013.

Sup. Sup. o . Valor. .
Ubicacion Sembrada Cosechada Produccion Rendimiento PMR Produccion
(Ton) (Ton/Ha) ($/Ton) (Miles de
(Ha) (Ha)
Pesos)

Aguascalientes 203.00 201.00 10,395.08 51.72 1,761.71 18,313.09
Baja California 613.75 608.75 22,816.73 37.48 2,922.93 66,691.75
Baja California 37.50 34.50 249.00 7.22 7,901.20 1,967.40
Sur
Chihuahua 2.00 2.00 18.00 9.00 8,000.00 144.00
Colima 23.00 23.00 321.00 13.96 3,838.01 1,232.00
Distrito 4,331.00 4,331.00 270,064.00 62.36 3,198.20 863,717.56
Federal
Durango 81.18 76.00 2,600.00 34.21 5,585.77 14,523.00
Guanajuato 244.00 241.50 4,995.94 20.69 2,448.93 12,234.69
Guerrero 9.00 9.00 157.18 17.46 4,921.15 773.51
Hidalgo 32.50 32.00 799.70 24.99 3,770.31 3,015.11
Jalisco 736.50 435.50 23,006.23 52.83 3,446.78 79,297.42
Michoacéan 340.00 325.50 9,503.35 29.20 4,455.82 42,345.18
Morelos 3,566.00 3,416.00 326,330.00 95.53 1,785.10 582,530.66
México 869.50 861.50 80,697.35 93.67 2,044.47 164,983.49
Nayarit 46.50 46.50 234.05 5.03 2,629.13 615.35
Nuevo Ledn 2.00 2.00 6.00 3.00 7,000.00 42.00
Oaxaca 96.50 93.00 1,178.19 12.67 4,103.50 4,834.71
Puebla 250.00 235.00 13,714.15 58.36 732.88 10,050.83
Querétaro 34.50 33.50 547.81 16.35 4,445.83 2,435.47
San Luis Potosi 432.00 426.00 1,134.74 2.66 1,057.55 1,200.04
Sinaloa 14.00 14.00 133.50 9.54 3,554.78 474.56
Sonora 136.00 88.00 1,805.70 20.52 5,245.06 9,471.00
Tamaulipas 642.48 605.48 6,727.16 11.11 1,942.70 13,068.87
Tlaxcala 12.00 12.00 126.00 10.50 4,714.29 594.00
Veracruz 21.50 21.50 449.20 20.89 5,268.86 2,366.77
Zacatecas 347.50 346.50 8,764.46 25.29 3,336.00 29,238.26

Fuente: SIAP, 2014.
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Los estados de México y Zacatecas son los principales productores de tuna a nivel nacional

(Cuadro 4).

Cuadro 4. Estados productores de tuna (riego y temporal) en México en el 2013.

Sup. Sup. y o Valor
Ubicacion Sembrada Cosechada Produccion Rendimiento PMR Produccion
(Ton) (Ton/Ha) ($/Ton)

(Ha) (Ha) (Miles de Pesos)
Aguascalientes 769.00 754.00 2,336.60 3.10 2,860.38 6,683.57
Baja California 96.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Sur
Coahuila 131.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Durango 18.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Guanajuato 1,786.50 1,706.50 20,447.60 11.98 2,506.31 51,248.03
Hidalgo 6,255.00 5,339.00 25,465.75 4.77 3,504.54 89,245.76
Jalisco 2,152.00 2,152.00 12,853.20 5.97 3,409.46 43,822.42
Michoacén 3.00 3.00 9.60 3.20 3,400.00 32.64
México 16,774.00 16,774.00 137,312.60 8.19 3,525.25 484,061.17
Nayarit 10.00 10.00 38.96 3.90 3,061.79 119.29
Oaxaca 65.00 41.00 185.84 4.53 3,178.99 590.78
Puebla 4,842.00 4,429.00 75,691.50 17.09 3,759.06 284,528.74
Querétaro 649.00 492.00 1,072.98 2.18 4,632.06 4,970.11
San Luis Potosf 2,696.00 1,657.00 11,413.06 6.89 3,614.81 41,256.01
Tamaulipas 1,500.00 1,430.00 4,290.00 3.00 3,033.80 13,015.00
Tlaxcala 32.00 32.00 232.00 7.25 1,800.00 417.60
Veracruz 22.00 20.00 110.00 5.50 3,500.00 385.00
Zacatecas 18,011.90 15,983.15 195,915.60 12.26 2,924.87 573,027.75

55,812.40 50,822.65 487,375.29 9.59 3,269.36 1,593,403.84

Fuente: SIAP, 2014.

4.7.2 Estado de México

En el estado de México se cultivan 16, 774 ha de nopal para la produccién de tuna y 869.5
ha para nopalito, concentradas principalmente en los municipios de San Martin de las
Piramides, Otumba, Axapusco y San Juan Teotihuacan, con un valor de la produccion de

$ 484,061.00 para tuna y para nopalito de $ 164, 983.00 (SIAP, 2014; Flores et al. 1997).
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4.8 Generalidades del cultivo
4.8.1 Cultivares

En la zona productora correspondiente al estado de Meéxico, Hidalgo y Tlaxcala, el
principal cultivar es Alfajayucan (O. Albicarpa Scheinvar) cuyo rendimiento oscila en 7.3

ton/ha (Flores et al., 1997; Castellanos et al., 1999).

Chapman et al., (2002) reporta que en la region tunera del estado de México, aledafia a San
Juan Teotihuacén se cultivan méas de 7,000 ha con la variedad Reyna. Adicionalmente, en
algunas zonas productoras como San Martin de las Pirdmides, se produce el tipo de tuna
acida llamada “xoconostle”, predominando dos especies ‘“Xoconostle chivo” (Opuntia
oligacantha) y “Xoconostle cuaresmero” (Opuntia matudae) que es la especie mas

difundida y mejor cotizada en el mercado (Cano et al., 1999 y Scheinvar, 1995).

Higuera (1996) hace referencia que en el estado de Puebla los productores de esta zona
tunera basan su produccion en un solo cultivar conocido como “Blanca villanueva”, cuyos
rendimientos son altos (15 a 20 ton/ha). En tanto que en la region centro-norte se distingue
por la explotacion de una amplia diversidad de cultivares en cuanto a tamarfio, color y época
de cosecha: Burrona, Cristalina, Amarilla montesa, Pico chulo, Rojo pelon, Esmeralda,
Gavia, Blanca San José, Alfayuca, Chapeada, Papantdn, Rubi reyna, entre otras de menor

importancia (SAGAR, 1998).
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4.8.2 Método de plantacion

El método de propagacion es asexual siendo el méas practico y sencillo. Puede llevarse a
cabo utilizando pencas completas, fracciones minimas de una penca o conjuntos de dos o

mas pencas (Vazquez, 1981; Cruz, 1982; Pimienta, 1988 y Estrada et al. 1994).

Unos quince dias antes de realizar la plantacion en el terreno se procede a cortar las pencas.
Estas se colocan bajo la sombra para que cicatricen y evitar pudriciones una vez
establecidas en el terreno. El corte debe protegerse aplicandole una pasta bordelesa.
Después del periodo de cicatrizacion se abre un surco de 10 a 15 cm de profundidad

(Garcia 'y Grajeda, 1991).

4.8.3 Densidad de siembra

Para la produccién de nopal verdura (Garcia y Grajeda, 1991) se recomienda que el nimero
de plantas por hectarea deba ser de cuarenta mil plantas. Esto significa que se deja un metro

entre surcos y 25 cm entre plantas.

4.8.4 Riego

Aun cuando la planta de nopal solo vive con el agua de las lluvias, es recomendable aplicar

un riego ligero una vez por mes en los meses de sequia (Garcia y Grajeda, 1991).

4.8.5 Labores culturales

La poda de formacion es una practica que consiste en que una vez que la penca plantada ha
desarrollado su sistema de raices y entra en actividad, se inicia la brotacién de nuevas

yemas, que daran origen a las pencas superiores; sobre estas se desarrollaran los nopalitos
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que se cosecharan para la venta. Se deben seleccionar dos brotes centrales superiores de la
penca inicial a fin de facilitar la cosecha y las limpias. La plantacién debe mantenerse libre

de las malas hierbas (Garcia y Grajeda, 1991).

4.8.6 Cosecha

La cosecha se presenta en los meses de lluvia. Como nopalitos, el mercado acepta brotes de
10 a 15 cm de longitud; pero en ocasiones se prefieren mas pequefios 0 mas grandes
(Garcia y Grajeda, 1991). Para tuna el momento del corte se pueden emplear los siguientes
indices externos: tamafio y llenado de fruto, cambios externos de color, pérdida de los

ahuates, firmeza del fruto y aplanamiento de la cavidad floral (Cantwell, 1995).

4.8.7 Plagas

Borrego y Burgos (1986) consensan las principales plagas del cultivo de nopal (Cuadro 5),

las cuales se presentan en el transcurso del afio, correspondiendo a estados fenoldgicos y

condiciones ambientales.

Cuadro 5. Principales plagas en nopal.

Nombre comun

Picudo barrenador

Barrenador o “torito”

Grana o cochinilla

Gusano cebra

Gusano blanco

Minador del nopal

Barrenador de la unién de las pencas del nopal
Trips

Picudo de las espinas

Picudo de la penca

Chinche gris

Chinche roja

Chinche del fruto

Barrenador de la penca del nopal
Escamas

Nombre cientifico

Metamasius spinolae

Moneilema spp.

Dactylopius opuntiae (Lichstenstein)
Melitara nephelepasa (Dyar)
Laniifera cyclades (Druce)
Maramara opuntiella (Busk)
Metapleura potosi (Busk)
Neohyadatotrips opuntiae (Hood)
Cylindocopturus biradiatus (Champion)
Gerstaeckeria spp

Chellinadea tabulata (Burmeister)
Hesperolabops gelastops (Kirk)
Narnia pallidicornis (Stal)
Aerotypia pleurotella (Walsingham)
Diaspis echinocacti
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4.8.8 Enfermedades

El modo de establecimiento de las nuevas plantaciones de nopal, asi como el deficiente

manejo de los huertos ha propiciado el desarrollo de enfermedades (Osorio y Soto, 1994).

Osorio (1989) describe las siguientes enfermedades en nopal:

4.8.8.1 Pudricion suave o bacteriana

Las pencas afectadas por esta enfermedad se vuelven suaves, viscosas y oscuras, con
exudados rojo amarillentos. La pudricion suave esta limitada al tejido parenquimatoso; la
cuticula y los filamentos vasculares permanecen intactos. En los cladodios afectados se
percibe un olor desagradable. Segun la parte afectada del cladodio, este puede llegar a caer

rdpidamente. Este problema es causado por la bacteria Erwinia caratovora ssp. caratovora.

4.8.8.2 Mancha negra

Inicialmente la enfermedad se ve como una mancha redonda, clordtica, la parte interna del
tejido se vuelve de color verde oscuro y conforme avanza el dafio se torna de color negro
debido a la pudricién de tejidos. Cuando la enfermedad ha avanzado, bajo la epidermis se
observa una pudricién blanda, semiacuosa de color negro. La lesion es circular y mide de
2.5 a 6.0 cm de didmetro. Las manchas pueden atravesar el cladodio y cuando estan secas
en la superficie de las mismas se observan las estructuras del hongo, el tejido dafiado se cae
y se observa una perforacion a través de la penca. Una penca puede tener una o varias

manchas, las cuales, segin su posicion, pueden ocasionar la caida de ésta, o bien un
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debilitamiento de la planta. Se ha encontrado que el causante de la enfermedad puede ser

Macrophomina o Glomerella cingulata (Collectotrichum gloesporoides).

4.8.8.3 Mal de oro

Esta enfermedad se caracteriza por un cambio paulatino en la tonalidad de color verde y
posteriormente del verde al amarillo oro. La importancia de esta enfermedad radica en que
impide la realizacién de la fotosintesis en las pencas afectadas al ser cubiertas por el hongo;
lo que puede traducirse en una reduccion de la produccion si la planta es severamente
afectada. Esta enfermedad es causad por los hongos Alternaria spp. y Hansfordia spp.; no
obstante autores como Chavez et al. (1981) sefialan que Alternaria spp. y Ascochyta spp.

son los causantes del dafo.

Con respecto a enfermedades ocasionadas por virus, Chessin y Lesemann (1972),
mencionan que se presentan en forma natural en cactaceas, estos son el virus Opuntia
Sammons (SOV), virus X de los cactus (CVX), virus cactus 2 (CV2), virus en zygocactus

(ZV), virus cactus del saguaro (SCV).
4.8.8.4 Engrosamiento del cladodio

Uno de los trabajos mas sobresalientes sobre esta enfermedad fue realizado por Garcia
(1967); en dicho trabajo, se consigna por primera vez la presencia del hinchamiento
excesivo de cladodios, la presencia de mosaicos y la proliferacion excesiva de yemas. El
engrosamiento de cladodios fue retomado posteriormente por Pimienta (1974) y Osorio

(1989).
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Esta enfermedad es considerada como la mas severa y se encuentra distribuida en la
mayoria de las zonas nopaleras de nuestro pais. Los sintomas caracteristicos de esta
enfermedad son los siguientes: inicia con el amarillamiento de los brotes de un afio, ademas
estos se presentan en la parte plana del cladodio en lugar del margen, como es lo usual; el
tamano de los frutas y las pencas se reduce (60 y 90%), la planta en general aumenta de
grosor por lo que de ahi deriva su nombre (Figura 1). Dado que los frutos, debido a su
pequefio tamafio, son de forma esférica y de tamafio muy reducido no son comercializados.
En estado avanzado de la enfermedad provoca que disminuya la brotacion. Los cladodios
afectados son de consistencia suave y tiene por lo general el apice atrofiado. Asi mismo,
también es posible observar a la planta dafiada parcialmente; esto es, unos brazos se
observan sanos y otros enfermos. No se ha observado la muerte de las plantas y su agente

causal se desconoce (Osorio, 1989).

Vi ,,.; o\ e

ER O

. Imagen tomada el 24 de

S L

Figura 1. Sintomas del engrosamiento del cladodio en nopal
enero del afo 2014, en la region de San Juan Teotihuacan, Estado de México. Imagen

de la autora.
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Inicialmente, se supuso que su agente causal era un virus, pero los diversos estudios
realizados hasta el momento lo sefialan como un complejo de microorganismos. De acuerdo
a Osorio (1989), estudios realizados a nivel de laboratorio demostraron que esta
enfermedad tiene una alta capacidad infectiva, dado que ha sido posible transmitir los
sintomas de plantas enfermas a plantas sanas; sin embargo, en campo su dispersion es lenta.
Asi mismo no se ha logrado la remisién de los sintomas con tetraciclinas. No obstante se
observaron que después de cuatro afios de manejo y la poda de formacion y sanitaria redujo

la severidad de la enfermedad.

Granata (1995) menciona que algunos autores han sefialado que se trata de micoplasmas,
mientras que otros lo reportan como fitoplasmas, pero es mas posible que esta enfermedad
se establezca a través de un complejo patogénico. En tanto que Felker et al. (2009) sefialan
que el posible agente causal sea un umbravirus y que su transmision puede ser mecanica a

través de afidos aunque se contindan estudios que permitiran confirmar estas afirmaciones.

Cano (2012 ) realizd pruebas de deteccion de auxinas por el método de cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) para determinar la concentracién de hormonas, lo cual
mostré que el acido indol-3-acético (AlIA) es el principal responsable del desorden
fisiolégico, ocasionando el elongamiento celular, lo cual puede dar explicacion del

engrosamiento del cladodio en nopal.

En el estudio de factores bioticos y abidticos relacionados con el engrosamiento del
cladodio de nopal realizado por Ramirez (2013) menciona que las plantas afectadas por el
engrosamiento corresponden a plantas con deficiencias de calcio en el suelo, con

concentraciones menores a 2000 ppm.
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4.9 Herramientas moleculares para la determinacion de la diversidad genética en

hongos fitopatégenos

El conocimiento de la diversidad genética y patogénica de poblaciones de hongos
fitopatdgenos, en el contexto de su &mbito geografico como en el de las interacciones con
sus plantas hospederas, constituyen una informacion de especial relevancia. Su aplicacion
es eficaz en el manejo de estrategias de control integrado de enfermedades en cultivos
agricolas como lo es el uso de cultivares tolerantes o resistentes. Y que su eficacia de estos,
puede verse comprometida por la variabilidad en ocasiones existente en las poblaciones de

patogenos (Pallas et al., 2007).

El desarrollo de metodologias moleculares y su aplicaciéon al estudio de la diversidad
genética de microorganismos fitopatdgenos han permitido superar las limitaciones
inherentes al empleo de procedimientos microbiol6gicos convencionales y ademas han
ubicado el estudio de los hongos fitopatdgenos en un contexto de biologia de poblaciones

(Pallas et al., 2007).

Se han desarrollado y utilizado metodologias basadas en métodos de extraccion de
DNA/RNA tomadas directamente del suelo, microorganismos y plantas infectadas (De
Boer et al., 1995; Mercado-Blanco et al., 2001). El desarrollo de la tecnologia PCR
(polymerasa chain reaction) constituye el paso metodoldgico subsiguiente en los analisis

moleculares (White et al., 1990; Pallas et al., 2007).
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4.9.1 Marcadores

Un marcador es cualquier caracteristica morfologica o molecular de proteinas, enzimas,
RNA o DNA, que permite establecer diferencias entre los organismos o grupo de

organismos que se comparan (Valadez y Kahl, 2000).

4.9.2 Marcadores morfoldgicos

En el caso de microorganismos, los marcadores morfolégicos pueden ser utilizados para
diferenciarlos en cuanto a forma, color de la colonia, tipo de micelio, susceptibilidad a
fagos o antibi6ticos, requerimientos nutricionales entre otros. La desventaja en la
utilizacion de estos marcadores es que la mayoria son afectados por condiciones

ambientales que pueden enmascarar los efectos del gen o genes de interés (Aguilar, 2003).

4.9.3 Marcadores genéticos

Permiten realizar un analisis directo de las translocaciones, inversiones, inserciones o
deleciones en regiones internas del DNA, en secuencias discretas y especificas. Para
obtener marcadores de DNA se usan diferentes métodos para agruparse de manera
convencional en tres categorias. La primera técnica conocida como hibridacion tipo
Southern, tiene el propdsito de explorar las variaciones en la longitud de los fragmentos de
DNA, ocasionados por la restriccién del genoma con algunas endonucleasas en particular.
La segunda categoria agrupa las metodologias basadas en la tecnologia de la reaccion
cadena polimerasa o PCR, la cual utiliza secuencias de oligonucle6tidos que inician la

sintesis in vitro de fragmentos de DNA de longitudes no mayores de 6kb en promedio. La
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tercera categoria involucra metodologias que combina los productos de PCR mas la

hibridacion tipo Southern (Valadez y Kahl, 2000).

4.9.4 Técnicas moleculares

Los microorganismos causantes de enfermedades pueden ser diagnosticadas por la
identificacion de caracteristicas propias, tales como su material genético o proteinas. EIl uso
de técnicas de marcadores moleculares permite el andlisis simultaneo de un gran nimero de
muestras; asi como el disefio de primers especificos para la deteccion e identificacion de

diversos patdgenos de plantas (Valadez y Kahl, 2005).

4.9.4.1 Purificacion del DNA

En términos generales, la purificacion del DNA implica el rompimiento de la estructura que
lo contiene y la eliminacion de cualquier sustancia contaminante o molécula unida a él,
como son las proteinas, las membranas, las sales, etc. Los métodos mas comunes
involucran diferentes pasos de clarificacién con disolventes para eliminar las fracciones
gruesas (membranas y proteinas) y precipitaciones del DNA para la eliminacion de
impurezas mas pequefias. EI método especifico depende del origen del DNA, su tamafio y
su estructura, y también el uso que se le pretenda dar a la molécula purificada (Balbas,

2002).

4.9.4.2 Reaccion Cadena Polimerasa (PCR)

La PCR es una reaccion enzimatica en la cual un segmento de ADN de una region
especifica del genoma de la especie se amplifica de manera ciclica en una mezcla de

reaccion in vitro; lo anterior permite un aumento exponencial del segmento seleccionado de
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ADN, llegando a obtener millones de copias que por cantidad es posible visualizar aun
cuando la secuencia que se busca se encuentre en concentracion muy baja (Saiki et al.,
1988; Balbés, 2002).

La reaccion basica de la PCR comienza con la desnaturalizacién del ADN molde para
separar las cadenas, continGa con el alineamiento de un par de oligonucledtidos con el
ADN entre los dos oligonucleétidos y se sigue con un paso de amplificacion. Luego, se
vuelve a la desnaturalizacion para comenzar un nuevo ciclo (Claros, 1998). Segun la
técnica, se usan uno o dos oligonucledtidos sintéticos (iniciadores), generalmente de entre
10 a 30 pares de bases de longitud y complementarios a la secuencia nucleotidica de los
extremos del ADN o disefiados para hibridar en direccion contraria. El método implica la
ejecucion de una serie repetitiva de ciclos, cada uno de los cuales involucra la
desnaturalizacion del ADN, la union del iniciador a la cadena desnaturalizada y la sintesis,
a partir del iniciador, de una doble cadena mediante la accién de la polimerasa. Lo anterior
resulta en una acumulacion exponencial de un fragmento especifico de ADN (Valadez y

Kahl, 2000).
4.9.4.3 Internal Transcribed Spacer (ITS)

Los genes del rRNA de los eucariontes conocidos como DNA ribosomal o rDNA, se
encuentran como unidades repetidas que estan arregladas en tandem. Estos genes estan
localizados en sitios espaciadores de los genes 18S, 5.8S y 28S rRNA, el espacio transcrito
interno se conoce como ITS1 e ITS2. Estas regiones de DNA permiten diferenciar especies

dentro de un género mediante el analisis de las regiones espaciadoras de los genes del DNA
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ribosomal, pero no son de utilidad para diferenciar al interior de la especie (Guadet et al.,

1989; Riethmuller et al., 2002).

Los ITS, no son regiones codificantes de aminoacidos y por lo tanto estan sujetas a una
elevada variabilidad. Estas regiones generan un importante polimorfismo también dentro de

la misma entidad taxondémica, en particular para género y especie (Guevara, 2007).

4.9.4.4 Polimorfismos de fragmentos de restriccién (RFLP)

La técnica de RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphims) se basa en el uso de
enzimas de restriccion que acttan sobre el DNA y permiten identificar polimorfismos en un
determinado locus. Los alelos detectados vienen definidos por las diferentes longitudes de
los fragmentos de DNA generados por alguna enzima de restriccién. Los RFLP’s han sido
utilizados para la constitucion de mapas de ligamiento, y en estudios de diversidad y
evolutivos, pudiendo los datos generados mediante este tipo de marcador, ser analizados

estadisticamente por diversos metodos (Nei y Kumar, 2000; Pallas et al., 2008).

4.9.4.5 Enzimas de restricciéon

Las endonuclesas de restriccion son enzimas que reconocen secuencias especificas de
nucle6tidos de DNA de doble cadena. La mayoria de las endonuclesas de restriccion
hidrolizan el DNA de un modo reproducible en un punto concreto dentro de una secuencia
de reconocimiento. Generalmente, enzimas diferentes reconoceradn secuencias diferentes

que tienen una longitud de unos 4-6 nucleotidos (Becker et al., 1997).

El andlisis de polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLPs) fue el

primer marcador de DNA utilizado por bi6logos poblacionales (Parker et al., 1998). Este
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método expresa diferencias especificas del DNA que fueron reconocidas por enzimas de
restriccion particulares (endonucleasas). Cada una de las endonucleasas reconoce y corta
solamente una secuencia especifica de bases nitrogenadas en el DNA, siempre y cuando
éstas no estén protegidas (metiladas). Por consiguiente cualquier DNA que no esté metilado
puede ser reconocido y cortado en fragmentos de longitud definida; y cualquier mutacion
dentro de esos sitios, podria cambiar el patron del fragmento y permitir que se detecte un

RFLP al comparar dos 0 mas genomas (Valadez y Kahl, 2000).

4.9.4.6 Inter Simple Sequence Repeats (ISSR)

Los marcadores ISSR son obtenidos con PCR utilizando un solo iniciador o primer, cuya
composicidn esta basada en secuencias repetidas (motif) de dinucleétidos o trinucle6tidos.
El nimero de dinucledtidos o trinucledtidos varia, pero en general consta de al menos 14 de
ellos. Las secuencias de los primers de microsatélites pueden ser anclados con uno o dos

nucledtidos extras en sus extremos 50 3° (Wolfe, 2005).

Los primers anclados son mas especificos, ya que ademas de seleccionar la region
correspondiente al microsatélite, deben complementar las bases adicionales, lo que conlleva
a que la especificidad de los productos seleccionados se incremente, de acuerdo al nimero
de bases que conformen el ancla una vez que los fragmentos de DNA se han sintetizado

(Valadez et al., 2001).

Zietkiewicz et al. (1994) mencionan que los ISSR frecuentemente amplifican de 25 a 50
bandas en una sola reaccion. Este patron caracteristico de productos de PCR se considera la

“huella genética” de cada uno de los individuos analizados.
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Los polimorfismos entre individuos de la misma poblacion pueden detectarse, ya que el
analisis es sensible a la presencia/ausencia del elemento genémico reconocido amplificado

por el primer, o a la longitud de la secuencia intermedia amplificada.

Las bandas de ISSR son consideradas marcadores dominantes. La presencia de la banda
representa el genotipo dominante (homocigo o heterdcigo), mientras que su ausencia

representa el genotipo homaocigo recesivo. Se asume que existen dos alelos por locus.

La ausencia de una banda puede deberse a varios factores: la no existencia de un sitio de
unién completo al primer debido a una mutacién; re-arreglos estructurales en el cromosoma
durante la meiosis; inserciones o deleciones suficientemente grandes como para aumentar

o disminuir el tamario de la banda, de manera que se identifica como un locus diferente.
4.9.4.7 Secuenciacion

En hongos fitopatégenos son frecuentes las comparaciones basadas en los “internal
transcribed spacers” (ITS1 e ITS2) presentes en las regiones espaciadoras de los RNA
ribosomicos (18S, 5.8S y 28S), asi como las secuencias intergenicas (IGS, “intergenic
repeat sequences”) localizadas entre las unidades repetitivas de los genes de rRNA nuclear.
White et al. (1990) disefiaron los primeros iniciadores para la amplificacion mediante PCR
de las regiones ITS de hongos. Aunque estos iniciadores se disefiaron a partir de un nimero
limitado de secuencias, su capacidad como herramienta de deteccién e identificacion ha
qguedado ampliamente demostrada y su utilidad en el analisis de diversidad genética sigue
vigente (Typas et al., 1992; Collins et al.; 2003; Anderson y Cairney, 2004). La utilizacion

de ITS en analisis filogenéticos de hongos es una practica generalizada. Ademas, la
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mayoria de los trabajos realizados en diversos organismos eucariotas indican que las ITS
resultan mas informativas para la reconstruccion filogenética a nivel de género y especie
que otras secuencias génicas (Coleman, 2003). Otras secuencias frecuentemente utilizadas
en la inferencia de filogenia en hongos son las que codifican para la subunidad pequefia del
RNA ribosémico mitocondrial (mtSSU o rns), las regiones codificantes e intrones del factor
de elongacion de la traduccién 1-(EF-1), de la B-tubulina (B-tub), de la histona 3 (H3), de la
actina (Act), de la calmodulina (Cal), del citocromo b mitocondrial (cob) etc., (White et al.,
1990; Carbone y Kohn, 1999; Glass y Donaldson, 1995; O"Donnell et al., 2000; Varga et

al., 2000; Wang et al., 2001).

4.9.4.8 Antecedentes en la identificacion de agentes causales de enfermedades en nopal

El uso de estas o algunas herramientas moleculares para la identificacion de agentes
causales para las enfermedades en nopal son escasas, realizadas estas por lo general solo a
nivel morfolégico. Granata et al. (2006) realizd6 la técnica PCR/RFLPs para la
caracterizacion de fitoplasmas asociados al engrosamiento de nopal. Flores (2012) realiza
la identificacién molecular de hongos asociados a la mancha negra del nopal, para lo cual
extrajo DNA de los hongos aislados para posteriormente amplificar y secuenciar la region
ITS de los mismos, reportando 8 hongos a nivel de género y especie, asociados a esta
enfermedad. Ramirez (2013) realiza un analisis molecular, identificando y aislando
microorganismos de raiz aislados de nopal con y sin sintomas de engrosamiento,
identificando bacterias y hongos, algunos patogénicos y otros con actividad antiflngica,

realizando extraccion de DNA, amplificando la region ITS de los microorganismos aislados
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y realizando una comparacion entre ellos con el uso de marcadores moleculares como

RFLPs, ISSR, RAPDS, ademas de secuenciar la region ITSy TEF.

Sin embargo, en la actualidad no hay mayores reportes del uso de estas herramientas
moleculares en el diagnostico de agentes causales en enfermedades del nopal, siendo la

identificacion morfoldgica la mas recurrida.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Area de estudio

La zona de muestreo de cladodios de nopal con sintomas de engrosamiento fue en el estado
de México, en la regién del valle de Teotihuacan productora de nopal-tuna. Comprendiendo
los municipios de Nopaltepec, Axapusco, San Martin de la Piramides y San Juan

Teotihuacéan (Figura 2), localizada entre los 2270 msnm hasta los 2450.
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Figura 2. Zona de muestreo en el Estado de México.
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5.2 Recolecta de material.

La recolecta se realizd en el mes de enero en parcelas comerciales de nopal tuna. De cada
uno de los municipios se eligieron muestras de acuerdo a la incidencia reportada por Cano

(2012).

Se recolectaron un total de 25 muestras de cladodio, 21 con sintomas de engrosamiento y 4
sin los sintomas visibles. Se colocaron en papel estrasa y se conservaron en un lugar fresco.
Se procesaron en el laboratorio de Biologia Molecular en el departamento de Fitotecnia de

la Universidad Auténoma Chapingo.

5.3 Aislamiento y purificacion de hongos

Los cladodios de nopal se lavaron con agua corriente, posteriormente se cortaron en tres
partes correspondientes a la parte apical, parte media y base del cladodio, de cada parte
obtenida se hicieron 5 cortes de aproximadamente medio centimetro, se colocaron en vasos

de 25 mL con agua destilada; se obtuvieron 125 cortes en promedio.

En la campana de flujo laminar, en condiciones asépticas y con apoyo de un mechero de
alcohol y pinzas de relojero, se llevé el proceso de desinfestacion. Los cortes de cladodio se
sumergieron en una solucién de cloro comercial 25% durante 45 segundos, se les dio un
enjuague con agua destilada estéril y se pasaron a otra solucion alcohol etanol 70% durante
45 segundos posteriormente se les dio otro enjuague con agua destilada estéril y se les quitd
el exceso de humedad con sanitas estériles. Se colocaron los 5 cortes correspondientes a
una seccionen del cladodio en cajas Petri con medio de cultivo PDA (BIOXON®)

acidificado (25 gotas de acido lactico/L), se sellaron y se incubaron a 2°C por
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aproximadamente 72 horas. Se obtuvieron cultivos monoconidiales a partir de punta de hifa

en agar-agua, se transfirieron y conservaron en medio PDA acidificado.

5.4 Caracterizacion fenotipica

Se realizaron preparaciones microscopicas de raspado de micelio de los hongos tefiidos con
lactofenol y &cido lactico, se observaron estructuras para su identificacion; para el caso de
hongos del genero Fusarium primero se hizo la transferencia a medio Agar-Clavel para

generar las estructuras de identificacion.

Para la identificacion morfolégica de los hongos se utilizaron el Illustrated Genera of
Imperfect Fungi (Barnett y Hunter, 1972), el Atlas de Hongos de Semillas y Suelos

(Watanabe, 2002) y The Fusarium Laboratory Manual (Summerell y Leslie, 2006).

5.5 Caracterizacion molecular

5.5.1 Protocolo de extraccién de DNA en hongos.

La extraccion de DNA de los hongos purificados se realiz6 con el protocolo | CTAB con
modificaciones, tomado de Weising et al. (2005). Bajo condiciones de la campana de flujo
laminar y mechero de alcohol se recolectd la mayor cantidad de micelio de las cajas con
medio PDA (0.5 mL) en tubos Eppendorf de 2 mL, se calenté 1 mL de CTAB (CTAB 2%,
1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 1% PVP 40,000, 0.2% -
mercaptoetanol) por muestra a 60 °C, posteriormente se le agregaron 10 uL de B-
mercaptoetanol por muestra. Se incub6 en una camara de agitacion (bafio maria) por una
hora a 60 °C con intervalos de mezcla por inversion cada 10 minutos. Se retird de la cAmara

de agitacion y se le agreg6 1 volumen de alcohol cloroformo-isoamilico (24:1) y se mezcl6
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por inversion durante 10 minutos. Se centrifugd por 10 minutos a 8,000 rpm. El
sobrenadante obtenido se transfirid a un tubo nuevo, al cual se le agreg6 0.6 volumen de
alcohol isopropanol 100%, se mezcld por inversion. Se adicioné 1 mL de etanol 70%, se
agito durante 3 minutos, después se centrifugd por 10 minutos a 8,000 rpm. Se deshecho el
sobrenadante quedando una pastilla, la cual se dejo secar en toallas sanitas. Se agregd
buffer TE (10mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0) 250 pL a 500 pL para despegar la
pastilla y se incub6 a 4 °C por 30 minutos. Se afiadieron 8 uL de RNAsa a una
concentracion de 10 pg/mL, mezclandose e incubandose a 37 °C por una hora. Se agreg6
0.05 volumen de 5M de NaCl, se mezclé por inversion e incubé 10 minutos a 4 °C. Se
centrifugd por 30 minutos a 8,000 rpm. Se observaron dos fases, se transfirié el
sobrenadante a tubo nuevo, se agreg6 1 volumen de isopropanol 100%, se mezcl6é por
inversion y se almaceno a -20 °C por una hora. Se centrifugd 10 minutos a 8000 rpm por 10
minutos. Se deshecho el sobrenadante, se seco la pastilla 'y se disolvio en 100 pL de buffer

TE.

5.5.2 Cuantificacion y calidad de DNA

Los productos de DNA obtenidos del proceso de extraccion se cuantificaron con el
software ND_1000 V.3.5.2 utilizando el equipo NanoDrop espectrofotémetro ND 1000®

(Accesolab S.A. de C.V.) a una longitud de onda de 260 nm.
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5.5.3 Amplificacion de fragmentos

5.5.3.1 Condiciones de PCR-ITS para la amplificacion de DNA ribosomal.

Para la identificacion de los hongos encontrados en cladodios de nopal con sintomas de
engrosamiento se utilizaron los iniciadores (primers) 5HP y NL4 (O Donell et al., 1993)
para amplificar la region ITS, esta combinacion permite obtener fragmentos de hasta 1200

pb cuyas secuencias se muestran en la Cuadro 6.

Cuadro 6. Secuencias de los iniciadores para amplificar region ITS

Iniciador Secuencia (5°-3")
5HP GGA-AGG-AGA-AGT-CGT-AAC-AAG-G
NL4 GGC-CCG-TGT-TTC-AAG-ACG-G

Se realiz6 una amplificacién de PCR con la mezcla de los componentes de reaccion por
muestra, como se indica en la Cuadro 7. La Taq Polimerasa utilizada para las reacciones de

PCR fue GoTag® Flexi DNA (Promega) (5U/ pL).

Cuadro 7. Reacciones PCR-ITS, se realizaron a un volumen de 50 pL.

Reactivos Concentracion Stock Volumen/ Tubo Concentracion Final
Buffer 5 X 10 pL 1 X
MgCl, 25 mM 5 pL 2.5 mM
dNTP’s 500 uM 10 pL 200 uM
Primer 5HP 10 pM 1.5uL 15 pM
Primer NL4 10 pM 1.5uL 15 pM
AGUA* e e e
Taq Polimerasa 5 U 0.3 pL 15 U
DNAY e e +100 ng

*La cantidad de agua utilizada fue la necesaria para aforar a un volumen de 50 pL.

“La cantidad de DNA vari6 dada las concentraciones obtenidas del proceso de extraccion.
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Se utiliz6 un termociclador automético (GeneAmp PCR System 9700 Ampplied
Biosystems) con las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial de 95 °C por 4 min,
35 ciclos (94 °C por 1 min; 58 °C por 1 min; 72 °C por 2 min) y un ciclo de extension final
de 72 °C por 10 min- 4 °C . Los productos de la PCR se visualizaron en geles de agarosa
al 1.2%. Las imagenes fueron documentadas empleando el programa Quantity One (Bio-

Rad®).

5.5.3.2 Electroforesis de la amplificacion

La electroforesis de los productos de PCR se realiz6 en un gel de agarosa al 1.2% se hizo
una mezcla de 4uL de producto de PCR con 4uL de buffer de carga, las muestras se
corrieron en una camara horizontal GIBCO BRL® y un buffer de corrida de Tris-sodio
Acetato-EDTA (TAE) 1X. El tiempo promedio de corrida fue de una hora a 90 Volts.
Pasado el tiempo de corrida, el gel de agarosa se coloc6 en una solucién de bromuro de
etidio (0.5 pg/mL) durante 10 min, después se enjuagd en agua destilada por 10 min (en
recipientes). En seguida se document6 usando un fotodocumentador modelo Universal
Hood II, BIORAD®. Se utiliz6 un marcador molecular con un peso de 1kb marca

GeneRuler™ para la estimacion posterior de pesos moleculares de los productos de PCR.
5.5.3.3 RFLP-ITS

Las enzimas de restriccion seleccionadas fueron aquellas que reconocieron secuencias de
cuatro pares de bases, esto para incrementar la probabilidad de corte en el fragmento
amplificado ITS. Para caracterizar los fragmentos de ITS de los hongos obtenidos con el

par de iniciadores 5HP-NL4, Ramirez (2013), propone utilizar para la digestion las
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siguientes enzimas: Hinf | (Fermentas®), Hhal (Fermentas®) y Haelll (Promega®). Las
condiciones de restriccion fueron de acuerdo a las fichas técnicas proporcionadas por el

fabricante. En todos los casos se utilizaron 5 unidades de enzima en un volumen final de 20

ML.
5.5.3.4 Gel de acrilamida 6%

Para la separacion de los fragmentos amplificados, se utilizd una camara vertical C.B.S.
Scientific CO® modelo MVG-216-33 con una fuente de poder E-C Apparatus
Vorporations®, Modelo EC-105. Los cristales de la caAmara se limpiaron con etanol 70% y
papel Kim Wipes®, y se ensamblaron en forma de sandwich. La preparacion del gel de
acrilamida fue bajo la campana de extraccién de gases y guantes de nitrilo, a una
concentracion de 6% del gel. Para dos placas se colocaron 26 mL de Acrilamida Bis-
acrilamida, 70 mL de agua destilada, 24 mL de buffer TBE 5X (), 840 uL de persulfato de
amonio (APS) al 10% y 75 uL de N, N, N’, N'-Tetramethylethylenediamine (TEMED) en
un aplicador de 100 mL para vaciar la acrilamida en los cristales y se colocd un peine con
50 pozos, dejandolo polimerizar por completo. Una vez polimerizada la acrilamida se
agrego el buffer de corrida TBE 1X y se cargaron con 5 pL de las muestras (mezcladas
previamente con 3 pL buffer de carga) y se corrid a 245 voltios por aproximadamente 1.5 h.
Se utilizaron 2 pL. del marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Promega) y 3 pL

de O"GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas).

Una vez pasado el tiempo de corrida se desarmaron las placas, se despegaron los geles y se
revelaron con las siguientes soluciones en agitacion constante: Solucion fijadora (etanol

10%, &cido acético 1%) durante 10 min y se retird. Posteriormente se agreg6 una solucion
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de tincion de plata (nitrato de plata 0.2%) durante 10 min y se retirg, lavando con agua
destilada por 15 s con la ayuda de una piseta y por ultimo se aplicé la solucion reveladora
(Hidréxido de sodio 3%) con formaldehido (100 puL por cada 100 mL) hasta la
visualizacion de las bandas. Las imagenes fueron documentadas empleando una cémara

digital Samsung®© de 12.1 mega pixeles.

5.5.3.5 PCR-ISSR

Con la finalidad de corroborar el agrupamiento generado con los RFLPs, se generé un
perfil de huellas de DNA mediante ISSR para comparar la similitud entre los hongos en

estudio. El iniciador utilizado se indica en la Cuadro8.

Cuadro 8. Iniciador para PCR-ISSR.

Iniciador Secuencia (5°-3")
(GGAT)4 GGAT-GGAT-GGAT-GGAT

La master mix realizada se muestra en el Cuadro 9. El termociclaje se llevo a cabo con las
siguientes condiciones: 95 °C por 4 min, 35 ciclos (95 °C por 1 min; 55 °C por 1 min; 72

°C por 2 min), y un ciclo de extension final de 72 °C por 10 min- 4 °Cco.

Los productos amplificados se visualizaron en geles de acrilamida 6% como se describid

para el caso de los RFLPs.
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Cuadro 9. Reaccion para PCR-ISSR a un volumen de reaccion 25 a pL

Reactivos Concentracion Stock Volumen/ Tubo Concentracion Final

Buffer 5 X 5 uL 1 X
MgCl, 25 mM 25 L 2.5mM
dNTP’s 500 pM 10 pL 200 uM
Iniciador 10 pM 2 pL 20 pM
AGUA* e e e
Taq Polimerasa 5 U 0.3 uL 15 U
pDNAY e e +100 ng

*|_a cantidad de agua utilizada fue la necesaria para aforar a un volumen de 50 pL. "La cantidad de
DNA vari6 dada las concentraciones obtenidas del proceso de extraccion.

5.5.3.6 Secuenciacién

La secuenciaicobn de DNA se llevé a cabo en las muestras que resultaron diferentes
considerando los datos obtenidos de RFLP e ISSR. Se amplificaron las regiones ITS y del
gen del factor de elongacion de la traduccion lo (EF1la) para las cepas con caracteristicas
morfologicas correspondientes a Fusarium sp., para estas Ultimas se usaron los iniciadores
que se observan en el Cuadro 10 (O Donell et al., 1998), y se utilizo la mezcla de reaccion
mostrada en la Cuadro 11, con las mismas condiciones de termociclaje y revelado

utilizados para la region ITS.

Cuadro 10. Iniciadores para amplificar intrones del gen del factor elongaciéon y de la
traduccion 1o (EF1a).

Gen amplificado Iniciador Secuencia del iniciador (5°-3")a
EFlo- EF1 ATGGGTAAGGARGACAAGAC
¢ EF2 GGARGTACCAGRSATCTCATG
aR=AG; S=CG
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Cuadro 11. Reacciones para amplificar intrones del gen del factor de elongacion de la
traduccion 1o (EF1a), se realizaron a un volumen de 50 puL.

Reactivos Concentracion Stock Volumen/ Tubo Concentracion Final
Buffer 5 X 10 pL 1 X
MgCl, 25 mM 10 pL 2.5 mM
dNTP’s 500 uM 10 pL 200 uMm
Primer EF1 10 pM 1.5uL 15 pM
Primer EF2 10 pM 1.5uL 15 pM
AGUA* e e e
Tag Polimerasa 5 U 0.3 L 15 U
pNAY e e +100 ng

*El agua fue la requerida para aforar a un volumen de 50 pL.

! La cantidad de DNA vari6 dada las concentraciones obtenidas del proceso de extraccion.

Para el proceso de secuenciacidn, es necesario realizar la limpieza de las amplificaciones
que consiste en degradar los nucle6tidos e iniciadores remanentes de la PCR. Este proceso
se llevd a cabo con la enzima SAP/EXO (Shrimp Alakaline Phosphatase y Exonuclease) de
Promega®. La reaccion de limpieza se llevd a cabo bajo las siguientes condiciones
utilizando 2 pL de SAP 1U, 0.2 uL de EXO I, 6.0 uL de agua desionizada y 4 pL de
producto de PCR. La mezcla se incubd durante 1 h a 37 °C y posteriormente 15 min a 72

°C. Después se cuantificd la concentracion de DNA.
5.5.3.7 Reaccidn de secuenciacion.

Para la reaccion de secuenciacion se empled el kit Terminator Ready Reaction V.3.1
(Applied Biosystems) con las siguientes especificaciones: RR mix 2 pL 1x, iniciador

forward/reverse 4 uL a 10 pM, Buffer 5X 3 uL, DNA-PCR necesario para tener una
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concentracion final de la reaccion a 0.2 ng/ul y agua desionizada aforada a un volumen de

reaccion de 20 pL.

Las condiciones de termociclaje fueron 35 ciclos de temperatura de desnaturalizacion 96 °C

10 s, alineamiento 50 °C durante 5 s y de extension 60 °C durante 4 min.

Posteriormente se realizo la precipitacion del DNA, se tomaron 20 uL de la reaccién de
secuenciacion, después se adicionaron 20 pL de agua MiliQ y 60 pL de etanol al 60% (frio)
y se dio vortex, dejandolo reposar por 30 min a temperatura ambiente y obscuridad.
Después se centrifugd la muestra por 20 min a 14 000 rpm. Se inclin6 el tubo y se quitd
completamente la mezcla del alcohol, con ayuda de una pipeta del lado contrario al pellet
(cuidado de no llevarselo). Después se lavo con 250 puL. de etanol al 70% y se centrifugd
por 10 min a 14,000 rpm y se retird nuevamente el etanol. Se dejé secar la pastilla en el
termoblock (90 °C por 1 min.) para quitar el exceso de etanol y se resuspendi6 en 18 pL de
formamida. Se tomaron 9 pL de la reaccion para correr la reaccion en el Secuenciador

3130X Ampplied Biosystems®.

5.5.4 Andlisis de datos

5.5.4.1 Analisis PCR-RFLPs. Este se realiz6 una vez obtenido el perfil electroforético.
Como primer paso se estimo el tamafio de los fragmentos a obtener utilizando como
referencia los marcadores de DNA de peso molecular estandar y la digestion virtual
realizada en el programa BioEdit. Con la informacion de los fragmentos en los geles, se
construyé una matriz binaria de 0 y 1. El O fue asignado cuando una banda estuvo ausente y

el 1 fue asignado cuando una banda estuvo presente. El coeficiente de similaridad de Nei y
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Li/Dice (Nei y Li, 1979) entre las cepas de hongos fue determinado por el analisis de
clusters, mediante el método de agrupamiento UPGMA (Unweigthed pair Group Method
with Arithmetic Mean) en el paquete para andlisis de datos genéticos FreeTree©,
considerando el método de remuestreo bootstrapping con 1000 repeticiones. EI dendograma

fue visualizado en el programa TreeViewX®.

5.5.4.2 Anélisis PCR-ISSR.

El analisis de los perfiles obtenidos se realizé construyendo una matriz binaria (0 y 1) al
igual que en RFLPs. Se utilizé el coeficiente de similaridad de Nei y Li/Dice, el método de
agrupamiento UPGMA con 1000 repeticiones, en el paquete para analisis de datos
genéticos FreeTree© y TreeViewX®©. Para el caso de ISSR se consideraron los fragmentos

que se encontraban entre los 300 y 1500 pb.

5.5.4.3 Andlisis de secuencias

Una vez obtenidas las secuencias de los genes empleados para cada microorganismo, se
editaron empleando el programa BioEdit Secuence Aligment Editor© para alinearlas.

Posteriormente se realizd una comparacion con las secuencias reportadas en el GenBank

mediante el programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

5.5.4.4 Elaboracion de arboles filogenéticos

Los arboles filogenéticos se construyeron con el método estadistico de Mé&xima Parsimonia
(MP) con 1000 repeticiones Bootstrap usando el software Mega 6.05. Se incluyeron cuatro

secuencias tomadas del GenBank, correspondiendo a Fusarium oxysporum, Fusarium
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subglutinans, Alternaria alternata, Phoma sp., Montagnula opulenta y un organismo “out

group” (mismo genero que los organismos analizados).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Aislamientos y purificacion de hongos asociados a cladodios de nopal con y sin

sintomas de engrosamiento.

Como resultado de la recolecta de cladodios de nopal con sintomas tipicos de
engrosamiento se obtuvieron 93 aislados. Dichos aislados mostraron diferentes
caracteristicas morfolégicas macroscopicas y microscopicas, lo cual permitio clasificarlos

en cuatro grandes grupos, correspondiendo cada grupo a un género (Figura 3).

15%

W Fusarium sp.

Alternaria sp.

Montagnula sp.
B phoma sp.

Figura 3. Proporcion de hongos encontrados en cladodios de nopal con sintomas de
engrosamiento en los municipios de San Martin de las Piramides, San Juan Teotihuacan,

Nopaltepec y Axapusco, Estado de México, en enero del afio 2014.

En base a la proporcion de aislamiento de hongos encontrados se observé que hay una
mayor incidencia de organismos pertenecientes al género Fusarium sp. el cual fue
encontrado en todas las areas muestreadas (municipios de San Martin de las Pirdmides, San

Juan Teotihuacan, Nopaltepec y Axapusco, Estado de México), al igual que Alternaria sp.
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y hongos del género Phoma sp. En el caso de Montagnula sp. no se encontr6 en San

Martin de las Piramides.

De las 11 siembras realizadas de cladodios de nopal sin sintomas de engrosamiento, se
obtuvieron dos aislamientos de Fusarium sp., uno de Phoma sp. y otro de Alternaria sp. en

todos los municipios muestreados a excepcion de Nopaltepec.
6.2 Caracterizacion fenotipica

Se observaron diferentes colores de micelio y tipos de crecimiento de las colonias, asi como

las esporas producidas que permitieron la diferenciacion entre géneros.

De acuerdo a Barnett y Hunter (1972) el género Fusarium se distingue por presentar
micelio algodonoso abundante, de coloracion rosa, parpura o amarillo; conidioforos
variables; macroconidios con varias celdas, ligeramente curvado o doblado en los extremos
puntiagudos, tipicamente en forma de canoa y microconidios unicelulares, lo cual coincidio

con los aislamientos obtenidos.

Fusarium subglutinans. De acuerdo con Leslie y Summerell (2006) se observd que en
medio de cultivo PDA el crecimiento del micelio es abundante, inicialmente blanco que se
torna en morado conforme va creciendo, la pigmentacion oscila desde lo incoloro a un
color purpura oscuro que es casi negro, aunque también se obtuvieron coloraciones

amarillentas (Figura 4).
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Figura 4. Coloraciones del micelio de F. subglutinans en medio de cultivo PDA.

Las estructuras que se observaron para su identificacion fueron tomadas de crecimientos en
medio de clavel, los cuales fueron microconidios elipsoidales a fusiforme, producidos en
cabezas secas de polifialides en el micelio aéreo (Figura 5). Esta especie de Fusarium no

forma clamidosporas coincidiendo con lo descrito por Seifert (1996).

Figura 5. F. subglutinans. a) Crecimiento en PDA, b) Microconidios unicelulares hialinos y
macroconidios fusiformes, ¢) Macroconidio con cuatro septas. Microestructuras observadas
en &cido lactico por microscopia de luz con amplificacion de 40X y tomados con una camara

Samsung HD de 16 mega pixeles 5X. Imagen de la autora.
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Fusarium oxysporum. La colonia en PDA exhibié pigmentacion de color rosa y micelio
algodonoso. Microconidios hialinos, elipsoides, no en cadenas, formados en macro fialides
en cabezas falsas en fialides laterales, simples y cortos. Macroconidios hialinos, de tres a
cinco septas con forma de luna, células apicales ligeramente agudas y célula basal en forma
de pie; clamidosporas intercalares (Figura 6). Estas caracteristicas coincidieron con las

descritas por Booth (1971), Nelson et al. (1983) y Burgess et al. (1994).

Figura 6. F. oxysporum a) Coloracion de colonias de 10 dias en medio PDA, b) Macroconidios,
c) Fialides y microconidios, d) Coloracion de colonias de 30 dias en medio PDA e)
Clamidosporas. Microestructuras observadas en acido lactico por microscopia de luz con
amplificacion de 40X y 10X (e), tomados con una cdmara Samsung HD de 16 mega pixeles 5X.

Imé&genes de la autora.
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Alternaria alternata. Coincidiendo con Simmons (2007) este hongo produce abundante
micelio ramificado con septas de color marron dorado. Barnett y Hunter (1972), Watanabe,
(2002) y Taralova et al. (2008) mencionan que se presentan conidioforos palido marrén,
simples o ramificados, relativamente cortos, teniendo conidios concatenados en las partes
fértiles apicales. De 5 a 15 conidios en cadena. Los conidios se desarrollan acropetalmente
de color (oscuro) marron, cilindrico o en forma de huso, con picos cilindricos menudo,
muriforme, se compone de 3-4 (8) y paredes transversales 1-2 paredes longitudinales, lo
cual coincidi6 con lo observado en las cepas obtenidas (Figura 7). Mencionan tambien que
su morfologia y tamafio son variables en diversos aislamientos estudiados pertenecientes a

este mismo hongo.

Figura 7. A. alternata. a) y b) Crecimiento de la colonia en medio PDA, c), d) y e) Conidiéforos
simples con conidios apicales, f) y g) micelio septado. Microestructuras observadas en acido
lactico por microscopia de luz con amplificacién de 40X y tomados con una cdmara Samsung

HD de 16 mega pixeles 5X. Imégenes de la autora.
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Phoma sp. El aspecto de la colonia es algodonoso, de coloraciones que varian en sus
tonalidades de color olivo, gris, amarillo y marrén dependiendo de la edad y condiciones
del cultivo (Figura 8), esto conforme a lo descrito por Aveskamp et al. (2009) y Chande

(2010).

Figura 8. Coloraciones y crecimiento de colonias de Phoma sp. en medio PDA.

El género presenta picnidios globosos, subglobosos, en forma de disco, ostiolo visible:
peridio marrén oscuro, pseudoparenquimatoso. Los conidios hialinos, elipsoidales,
unicelular. Las clamidosporas solitarias, de color marron oscuro, granulado y de paredes
gruesas. P. glomerata presenta clamidosporas marron oscuro, subglobosos, muriforme con
septas transversales y longitudinales en lugar de septas irregulares, estas se asemejan a los
conidios del género Alternaria. En tanto que P. medicaginis las clamidosporas son de color
marron, globosas y en cadena, mismas que se observan en la figura 9, correspondiendo a lo

descrito por Watanabe (2002) y Webster et al. (2007).
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Figura 9. Phoma sp. a) Colonia en PDA, b) Clamidosporas solitarias y en cadena.
Microestructuras observadas en acido lactico por microscopia de luz con amplificacion de

40X y tomados con una cadmara Samsung HD de 16 mega pixeles 5X. Iméagenes de la autora.

Montagnula sp. Crous y Johannes (2012) describen para M. aloe colonias discontinuas,
con micelio aéreo moderado; en PDA el crecimiento es lento, llegando a sélo 25 mm de
diametro después de 3 semanas, con micelio aéreo escaso y los margenes de plumas,
coloracién canela, canela con manchas, y rosas, coincidiendo con las colonias como se

observa en la figura 10.
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Figura 10. M. opulenta a) Colonias en medio PDA, b) Micelio desarrollado, c) Pseudotecio, d)
Ascas octosporicas y ascosporas. Microestructuras observadas en acido lactico por
microscopia de luz con amplificacion de 10X (pseudotecio) y 40X. Tomados con una camara

Samsung HD de 16 mega pixeles 5X. Imagenes de la autora.

Forma pseudotecios gregarios; al madurar el ostiolo es errumpente; el pseudotecio es
globoso o piriforme, de color negro. Ascas cilindrico-claviformes, octosporicos, con un pie
largo. Pseudoparéafisis filiformes, abundantes, septadas, hialinas y en apariencia.
Ascosporas anchamente elipsoidales u ovoides, con un septo transversal central,

constrictas, asimétricas, con la mitad anterior globosa, redondeada y mas ancha que la
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posterior; de color pardo palido, se oscurecen al madurar; episporio ornamentado con
diminutas verrugas, lo que se observd segin Aptroop (1995), Lépez (2000), Crous VY.

Johannes (2012).
6.3 Caracterizacion molecular
6.3.1 Extraccion de DNA

La cantidad de DNA resultante de los aislamientos procesados fue de 10.45 a 218 ng/uL
con una calidad de 1.3 a 1.95 (Abs. 260/280), esto fue obtenido con el protocolo | CTAB

con modificaciones, tomado de Weising et al. (2005).
6.3.2 Amplificacion de fragmentos ITS

La amplificacion de la region ITS mostr6 fragmentos entre 1000 y 1300 pb

aproximadamente (Figura 11).

M 1 2 12 16 17 19 20 23 25 M 80 82 84 86 87 8890100103

1Kb
1500 pb -
1000 pb b e vl

M 107 108 109 110 M 58 101 104 105 106

1Kb

1500 pb
1000 pb

1Kb

1500 pb
1000 pb

Figura 11. Gel de agarosa al 1.2% revelando fragmentos de 1000 a 1300 pares de bases (pb)
aproximadamente del producto de PCR de la region ITS amplificado del DNA de hongos con

los iniciadores NL4 y 5HP.
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Se observé una ligera oscilacion entre el peso molecular de los fragmentos obtenidos, de tal
forma que algunos estan mas cercanos a los 1000 pb correspondiendo al género Fusarium
segun sus caracteristicas morfolégicas (muestra 87, 100 y 106) y coincidiendo con lo
encontrado por Ramirez (2013), mientras que las muestras de los géneros Phoma,
Alternaria y Montagnula tuvieron un peso molecular promedio de 1300 pb (80, 84 y 101).
Lo cual nos sugiere la existencia de polimorfismos entre los organismos amplificados, esto
segun Pallas et al. (2007), al sefialar que un fragmento de DNA representa variacion

genética debido a las diferencias entre individuos en la longitud.

6.3.3 RFLP-ITS

Los patrones de restriccion generados a partir de la region ITS, presentaron polimorfismos
al cortarse con las enzimas Hinfl (Fermentas®), Hhal (Fermentas®) y Haelll (Promega®)

(Figura 12).
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Figura 12. Perfiles de polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restriccion.

El analisis del patron polimdrfico generado por la enzima Hinfl formd cuatro grandes
grupos, correspondiendo en orden descendente del dendograma: grupo | (Montagnula sp.),
grupo Il (Phoma sp.), grupo 111 (Alternaria sp.) y grupo IV (Fusarium sp.) (ver figura 13),
esto coincidio con la morfologia descrita con anterioridad. Esta enzima produjo variabilidad
no solo entre géneros, sino que también dentro de cada grupo, especialmente en los géneros

Fusarium y Phoma.
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Figura 13. Dendograma generado por amplificacion ITS y digerido con la enzima de
restriccion Hinfl. Grupo I: Montagnula sp., grupo Il: Phoma sp., grupo Il1: Alternaria sp. y

grupo 1V: Fusarium sp.

El andlisis de digestion con la enzima Hhal coincidi6é con la anterior al formar cuatro

grupos de acuerdo a los géneros descritos morfologicamente (Figura 14).
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Figura 14. Dendograma generado por amplificacion ITS y digerido con la enzima de
restriccion Hhal. Grupo | (Alternaria sp.), grupo Il (Phoma sp.), grupo 111 (Montagnula sp.) y

grupo 1V (Fusarium sp.).

Es importante resaltar que para Alternaria y Fusarium no se distinguio variabilidad dentro
de los grupos formados. No asi para Phoma y Montagnula, para las cuales si hizo una

separacion interna, formando dos subgrupos para estos.
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La digestion con la enzima Haelll separ6 evidentemente por géneros a la poblacion

AN |
29

16

1

12

muestreada (figura 15).
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Figura 15. Dendograma generado por amplificacion ITS y digerido con la enzima de

restriccion Haelll. Grupo | (Montagnula sp.), grupo 11 (Phoma sp.), grupo 11 (Alternaria sp.)

y grupo 1V (Fusarium sp.).
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Ademas se observd una alta variabilidad interna en los géneros Montagnula, Alternaria y

Fusarium, lo que no se observa en Phoma.

Al agrupar los fragmentos de restriccion generados por las enzimas Hinfl, Hhal y Haelll,
nuevamente formaron cuatro grandes grupos coincidiendo en los cuatro géneros descritos,

los cuales presentan una gran variabilidad intraespecifica (Figura 16).

La region ITS del DNA nuclear ribosomal a menudo es insuficiente para la identificacion
del genero Fusarium (O'Donnell y Cigelnik, 1997), por lo que la diferenciacién
intraespecifica de este género no es muy clara con el uso de las enzimas de restriccion, pero

si lo fue con respecto a la diferenciacion con los otros géneros.

Alternaria sp. es una de las especies mas cosmopolitas y son generalmente saprofitos
(Rotem, 1994), por lo tanto, los patdgenos de esta especie han sido definidos como

patotipos de A. alternata (Tsuge et al., 2013).

Técnicas modernas basadas en el DNA pueden contribuir en gran medida a la identificacion
y taxonomia de las especies fungicas. Sin embargo, el nimero de estudios que utilizan
enfoques moleculares para definir nuevas especies en Phoma y resolver complejos de

especies dentro de este género son relativamente pocos (Torres et al., 2006).
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Figura 16. Dendograma generado por amplificacién ITS y digerido con las enzimas de
restriccion Hinfl, Hhal y Haelll. Grupo | (Phoma sp.), grupo Il (Montagnula sp.), grupo 111

(Alternaria sp.) y grupo 1V (Fusarium sp.).
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Se han generado secuencias de DNA a partir de las regiones ITS, p-tubulina y Actina para
aclarar la filogenia de Phoma, ya que muchas de las especies de este género como Phoma
sancta se ha clasificado en diferentes grupos, principalmente por poseer una alta

recombinacion sexual (Aveskamp et al., 2008).

Ariyawansa et al. (2014) mencionan gque con nuevos datos morfoldgicos y moleculares con
base en el analisis de las regiones ITS, LSU, SSU y B-tubulina, el género Montagnula
pertenece a la familia Didymosphaeriaceae (Montagnulaceae). Lo que ha permitido
reclasificar taxondémicamente a M. opulenta la cual antiguamente se realizaba por
caracteres morfoldgicos (ascas), sin embargo con el analisis multigen de su filogenia se ha

reconsiderado su taxonomia (Schoch et al., 2009; Zhang et al., 2009, 2012).

6.3.4 PCR-ISSR

En la Figura 17, se muestran los perfiles de las huellas del genoma obtenidos con el
iniciador ISSR (GGAT)4, usado para caracterizar a los aislamientos de hongo. Este
iniciador amplifico entre 5 y 14 fragmentos de DNA en la mayoria de los aislamientos. Los
perfiles de las huellas de DNA nos muestran 3 grupos, en los cuales se separd0 muy
claramente al género Fusarium (Grupo 1), sin embargo, al formar los otros grupos no pudo
separarlos claramente, ya que en estos encontramos una mezcla en Alternaria, Phoma y
Montagnula, lo cual se puede explicar por la coincidencia en el tamafio del genoma, no asi
con la informacion contenida en ella, lo cual se demuestra en la secuenciacion. Es

importante mencionar toda la variabilidad generada con los ISSR, lo cual nos permite ver la
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variabilidad intraespecifica, sin embargo no es contundente, por lo que se requiere

comparar con la amplificacion de otros iniciadores.

GRUPO |

GRUPO 11

B 4‘—‘—:5f

GRUPO Il

Figura 17. Dendograma generado por

PCR-ISSR con el iniciador (GGAT) 4. Grupo |

(Fusarium sp.), grupo Il (Alternaria sp.) y grupo Il (Montagnula sp.).
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6.3.5 Secuenciacion

A partir de la separacion que se realizd6 mediante el analisis RFLPs se seleccionaron tres
muestras para Fusarium (87, 100 y 106), dos para Alternaria (20 y 84), dos para Phoma (80
y 101) y dos para Montagnula (105 y 108). Se amplifico la region TEF para el caso del
Fusarium, esto sugerido por O'Donnell et al. (1998), obteniéndose fragmentos de un
promedio de 750 pb, coincidiendo con lo reportado por Geiser et al. (2004), y la region ITS

para Alternaria, Phoma y Montagnula, los cuales presentaron un promedio de 1300 pb

(Figura 18).
TEF ITS
A
[2539 67 87100106 | [ 1011082884 1 20105 8097 90 |

Figura 18. Gel de agarosa al 1.2% de productos amplificados de la region TEF e ITS.

6.3.6 Andlisis de secuencias

Una vez obtenidas las secuencias de los genes se alinearon y compararon con especimenes

reportados en el GenBank (Cuadro 12).
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Cuadro 12. ldentificacion de secuencias

. Porcentaje
No. De e Espeue_de de
) Identificacion referencia * Pares de bases (pb) S
muestra similaridad
(Acceso NCBI)
(%)
20 Alternaria alternata KJ082099 490 100
80 Phoma sp. KF367550 503 100
84 Alternaria alternata KJ082099 497 100
87 Fusarium subglutinans FJ966229 588 100
100 Fusarium oxysporum KC808225 500 100
101 Phoma sp. KF367550 529 100
105 Montagnula opulenta AF383966 520 100
106 Fusarium subglutinans DQ837698 710 99
108 Montagnula opulenta AF383966 429 100

*Secuencias con las que fueron comparadas en el GenBank (NCBI).

Fusarium subglutinans. Sinonimos: Fusarium var sacchari. Subglutinans, Fujikuroi
Gibberella. Fase Sexual: Gibberella subglutinans (Nelson et al., 1981). Es un patégeno
comln de maiz domesticado (Zea mays sp. mays) y teocintle silvestre estrechamente
relacionados (Zea sp.), en México y América Central (Desjardins et al., 2000). Steenkamp
et al. (2000) lo reporta para la malformacion en mango. Hasan (2002) y ademas Kumar et
al. (1993) y Mora (2000) mencionan que tanto Fusarium oxysporum Yy Fusarium
subglutinans (Gibberella moniliformis) producen sustancias reguladoras de crecimiento
(AIA, AG3), toxinas y enzimas. Ramirez (2013) aislé F. subglutinans de cladodios de

nopal con y sin sintomas de engrosamiento.

Fusarium oxysporum. Es descrito como un complejo de especies (Michielse, 2009). Tiene

una distribucién en todo el mundo y es responsable de la marchitez vascular severa o
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pudricion de la raiz en una amplia gama de familias de planta estd omnipresente en ambos
suelos agricolas y no agricolas, y se encuentra generalmente en estrecha asociacion con las
raices de las plantas. Las cepas se clasifican en mas de 150 formas especiales (f. sp) en

funcién de su hospedero (Lievens y Thomma, 2008; Enya et al., 2008).

Alternaria alternata. Invade una gran variedad de plantas hospederas agronémicamente
importantes tales como tabaco, cereales, plantas ornamentales, cultivos oleaginosos,
verduras, algunos arboles frutales, fresa y algodon, causa la mancha marron en el tabaco
(Simmons, 1999). Se ha reportado como patogénico por primera vez mancha marrén en
mandarina emperador en Australia en 1903 (Cobb, 1903), citricos en China (Akimitsu et
al., 2003), en la mancha foliar de Aloe vera, en la india, (Kamalakannan et al., 2008), del
punto negro de persimonio en la provincia Cyeongnam, Corea en 2012 (Lee et al., 2013).
Flores (2012) y Ramirez (2013) lo reportaron para la mancha negra en cladodios de nopal

y en cladodios con engrosamiento.

Phoma sp. Es el anamorfo de maultiples Pleosporales, incluyendo Didymella,
Leptosphaeria y Pleospora (Aveskamp et al.,, 2008). Phoma es un género
taxondmicamente dificil y no se entiende completamente. Es una forma Unica de
picnidiales, que se encuentra en una amplia variedad de hospederos en particular de planta

y el suelo (Rai y Rajak, 1983).
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Ademas de varias especies saprofitas, Phoma también ha demostrado ser un importante
género de hongos patogenos de plantas que se producen en cultivos de importancia
econdmica. Varias especies de Phoma son también de importancia cuarentenaria, presenta
graves problemas a las organizaciones que estan involucrados en la regulacion cuarentena
fitosanitaria cuarentenaria (Aveskamp, 2008). Estos organismos de cuarentena incluyen, P.
andigena y P. tracheiphila en las regiones europeas y mediterraneas (Smith et al., 1992), P.
foveata (también conocido como P. exigua var. foveata) en el sur de América (Mendes et
al., 2006), y P. macdonaldii en Australia (Miric et al., 1999). En la zona del mediterraneo y
Mar negro el principal hospedero es el limén (Citrus limon), Pero también el hongo ha sido

reportado en muchos otros Citrus sp. (EPPO / CABI, 1997).

Phoma como patégeno se ha reportado en los tallos de las plantas (Saccardo, 1882), pero
hoy en dia el género comprende patdgenos oportunistas. Aveskamp et al. (2009) identifico

a P. sancta en cladodio de Opuntia ficus-indica en Argentina.

Montagnula opulenta. Sinénimos: Didymosphaerella opulenta (De Not.) Sphaeria

opulenta De Not., Atti Accad. Didymosphaeria opulenta (De Not.) Sacc., (Barr, 2001).

Este ascomiceto se reportd por primera vez en el género Opuntia en Sudafrica, pero el
informe es en Opuntia stricta Haw. y no en O. ficus-indica (Crous et al., 2000, Barr, 2001).
Montagnula aloe ha sido reportada para la mancha negra en Aloe sp. en Sudafrica, (Crouss

y Johannes, 2012).
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Nuevas asociaciones fungicas de nopal se han identificado pero no se han registrado.
Enfermedades de cladodios que se han investigado en Sudafrica durante los Gltimos cinco
afios tienen revelado la presencia de numerosos hongos. Tales como algunas especies de
Fusarium y Alternaria clasificadas como enddfitas, los cuales producen enzimas con
actividad extracelular hidrolitica como parte de su mecanismo de resistencia en superacion
de las defensas del hospedero o contra la invasién microbiana y/o para obtener nutrientes
del suelo (Tan y Zou, 2001; Swart y Swart, 2002). Estas enzimas incluyen esterasas,
pectinasas, celulasas, lipasas, proteasas y xilanasas (Petrini et al., 1992; Silva et al., 2006;
Suto et al.,, 2002). Como una forma de establecer el papel funcional de los hongos
endofitos, se establecio la necesidad de detectar la actividad extracelular en la produccion
de enzimas (Carroll y Petrini, 1983). Fusarium lateritium Nees (Celulosa y xilanasa),
Phoma tropica R. Schneid. & Boerema (Xilanasa y proteasas) han sido reportados como

hongos enddfitos en cladodios de nopal en Brasil (Bezerra et al., 2012).

6.3.7 Analisis filogenético

El analisis se realizd a partir de la amplificacion de la region TEF para el caso de Fusarium,
y de la region ITS para Alternaria, Phoma y Montagnula. Se generd un arbol en el cual se
separd en un clado al género Fusarium junto con las accesiones de estos géneros reportados
en el GenBank, mientras que en el otro clado se agruparon formando mas nodos separando
claramente cada una de las especies secuenciadas con las respectivas accesiones reportadas.

En este mismo clado se agrupo la especie fuera de grupo Oidium lycopersicy.
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L84 Alternaria alternata
4100{ Alternaria alternata AF404664
a7 L20 Alternaria alternata
L80 Phoma sp
L101 Phoma sp
39 100
Phoma sp. KP713874

L108 Montagnula opulenta

L105 Montagnula opulenta
100
Montagnula opulenta AF383966

Oidium lycopersici EU327332

L106 Fusarium subglutinans
’7 79 I: L87 Fusarium subglutinans
100 Fusarium subglutinans KM462979

48 [ L100 Fusarium oxysporum
99 Fusarium oxysporum KF537337

20

Figura 19. Arbol filogenético por Maxima Parsimonia obtenido del analisis del alineamiento

de secuencias de la region TEF (Fusarium) e ITS (Alternaria, Phoma y Montagnula).
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VII. CONCLUSIONES

A partir de la morfologia de los aislamientos se ubicaron cuatro grandes géneros, y se

detectaron diferencias principalmente en color de las colonias.

Los perfiles polimorficos obtenidos a partir de las enzimas de restriccion de la region ITS, y
la secuenciacion (ITS-TEF) nos permitieron corroborar la identificacion de los cuatro
géneros de hongos aislados de cladodios de nopal con engrosamiento: Fusarium,

Alternaria, Phoma y Montagnula.

El analisis RFLP e ISSR mostraron variabilidad dentro de cada género, sin embargo esta
variabilidad dentro de cada género no significa que se traten de especies diferentes, dado
que pueden existir mutaciones, recombinacion genética, etc., por lo que es necesario
recurrir a la secuenciacion de las regiones ITS, TEF, B-tubulina, Actina entre otras, que nos

permitan diferenciarlo.

La alta incidencia y severidad de engrosamiento de cladodio en nopal en la zona de estudio
coincidio con la mayor presencia de Fusarium, correspondiendo a los géneros F.

oxysporum y F. subglutinans, causantes de desbalances hormonales en otras especies.

La presencia de hongos endofitos pertenecientes a Fusarium, Phoma, Alternaria y
Montagnula, tienen una actividad enzimatica en relacién a su hospedero, planta-patdgeno,
pero al igual la interaccion entre patdgenos en un mismo hospedero tienen un
comportamiento diferente, y dado que las relaciones fungicas no han sido estudiadas se

desconocen sus efectos en el hospedero.
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