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Resumen

RESUMEN
En el presente trabajo de investigacion se identific6 morfologica y molecularmente el

hongo fitopatdgeno (Pseudocercospora opuntiae) en sistemas productivos de nopal
(Opuntia sps.) para fruta y verdura en México occidental (Ojuelos y Zapopan, Jalisco). La
patogenicidad y virulencia del hongo se mostré en cladodios pre-cortados, en plantas
completas en condiciones de campo, invernadero, in vitro y en Phaseolus vulgaris como
una especie hospedera. Asimismo, se utilizaron distintos procesos de micropropagacion y
multiplicacién de los genotipos seleccionados con aparente sanidad. En la obtencién de
callos el Picloram mostr6 un desempefio destacable aunque no se pudo obtener
regeneracion. No fue posible encontrar genotipos por su capacidad embriogénica. La
propagacion por trozos de cladodios resulté Optima para incrementar material seleccionado;
los genotipos evaluados mostraron una respuesta diferencial en cuanto a nimero y longitud
de brotes bajo las mismas condiciones ambientales y edad del cladodio. Se establecié un
protocolo de germinacién en semillas de diez cultivares de Opuntia sps. in vitro y ex vitro.
La germinacion se incrementd en un 40 % por escarificacion mecéanica. Se demostro que el
acido giberélico juega un papel esencial en la promocion de la germinacién (por encima de
90 %), mediante el aumento de la actividad amilolitica en las semillas germinadas. Por otro
lado se obtuvo un extracto de Pseudocercospora opuntiae en el que se evaluaron
actividades enzimaticas de amilasa, proteasa y celulasa enzimas relacionadas con la
patogenicidad y virulencia del hongo. También se observé que el extracto fungico tiene la
capacidad de generar patogenicidad en explantes jovenes de Opuntia sps. con sintomas
similares a los generados por el hongo puro. A través de colectas a campo y pruebas de
patogenicidad, se seleccionaron materiales resistentes y susceptibles a la enfermedad. Se
realiz6 un analisis de ISSR con el DNA gendémico de los genotipos de interés. Los
resultados de ISSR fueron evaluados en un dendrograma y componentes principales; que
mostré que existe un agrupamiento entre los genotipos obtenidos como resistentes (R) y
susceptibles (S). Un aporte importante fue el perfil fitoquimico de elementos de defensa en
cladodios de O. ficus-indica; los metabolitos analizados: taninos condensados, compuestos
fenolicos totales, flavonoides, se encontraron en mayor cantidad en los genotipos
resistentes en comparacion con los susceptibles. Asimismo existen diferencias en el

contenido de proteinas entre ambos genotipos.

xii



Abstract

ABSTRACT
In this research the causal phytopathogenic fungus Pseudocercospora opuntiae disease in

cactus pear production systems (Opuntia sps.) for fruit and vegetable in western Mexico
(Ojuelos and Zapopan, Jalisco) was morphologically and molecularly identified. The
pathogenicity and virulence of the fungus that was shown in pre-cut cladodes, whole plants
under field and greenhouse conditions, in vitro explants and Phaseolus vulgaris as a host
specie. Also, different micropropagation and multiplication processes of selected genotypes
with apparent health were used. In callus generation, Picloram showed a remarkable
performance but it could not produce regeneration. It was not possible to find genotypes
with embryogenic capacity. Propagation by pieces of pads was optimal to increase the
selected material. The evaluated genotypes showed a differential response in terms of
number and length of sprouts under the same environmental conditions and cladode age. It
was established a protocol on seed germination of ten Opuntia sps. cultivars in vitro and ex
vitro. Germination was increased by 40 % using mechanical scarification. It was shown that
gibberellic acid plays an essential role in promoting germination (above 90 %), as in the
remobilization of carbohydrates, by increasing the amylolytic activity in germinated seeds.
Moreover it was obtained an extract of P. opuntiae in this enzymatic activities of amylase,
cellulase and protease were evaluated. These enzymes are related to pathogenicity and
virulence of the fungus. It was also observed that the extract has the ability to generate
pathogenicity in young Opuntia sps. explants. The fungal extract causes similar symptoms
to those generated by pure fungus. Through field selection and pathogenicity tests, resistant
and susceptible genotypes to the disease were selected. ISSR analysis of genomic DNA
with genotypes of interest was conducted. ISSR results were evaluated in a dendrogram and
principal components it showed that there is a grouping among the genotypes obtained as
resistant (R) and susceptible (S). An important contribution of the study was the
determination of phytochemical elements of defense against biotic factors in O. ficus-indica
cladodes. Condensed tannins, total phenolic compounds, and flavonoids, were found in
greater amounts in resistant genotypes compared to susceptible ones. There are also

differences in the protein content between genotypes.

xiii



Introduccion

INTRODUCCION

Por mas de 9,000 afios los nopales han sido consumidos por los habitantes de México y
Colon los llevo a Europa en su segundo viaje en 1494, para evitar el problema de escorbuto
(Kiesling, 1998).

Opuntia ficus-indica (L.) Miller produce sabrosos frutos que se comercializan en mas de 20
paises en todo el mundo; también puede ser materia prima para biocombustibles, la apertura
de oportunidades de investigacion que se ocupan de convertir su lignocelulosa en azUcares
y alcoholes es amplia. Debido a los datos existentes, O. ficus-indica (L.) Miller es una
planta modelo para la exploracion de las relaciones entre alta y baja temperatura, relaciones
hidricas, y la productividad de biomasa en ambientes actuales y futuros, siempre que se
preserve su estado sanitario general (Nobel, com. pers.).

En 1992 investigadores de Chile y México mostraron que las opuntias podian tener una
productividad de 50 t de materia seca por hectarea y por afio (Garcia de Cortazar y Nobel
1992; Nobel y col., 1992). Esto supera la productividad anual de mas de 99 % de todas las
especies de plantas. Esta alta productividad ha sido aprovechada para el ganado vacuno,
ovejas y cabras, especialmente en México, Chile, Pert, Brasil y Tanez; y en los Gltimos
afios Marruecos, y Argelia, s6lo en México los cladodios se utilizan para el consumo
humano a gran escala (Flores-Valdez, 2003).

Segun Inglese (2010), Per( cuenta con aproximadamente 35,000 ha naturalizadas dedicadas
en su mayoria a la grana cochinilla. En Brasil existen cerca de 500,000 ha cultivadas
destinadas a forraje. Italia cuenta con 2,500 ha cultivadas para producciéon de fruta y
Argentina y Chile, cerca de 1,100 ha en cada pais. También es importante en el norte de
Africa (Argelia, Egipto, Libia, Marruecos y Tunez, entre otros); solamente en T(nez habria
entre 500,000 y 600,000 ha cultivadas y se pueden encontrar superficies menores en
Bolivia, Espafia, Estados Unidos de Ameérica, Israel, Jordania, Sudafrica y Venezuela. Dada
la alta dispersion de estas especies, las estadisticas oficiales son escasas y no se dispone de
informacion precisa sobre la superficie plantada de nopales y sus destinos: tuna, nopalito,
forraje o produccion de grana cochinilla (Saénz, 2006).

El nopal es uno de los recursos mas importantes de las zonas aridas y semiaridas de

México. Como cultivo comercial esta establecido en el Distrito Federal, Morelos, Estado de



Introduccion

México, Baja California Norte. En el estado de Jalisco se cultivan mas de 2,400 ha para la
obtencion de fruta (tuna) y una superficie superior a las 1,500 ha para verdura (nopalito o
cladodios tiernos); en términos de la produccion nacional, representan una participacion
alrededor del 3 y 4 %, respectivamente, cifras significativas cuando se pondera la
produccién nacional anual, superior a 190,000 t de tuna y 600,000 t de nopalito (SIAP,
2013).

Las opuntias tienen reproduccion sexual y asexual, de forma sexual mediante semillas y
asexual a través de los cladodios. Para el establecimiento de las plantaciones comerciales
no se utilizan las semillas, ya que al provenir de polinizacion cruzada, la combinacion
genética de cada una produce un genotipo independiente, y por consiguiente las plantas
resultantes son muy heterogéneas (Pimienta y col., 1995). Por ello las plantaciones se
establecen de manera asexual, ya que se permite la seleccidn de plantas con caracteristicas
deseables, como lo son vigor notable (mayor tamafio y peso), precocidad para pronta
madurez y cosecha, buen estado de salud, resistencia a plagas y enfermedades (Ochoa,
2013). Sin embargo se conoce que la variablidad que genera el cultivo de embriones
cigoticos provenientes de semilla puede incrementar la resistencia frente a
microorganismos fitopatdégenos. Las semillas de Opuntia presentan baja capacidad de
germinacién y alta latencia Altere y col. (2006) por lo que las plantulas provenientes de
semillas, han sido poco utilizadas en la resistencia a enfermedades.

Los nopales al ser propagados comercialmente por cladodios, se considera que su
diversidad genética es reducida (Mondragon-Jacobo, 2004), dicho procedimiento de
propagacién permite un incremento clonal de materiales genéticos con cualidades
destacables, pero también potencialmente perjudiciales, para la proliferacion de
enfermedades (Fucikovsky, 2002), que en la actualidad han aumentado considerablemente,
como consecuencia de factores abioticos como el aumento en los niveles de CO, en la
atmosfera que acompafian el cambio climatico global (Nobel, 2011). EI aumento de la
temperatura atmosférica continuo puede causar desequilibrios metabdlicos en las plantas y
consecuentemente enfermedades.

Segin Méndez Gallegos y col. (2008) las enfermedades representan uno de los factores
bidticos limitantes en el manejo agrondémico de cualquier cultivo. En el caso particular del

nopal, a pesar de la importancia social y economica que su cultivo y aprovechamiento
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representan en el medio rural, los trabajos de investigacion cientifica a nivel nacional, con
respecto a las enfermedades son reducidos, por lo que el conocimiento y la literatura que
existe sobre el tema es escaso, hecho ya consignado por Pimienta (1990) y Osorio y Soto
(1994). Dicha tendencia ha permanecido invariable a través de estos afios. Como
consecuencia de lo anterior, se presenta una confusion entre la sintomatologia y los agentes
causales, lo cual dificulta su completa identificacion y por ende su control.

Diversas enfermedades se han asociado con el cultivo del nopal en México, entre las de
mayor incidencia es el “mal de oro” causada por el hongo Alternaria alternata (Granata y
Sidoti, 1997), pudriciones blandas de tipo bacteriano cuyo agente causal esta asociado con
bacterias del genero Dickeya (Fusickovsky, 2002).

En 1990 en el municipio de Tlanepantla, estado de México se detectd por primera vez la
enfermedad conocida como mancha negra cuya sintomatologia se caracterizaba por
lesiones circulares dispersas en el tejido del cladodio, de consistencia acuosa al inicio de la
enfermedad y con tejido seco y necrosado de la lesion, que marca el final de la
sintomatologia. Esta enfermedad provocd en municipios del estado de México baja
productividad y pérdida total de huertas (Morales y Hernandez, 2002). Respecto a la
etiologia de la enfermedad se mencionaba como agente causal a Colletotrichum
gloesporoides (Osada y Céarcamo, 1991) y a Fusarium solani (Salinas y col., 2006). Sin
embargo el primer estudio formal del agente causal de la enfermedad fue reportado por
Avyala-Escobar y col. (2006) y Quezada Salinas y col. (2006), como Pseudocercospora
opuntiae, aunque estudios actuales mencionan que el genero Fusarium podria ser el agente
causal de la enfermedad (Salinas y col., 2006).

El estudio propuesto por Ayala-Escobar y col. (2006) fue en plantaciones del centro del
pais y describié poco sobre el ciclo de la enfermedad, procesos de infeccidn, colonizacion,
esporulacién y crecimiento de P. opuntiae in vitro, lo cual se suma a la escasa informacion
que existe sobre el género Pseudocercospora.

En Jalisco la mancha negra se comenzé a detectar desde 1990 (Portillo, com. per.) y su
incidencia se mantiene con un incremento drastico, al grado que plantaciones completas
han sido devastadas. En los Gltimos cinco afios, su presencia ha alcanzado hasta el 100 %
de infeccion en plantaciones comerciales. Sin embargo no existe reporte sobre P. opuntiae

como agente causal de la mancha negra en el estado, y a nivel nacional no se tienen
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reportes sobre si existen diferencias en cuanto a la variabilidad genética y patogenicidad
entre las especies de Pseudocercospora que atacan el nopal.

La poca diversidad genética de la cual se inicid la expansion del cultivo de nopal, con la
consecuente reduccién de la variabilidad genética de la especie Caruso y col. (2010);
agravo la situacion sanitaria de las plantaciones. El analisis molecular y bioquimico de las
plantas enfermas comparativamente con las que presentan tolerancia o resistencia a la
enfermedad de la mancha negra es una herramienta complementaria Gtil en la seleccion
(Mondragon-Jacobo, 2001; Chessa, 2010).

Dentro de los programas de mejoramiento genético, la induccion de variabilidad se obtiene
mediante la obtencion de semillas de polinizacion abierta en poblaciones cultivadas y
silvestres o bien mediante la induccion de mutaciones. Entre las alternativas para las
especies de reproduccion asexual como el nopal, la seleccion dentro de nopaleras con
aparente sanidad y posterior sometimiento a pruebas de patogenicidad es una alternativa
viable para hacer frente a los problemas fitosanitarios que actualmente se presentan en el
cultivo, ya que dentro de la variabilidad que se induce, se obtienen cambios en el material
genético, con probabilidad de obtener plantas con resistencia a enfermedades fungosas
como la causada por P. opuntiae (mancha negra). Asimismo el establecer un protocolo de
germinacién de semillas de Opuntia representa una fuente importante de variabilidad frente
a la enfermedad provocada por P. opuntiae.

Al tomar en cuenta que las selecciones que se generan en las especies perennes que se
propagan de una manera asexual corresponden a cambios en las células somaticas, y por
consiguiente no existe recombinacion genética; se visualiza por consecuencia una ventaja
en el mantenimiento y multiplicacién via cultivo de tejidos, por lo que en poco tiempo se
puede disponer de una gran cantidad de plantulas para incorporarlas a producciones
comerciales.

Muestreos en plantaciones comerciales de nopal en Jalisco han permitido seleccionar
plantas con genotipos resistentes al ataque de P. opuntiae, las cuales fueron sometidas a los
postulados de Koch en condiciones contraladas (Ochoa y col., 2015).

Con base en lo anterior es posible determinar la existencia de compuestos antifungicos que
pudieran ser sintetizados por los genotipos resistentes para contrarrestar el dafio por P.

opuntiae.
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La sintesis de compuestos antifungicos esta relacionada con el sistema de defensa de la
planta, en la produccion de proteinas relacionadas con la patogenicidad (PR), tales como
quitinasas, glucanasas y peroxidasas, cuya produccién esta relacionada con la interaccion

planta-patdgeno, completando la integracion del estudio.
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HIPOTESIS

Existe variabilidad genética en el género Opuntia en la tolerancia a la enfermedad “mancha

negra del nopal” cuyo agente causal es Pseudocercospora opuntiae.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Contribuir al conocimiento de la mancha negra del nopal mediante la seleccion, generacion
y multiplicacion de genotipos resistentes o tolerantes, a través del uso de técnicas

convencionales y biotecnoldgicas.

Objetivos especificos

Determinar morfoldgica y molecularmente el agente causal de la enfermedad “mancha
negra” en sistemas productivos de nopal en Jalisco, México, asi como su patogenicidad y
tolerancia en especies hospederas.

Obtener, establecer y multiplicar genotipos de Opuntia sps. con aparente tolerancia a la
mancha negra Pseudocercospora opuntiae.

Obtener plantas de nopal a partir de semillas producidas bajo polinizacién abierta.

Estudiar el efecto del extracto fungico extracelular e inéculo puro de P. opuntiae sobre
plantulas nopal bajo condiciones in vitro.

Determinar la variabilidad genética de las diferentes lineas de plantas seleccionadas como
susceptibles, resistentes a P. opuntiae mediante marcadores ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat).

Evaluar e identificar en los genotipos resistentes mecanismos de defensa que pudieran
afectar el desarrollo de P. opuntiae: proteinas de defensa (PR), metabolitos secundarios.
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CAPITULOI

“Mancha negra” causada por Pseudocercospora opuntiae en sistemas productivos de
nopal en Jalisco, México.

En este trabajo se estudio el agente causal de la mancha negra Pseudocercospora opuntiae
en cuanto a su variabilidad morfolégica y molecular, patogenicidad y virulencia en sistemas
productivos de nopal verdura y fruta en Jalisco, México. La patogenicidad del hongo se
demostrd en cladodios de Opuntia ficus-indica (L.) Miller pre-cortados, plantas de campo e
invernadero, en explantes in vitro y en plantas de frijol (Phaseolus vulgaris).

El estudio es el primero de verificacion del agente causal de Jalisco.

Este capitulo ha sido publicado en el Journal of the Professional Association for Cactus
Development JPACD, a continuacion se incluye el articulo.
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ABSTRACT

Black spot is an important fungal disease widely spread in different cactus pear production
systems in Mexico. In Jalisco, the disease was detected in the 1990’s; nowadays almost
100% of plantations are damaged by it. The objective of this paper was to study the
morphological variability, pathogenicity and virulence of the causal agent in cactus pear
production systems, for fruit and vegetable (nopalitos) crops, in Jalisco, Mexico.
Pseudocercospora opuntiae was isolated and characterized morphologically and molecularly
from cladodes collected in cactus pear production systems of Zapopan and Ojuelos showing
advanced symptoms of the disease. Pseudocercospora opuntiae exhibited high growth rates
and conidia development in malt extract at 2% in 16/8 h light/darkness at 26°C.
Pathogenicity and virulence were tested in healthy cladodes under field and greenhouse
conditions, as well as on individual cladodes, in vitro young explants and Phaseolus vulgaris
inoculated with the fungus. Pseudocercospora opuntiae was able to infect under all
established conditions, the first symptoms appeared 120 days after inoculation. This is the
first report of isolation, identification, morphological and molecular characterization, and
pathogenicity of the causal agent of cactus pear black spot in Jalisco, Mexico.

Keywords: Opuntia; plant disease; pathogenicity tests; nopalitos.

INTRODUCTION

Opuntia species are native plants of several environments in the Americas, from arid zones
at sea level to high elevation arid zones of Andean regions of South America. They are in
tropical regions of Mexico, Central and South America and the Caribbean (Anderson, 2001),
where temperatures are always above 5°C and in areas of Canada may reach as low as -
40°C (Nobel, 2011). For this reason, these plants can be a valuable genetic resource for very
diverse ecological zones (Nobel and Bobich, 2002).

According to Inglese (2010), in Mexico Opuntia is cultivated in 100,000 ha for fruit production
and in more than 1°000,000 ha for forage production. The highest producing states are:

JPACD (2015) 17:1-12 1
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Distrito Federal with 4,159 ha; Morelos 1,745 ha; Estado de Mexico 785 ha (Quezada-
Salinas et al. 2006) and Jalisco 2,400 ha for fruit and 1,500 ha for nopalitos, with Zapopan
and Ojuelos being the primary producing municipalities (SIAP, 2013).

Production level in many cactus pear (Opuntia ficus-indica (L.) Mill.) plantation systems are
low due to scarce economic and social conditions, germplasm quality, dissimilar
environments and high incidence of plagues and diseases. Diverse diseases have been
associated with decreasing cactus pear production; among the most important ones are "mal
del oro”, caused by Alternaria alternata (Fr.) Keissl. (Granata and Sidoti, 1997), a type of soft
rotting related to the bacterium Dickeya (Fusickovsky, 2002).

Another recently reported disease is "black spot"; its causal agent was identified in central
Mexico as Pseudocercospora opuntiae Ayala-Escobar, U. Braun, & Crous (Quezada-Salinas
et al. 2006; Ayala-Escobar et al. 2006). However, the causal agent of black spot has also
been suggested to be other genera (Flores et al. 2013). Likewise, the infection, colonization
and sporulation process of the disease remain to be studied (Quezada-Salinas et al. 2013).
This fungal pathogen has a great impact on those plantations without proper sanitary
management, presenting plant losses from 70-100%, as black spot is a disease causing
severe reduction of the photosynthetic area and eventually the death of cladodes (Ochoa,
2013). In the state of Jalisco this disease was detected in 1990, and since then its incidence
has increased dramatically, but there is very little information about morphology,
mechanisms of pathogenicity, and virulence of the causal agent of black spot. This condition
has motivated the aim of the present work to isolate and characterize this fungus in different
cactus pear productive systems in Jalisco, Mexico and to confirm it is the same causal agent
previously described.

MATERIALS AND METHODS

Cladodes with different symptoms of the disease were gathered during the humid and dry
seasons of 2012 and 2013 in cactus pear commercial plantations of Ojuelos (Lat. N 21° 43’
41.8", 2,280 masl) and Zapopan (Lat. 20° 78 33", 1,420 masl), in Jalisco, Mexico,
designated for fruit and vegetable (nopalito) production, respectively. Portions of cladodes
(0.5 cm?) were dissected from symptomatic tissues and the stomata cavity. They were
disinfected with 1.5% sodium hypochlorite (NaOCI) for 1 min, rinsed three times with distilled
sterile water, dried on paper towels, and established on water-agar (WA) (30 g/L of agar in
distiled water). From this material, compatible pseudostromata and conidia of
Pseudocercospora type were isolated and identified following Quezada-Salinas et al. (2006)
and Ayala-Escobar et al. (2006). Samples and media were incubated under natural
conditions.

Morphological characterization

In order to find the best conditions for morphological development and conidia production,
the fungus was cultivated from 5 mm mycelium discs in Petri dishes containing Opuntia agar
(OPA) (40 g cactus pear cladodes boiled for 10 min and then blended with 20 g agar, 1 L
distilled water); potato dextrose agar (PDA) (200 g potatoes, 20 g de dextrose, 20 g agar, 1L
distilled water) (Gams et al., 1998); WA medium; malt extract (MEA) (15 g malt, 20 g agar, 1
L distilled water) (Gams et al. 1998); and V8® juice suspension 30%. 10 Petri dishes for each
medium were incubated 16/8 h light/darkness under near-ultraviolet lights at 27°C.

JPACD (2015) 17: 1-12 2
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Evaluations were carried out after 30 and 60 days (d) by means of direct observations of
colony diameter, color and texture, conidia production and mycelium growth. An analysis of
variance and a multiple comparisons using a Tukey test were applied. Statgraphics
Centurion XVI 2010 (version 16.1.15, StatPoint Technologies, Inc) was used to perform
statistical analyses.

Morphological characterization of conidia was carried out with an Olympus® mod. CX 31
microscope with analysis of image Pro-bonus® software, size (length and width) and septa
number for conidia were recorded. For every mounted sample, information from 30 isolated
conidia was taken. Conidia were differentiated from conidiophores by color, size and
abscission scar form, which was olive-green color and thin; its identification was done
following Quezada-Salinas et al. (2006) and Ayala-Escobar et al. (2006).

Pathogenicity tests

Pathogenicity and virulence of the isolations were tested by means of inoculating pre-cut
cladodes, young in vitro explants (in the laboratory), and cladodes of approximately six
months of age in field and greenhouse conditions. In order to test pathogenicity in other host
plants, Phaseolus vulgaris L. (Saparrat et al. 2009) was inoculated with a concentration of 8
x 102 mL™" conidia, generated in MEA with a photoperiod of 16/8 h light/darkness at 27°C,
using a phosphate buffer for conidia adherence. Pre-cut cladodes were inoculated with 200
pL with the same conidia concentration, once infected they were placed in chambers with
85% humidity. In vitro inoculation of young explants was carried out by injecting 20 L of
conidia suspension into stem tissue. In vitro explants were tested on WA with 25% of
nutritive salts of MS (Murashige and Skoog, 1962) with 4 g L™ activated charcoal. Twelve
plants in field conditions of approximately six months of age were inoculated by manual
aspersion and during the first 10 d were covered with plastic bags to increase relative
humidity. Symptoms were evaluated every week by direct observation and following
Quezada-Salinas et al. (2006) and Ayala-Escobar et al. (2006).

To evaluate pathogenicity activation and virulence of Pseudocercospora isolated from
Opuntia ficus-indica cladodes, infection tests in Phaseolus vulgaris plants were performed,
as this plant is susceptible to Pseudocercospora griseola (Sacc.) (Saparrat et al. 2009).
Twelve plants of 20 d of development were used to test Pseudocercospora pathogenicity.
Plant inoculation was carried out with colonies of 60 d of development with abundant conidia
production on WA, MEA and OPA media. For Phaseolus vulgaris inoculation, 50 pL of
conidia suspension were placed on two leaves. Controls were sprayed with sterile buffer;
plants were placed into a micro tunnel, which was used as a humid chamber.

Molecular characterization

The isolated Pseudocercospora strain was subcultured on PDA agar at 28 °C for 72 h.
Obtaining the total DNA for genetic identification was done as per Wallace (1987) for DNA
extraction technique modified with phenol-isoamyl alcohol with proteinase K and RNase. The
pellet was air-dried, and the DNA was resuspended in 100 L of DNase-free water. The
purified DNA sample was stored at -20 °C until use.

DNA samples were amplified using the primer forward ITS1 5-CTT GGT CAT TTA GAG
GAA GAT A-3’ and ITS4 5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT-3’' (White et al. 1990; Redecker
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2000; Unoura et al. 2011). PCR products were purified using EZ-10 Spin Column PCR
Products Purification Kit BS363 (BioBasic Inc., Carlsbad, CA, USA), according to
manufacturer’s instructions. The product was directly sequenced on an ABI-PRISM 310
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Ontario, Canada) using the forward primer.
Ambiguous and incorrectly called bases were manually corrected using BioEdit software,
version 2.01 (Technelysium Pty Ltd) and Seaview software version 4.3.3 (Gouy et al. 2010).
Sequences were then searched using the NCBI BLAST algorithm and GenBank database
(http://www.ncbi.nih.gov); those from the top BLAST hits were downloaded for further
phylogenetic comparison.

A multiple sequence alignment was performed using the program Clustal X, version 2.0, and
the resulting alignment was edited using SeaView (Galtier et al. 1996). A phylogenetic tree
was constructed based on the sequence distances using Maximum Parsimony algorithm.
The phylogenetic analyses were performed using Mega 6 (Tamura et al. 2007). Stability or
accuracy of the inferred topology was assessed via a bootstrap analysis of 1,000
pseudoreplicates.

RESULTS AND DISCUSSION
Morphological characterization

In an advanced condition of the disease, symptoms found in cactus pear commercial
plantations of Ojuelos and Zapopan infected with black spot presented a black subcircular
necrotic spot, having low incidence in summer and higher incidence in autumn and the
beginning of winter. Coincidence of maximum rainfall periods and relative humidity is an ideal
situation for conidia penetration across stomata, according to Avila et al. (2004) for
Pseudocercospora in olive plantations. The incubation cycle of this pathogen was very slow,
with the first symptoms appearing 90 d after plants became infected, which agrees with
Quezada-Salinas ef al. (2006) and Ayala-Escobar et al. (2006).

Symptoms of fungal infection appear quickly once Pseudocercospora is established: in 8
days qualification goes from a 1 to a 7 in a heptadecimal scale (Figures 1A-G). Injuries
initiate with cuticle discoloration in a light green circular shape spot with a small brown point
at the center (Figure 1A), which become transparent and oily in appearance (Figure 1B) and
an increase in the size of the central brown color, presenting a yellow margin (Figure 1C).
Later, the cladode tissue presents a light brown color within the circular spot (Figure 1D),
which changes to a dark brown color, presenting collapsed tissue (Figure 1E).

Affected tissues turned black and formations of conidiophores and conidia emerged in small
gray protuberances (Figure 1F). Finally, the affected zone changed to a black color and sank
across the cladode (Figure 1G). Injuries reached 3—4 cm diameter at the end of the infection
cycle. Different symptoms can appear simultaneously in the same cladode.

JPACD (2015) 17: 1-12 4
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Figure 1. Symptom progression caused by Pseudocercospora opuntiae in cactus pear after
90 d of infection. A) symptom 1, B) symptom 2, C) symptom 3, D) symptom 4, E)
symptom 5, F) symptom 6, and G) symptom 7.

Conidiophores and conidia were obtained from Pseudocercospora isolations in WA medium
after 60 d under natural conditions of light and temperature, which formed colonies of about 1
cm diameter and olive-green color mycelium.

Pseudostromata immersed across olive color stomata of 45-150 um diameter were located in
cactus pear infected tissue (Figuras 2A-C). Conidiophores were dark olive in color of
subcylindrical fascicles, without branches (16.47 m), and obclavate to cylindrical conidia
with conical truncated base, obtuse ends, from 3 to 8 septa, and a thin olive color abscission
scar (0.5-1.0 m).

Figure 2. Symptoms of black spot in circular shape found in cactus pear plantations in
Ojuelos and Zapopan, Jalisco, Mexico. A) cladode with circular dark brown spots with
tissue necrosis, B) pseudostromata type with conidiophores in fascicles, C)
pseudostromata with conidiophores and conidia (lateral view).

For conidia formation, the Pseudocercospora strain was transferred to MEA medium where a
large number of conidia were generated after 30 d under 16/8 h light/darkness and 27°C. In
this medium, olive-green inner mycelia developed with conidia of 20-89 pm length and 2.5-
6.0 um width on average, from three to eight septa with a size of 16.43 ym (Figures 3A-F).
These morphological characteristics agree with those reported by Beiharz (1994) for
Pseudocercospora and also match morphological analyses for P. opuntiae (Ayala-Escobar et
al. 2006; Quezada-Salinas et al. 2006).
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After 30 and 60 d of inoculation in all media, diameter, color and texture of the colony, as well
as conidia production and mycelium growth were evaluated. After 60 d Pseudocercospora
presented different morphologies in all media (Table 1), producing abundant
pseudostromata, conidiophores and conidia. Highest conidia production was in MEA medium
with 16/8 h light/dark and at 27°C. These results differ from those reported by Ayala-Escobar
et al. (2006), who found the best Pseudocercospora development in OPA media. On the
other hand, the use of near ultraviolet wavelength light was not necessary for its sporulation,
as cited by Barrera (2011).

Table 1. Morphological characteristics of Pseudocercospora opuntiae colonies after 30 and
60 d of inoculation in all media.

Medium Colony Colony Color Mycelium Conidia
diameter diameter
(cm) after  (cm) after
30d 60d
MEA 2.16+0.091  4.18+.16b  brown/ olive- Aerial Presented at 30 d
c green
vg® 2.63+.07 a 6.8+.15¢ dark Aerial Presented at 60 d
green/whitish
NA 1.46+.16 d 1.86+.15d dark Aerial No presented
green/whitish
WA 2.27+.07b 4.48+.2a Olive-green Immersed  Presented at 30 d

Means followed by the same letter are not significantly different (p = 0.05) using Tukey test.
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Figure 3. Different sizes of conidia and conidiophores developed in MEA. A), B) and D)
brown and olive-green conidia united to branched conidiophores, C), E) and F)
solitary cylindrical conidia with a marked thin abscission scar.

Pathogenicity tests

Black spot symptoms in cut cladodes appeared after 30 d of infection with cuticle
discoloration. The presence of dark brown spots originated from the infection point and
exhibited symptomatic dehydrated tissue. Landa (2012) found that cut cladodes are more
vulnerable to Salmonella typhimurium in comparison with cladodes collected by removal at
the nodes, which indicates that defense mechanisms may diminish when cladodes are cut,
allowing the establishment of diseases in less time. Saénz et al. (2006) indicated that
horticultural products after harvest present a fast senescence process and become more
susceptible to microorganism invasion.

Injuries of material grown under field conditions were taken for symptom evaluation. Conidia
concentration 8 x 10°mL™"is ideal to induce black spot, as reported by Quezada-Salinas et
al. (2006). After 30 d, 20% of field and greenhouse inoculated plants, presented symptom 1
characterized by the appearance of circular to oval spots, which were oily and light green in
color. This symptom prevailed in the majority of the plants without an apparent advance up to
week 9, where 5% presented symptoms 2 and 3. Symptoms 4, 5 and 6 appeared from week
10 on. Finally, symptom 7 began in 5% of the plants in week 12 and evolved rapidly in week
14 and 15, where 78% of the plants presented collapse of affected tissue. In field and
greenhouse conditions, only two of the infected plants presented the advance of the disease
up to symptom 2. These results demonstrated (Figure 4) that Pseudocercospora opuntiae
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has a very long incubation period, which in controlled infection conditions encompasses
approximately 109 d, coinciding with those results from Quezada-Salinas et al. (2006).
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Figure 4. Symptoms progression after inoculation. Scale: 0 healthy plant, 1-7 observed
symptoms: 1-2: Initial cuticle discoloration changing to a clear green color with small
olive-green points; 3-5: Spots turn dark brown and their diameter increases to 3-4 cm,
presenting a yellow margin and sinking of central part additionally; 6-7: The affected
part dries up leaving a visible woody tissue, in many occasions it becomes detached
leaving orifices that cross the cladode.

Nevertheless, differing from what Quezada-Salinas et al. (2006) report, symptom 7, where
the injury becomes a black-colored circle, did manifest at the end of the infection cycle.
Besides that, symptoms appeared in a similar way and in the same period in field and
greenhouse incubation conditions. Injuries observed in infected plants corresponded to
circular spots with more intense black color in comparison to those found in commercial
plantations. Morphology of injuries under controlled infection conditions depends on the
manner in which inoculation is carried out, as was demonstrated by Quezada-Salinas et al.
(2006).

After 25 d, plants of Phaseolus vulgaris presented oily spots of light green color (Figure 5A).
Around the spots, chlorotic tissue appeared and spread on the leaf surface (Figure 5B). The
advance of symptoms was delimited by the appearance of yellowish tissue with an oily
consistency (Figure 5C). Affected tissue suffered total necrosis (Figure 5D) throughout the
entire leaf surface (Figure 5E). These symptoms appeared from the inoculation of three
culture media (WA, MEA and OPA).

Figure 5. Symptom progression in Phaseolus vulgaris caused by Pseudocercospora
opuntiae isolated from Opuntia ficus-indica cladodes.
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Symptoms provoked by Pseudocercospora in P. vulgaris plants are similar to those found in
Opuntia cladodes but likely due to tissue consistency, injuries were observed with major
intensity and in less time. That a Pseudocercospora strain isolated from black spot injuries of
Opuntia cladodes has the ability to infect other species of economic importance, verifies that
P. opuntiae may not always be host-specific, which indeed represents huge implications in
the epidemiology of the disease needing be studied.

Molecular characterization

A comparison of the sequence obtained in this study with those deposited in GenBank
database was performed using DNA sequence alignment in BLAST and a phylogenetic
analysis. The nucleotide sequence was identified as Pseudocercospora opuntiae BSJ1
(GenBank accession number: KF975410). Identity of sequences was determined based on
the highest percentage (a minimum of 97%) of total nucleotide match with sequences from
nucleotide database in the GenBank (Rossell6-Mora and Amann, 2001; Morgulis et al.
2008), and were corroborated with a phylogenetic analysis (Figure 6).

KF975410.1 Pscadocercospora opuntiae strain BSJ1*

MONTAAM * Pseudocaraspor npamia strain ZRC U772

DA0TIN . Pseudoceicospors opunila

NR_18971.1 Pantospora quanumae CES 130293

MR_17E3.1 Nenooondedenia ay e GNC 19700

KR AN3 1 Morasphaaraia sumatrrsis CRS 15400

MR 117071 Psewdocercospora angokensis CBE 14953

NR_ 118061 Psesdocercospara norchiznsls CBS 120738

NI 18071 Pasudocercoapara sphaerulines CBE 112621

MR_ 12041 Cercognors zeae-mavds CBS 197757

MR 112051 Cercospora zeine SBS 118820

WR_ 118041 Psendocarcospora chisnomziensis CBE 123244

MR- 11007 1 Pesudocencospors sucalgtzeny COS 110777

MR_ 1471 Psewdacarcagpara feoriza MILCC 910

MR_ 114681 Pseudocercospara rhabcdothamm CBS 114872

MR_ 155741 Pseudocercospara robusta

MR_" 114601 Pesudvcencospors congopsidie MUCC 900

,—NF!_’1ME'1 1 Psoudecarcospors fulwokasnsis MUCT 837

14 l—NR;HBDS 1 Psewdocercospora flavomaninata SBS 118824

MH_“ 114841 Fsewdocercospora siephanandrae MULL 414
| MR_ 14001 Feesdocencospore lonicedools MUTC 002

65 I;NF!_'H&EE 1 Pseudocercospara hamul MUZC 742

MNR_197221 Pasudocercospora tradagascaniens!s

Figure 6. Phylogram based on the ITS 1 and 2 region sequences of Pseudocercospora
strain identified in this study. The tree was generated using the Maximum
Parsimony method. Data set was subjected to 1,000 bootstrap pseudoreplicates.
Reference sequences were obtained from GenBank database. Sequence from the
isolated strain is indicated by an asterisk. GenBank accession numbers are given
in the labels.

CONCLUSIONS

Black spot is a severe disease in several cactus pear producing regions of Mexico, its
etiology was described for the center of the country, but other regions need accurate
information of the disease in their own enviroment.
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In this research, the fungus involved with black spot symptoms in cactus pear cladodes from
productive systems (fruit and vegetable) in western Mexico (Ojuelos and Zapopan, Jalisco)
was identified. The study is the first verification of the causal agent for Jalisco. Though the
isolated fungus shows some variations in morphological characteristics of development,
amplification of the ITS region revealed a high level of conformity with taxonomic
identification reported by Quezada-Salinas et al. (2006).

Pathogenicity of the isolated fungus from cladodes showed the symptoms in pre-cut
cladodes, field and greenhouse plants, and in vitro explants. Virulence also was shown in
Phaseolus vulgaris and different symptoms than those reported by Saparrat et al. (2009) for
Pseudocercospora griseola were observed.

The causal agent of cactus pear black spot in the state of Jalisco, in Mexico, corresponds to
Pseudocercospora opuntiae. Fungal infection route, as well as incidence level (low in
summer and high in autumn), will allow us to recommend cultural managment practices
which may reduce host inoculum and infection. Knowledge of inoculum sources, the manner
in which the fungus infects, infection time, and pathogen response to environmental
temperature may aid in the control of this pathogen.
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CAPITULO 11

Obtencion, establecimiento y multiplicacion de genotipos de Opuntia sps. con aparente
tolerancia a la “mancha negra” Pseudocercospora opuntiae

Introduccion

Procesos de micropropagacion

Existen tres procesos en los que se basa el cultivo de tejidos vegetales: proliferacion de
yemas axilares, organogénesis y embriogénesis somética. Los dos ultimos pueden ser via
directa o indirecta, es decir, con o sin la formacion de tejido desorganizado Ilamado callo
(George, 2008).

La proliferacion de yemas tiene su origen en el rompimiento de la dominancia apical que
repercute en la estimulaciéon de las yemas laterales o axilares (areolas), puede inducirse
mediante la aplicacion externa de reguladores de crecimiento del tipo citocininas en los
medios de cultivo. Es una técnica que en teoria permite mantener la fidelidad genética de
las plantas propagadas y es el método de micropropagacién mas aplicado y rentable en la
propagacién comercial in vitro (Pérez-Molphe y col., 1999; George, 2008).

La organogeénesis o produccion de brotes adventicios son brotes aéreos y raices que pueden
ser inducidos sobre el tejido del explante original (organogenesis directa) o a partir de callo
(organogénesis indirecta). En general, para obtener plantas por esta via se requiere la
induccién de brotes aéreos, el desarrollo y multiplicacion de los mismos, asi como su
enraizamiento. Este proceso resulta muy atractivo, al obtenerse una propagacion rapida con
pequefias secciones de tejido (Pérez-Molphe y col., 1999; Garcia-Saucedo y col., 2005).

La embriogénesis somatica (ES), in vitro ha surgido como una nueva via de propagacion y
constituye una herramienta de trabajo para la conservacion in vitro de germoplasma vy el
mejoramiento genético (Das y col., 2002).

La embriogénesis somatica tiene su origen en la capacidad totipotencial de las células
(George, 1993), la cual es una caracteristica que tedricamente tienen todas las células
vegetales para desarrollar nuevos individuos genéticamente idénticos a la planta de
procedencia (George, 1993; Pérez-Molphe y col., 1999). Las células somaticas dentro de la
planta contienen la informacion genética necesaria para crear una planta completa y

funcional. La expresion temporal y espacial de los genes es fuertemente regulada para
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permitir la diferenciacion de varios sistemas de 6rganos, asi como el desarrollo de una
planta (Evans y col., 1981).

La embriogénesis somatica induce estructuras parecidas a un embrion, donde el embrioide
es un nuevo individuo gque proviene de una célula no sexual (Haccius, 1978).

Para el caso de las dicotiledéneas, la embriogénesis somatica pasa por los estados de
desarrollo globular, corazén y torpedo (George, 2008), las dos ultimas analogas a los
estados escutelar y coleoptilar de las monocotiledoneas.

Los embrioides se pueden obtener de forma directa e indirecta, sin embargo, éstos no se
clasifican como 6rganos, porque estas estructuras tienen una existencia independiente del
cuerpo de la planta o callo de origen (Dodds y Roberts, 1985), sin conexion vascular con
las células donde se generd. Este proceso es posible gracias a que las células vegetales
responden a una gran variedad de sefiales del ambiente y de la misma célula, que estan
involucradas en el control de la division celular, elongacion, polaridad y diferenciacion
(Dodeman y col., 1997).

La induccidn exitosa de los embriones somaticos y su conversion final en plantas viables no
es rutina eficiente para la mayoria de las especies (Lema-Rumifiska y Kulus, 2014).

La secuencia de eventos de las fases de desarrollo de la ES se caracterizan por distintos
acontecimientos bioquimicos y moleculares (Fujimura y Kumamine, 1980). Asi, cuanto
mas se acerca el patron de expresioén génica de embriones somaticos con los embriones
cigoticos, mayor sera la probabilidad de obtener sistemas regenerativos de alta eficiencia
(Merkle y col. 1995). La primera fase de la ES es la etapa de induccion en el que las células
somaticas adquieren competencia embriogénica ya sea directa (sin una etapa de
desdiferenciacion) o indirectamente (por desdiferenciacién e implica una fase de callo).
Después del estimulo apropiado, esta fase es seguida por la expresion o la iniciacién de ES
en la que células o proembriones competentes comienzan a desarrollar. Finalmente, durante
la maduracidn, la germinacion de embriones somaticos anticipa la acumulacién de reservas,
esto solo es posible si las células son competentes y reciben los estimulos inductores
apropiados.

Dos categorias de condiciones inductivas permiten a las células diferenciadas desarrollarse
en células indiferenciadas competentes, estos son reguladores del crecimiento vegetal

(RCV) (niveles celulares internos y/o externos) y los factores de estrés (chogue osmético,
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deshidratacion del medio de cultivo, estrés hidrico, iones de metales pesados, alteraciones
de pH del medio de cultivo, tratamientos térmicos, hipoxia, antibidticos, radiacion
ultravioleta, y tratamientos mecanicos o quimicos) (Potters y col., 2007; Lincy y col.,
2009). Existe una amplia evidencia de que los RCV actlan como sefiales centrales para
reprogramar células somaticas hacia vias embriogénicas. Las auxinas son consideradas los
reguladores de crecimiento mas importantes que regulan la induccion de ES. El contenido
enddgeno v la aplicacion de auxinas exdgenas son a su vez factores determinantes durante
la fase de induccion (Puigderrajols y col., 2001; Lema-Ruminska y Kulus 2014). Los
niveles de hormona internos son extremadamente variables en células competentes de
diferentes especies y genotipos. Por estas razones, otros factores deben estar involucrados
en la determinacion de la competencia de los explantes.

Con base en la amplia variacion de inductores, la ES no puede ser definida como una
respuesta especifica a uno o méas reguladores de crecimiento exdgenos aplicados. Por el
contrario, estas observaciones indican que el estrées desempefia un papel critico como un
estimulo embriogénico.

El uso de algunos agentes osmoticos como polietilenglicol PEG, manitol, sacarosa o
sorbitol, también puede tener efectos positivos en la maduracion de embriones somaticos,
asi como la presencia de nitrogeno, suplementado en forma de nitrato, amonio,
aminoéacidos individuales y/o caseina hidrolizada es un requerimiento indispensable para la
histodiferenciacion del embrién y su maduracion (Merkle y col., 1995). Fuentes y col.
(2000) sostienen que, el nitrato de plata desempefia un papel importante en la regulacion de
la embriogénesis somatica de Coffea canéphora P.

Feher y col. (2003) sugirieron que el acido 2,4- diclorofenoxiacético (2,4-D) funciona como
un producto quimico de estrés, asi como una auxina sintética eficiente en la induccion de
ES, en zanahoria se requiere 2,4-D para la iniciacion de ES y puede seguir adelante por su
cuenta, mientras que la eliminacion de 2,4-D desde el medio de induccion puede ser
importante para controlar la polaridad celular, que es el primer evento citologico en la fase
de iniciacion. Por esta razon el 2,4-D no s6lo imita auxinas, sino también, pueden inducir
preferentemente las respuestas al estrés en las células vegetales similares a otras

condiciones de estrés.

24



Capitulo 11

Propagacion in vitro de Opuntia sps.

La propagacion de Opuntia sps. por cultivo de tejidos vegetales se inici6 en la década de
los 80s, los que tuvieron éxito estan relacionados a la micropropagacion a través de yemas
axilares y se hicieron con el objetivo de incrementar la cantidad de plantas seleccionadas
con caracteristicas deseables homogéneas (Escobar y col., 1986; Estrada-Luna y col. 2008;
Lema-Rumifiska, 2014).

Escobar y col. (1986) informaron sobre la induccion de brotes de plantulas cortados (en
forma transversal y longitudinal) y expuestos a diferentes concentraciones de benciladenina
BA en Opuntia amyclaea Tenore. Mohamed-Yaseen y col. (1995) evaluaron la respuesta de
los brotes cortados en secciones de O. ficus-indica (L.) Miller a diferentes concentraciones
de BA y &cido naftalenacético ANA.

Llamoca-Zarate y col. (1999) evaluaron en el cv “Gigante” de O. ficus-indica (L.) Miller el
efecto del BA a diferentes concentraciones, con o sin acido giberélico AGs. Los resultados
en todos estos trabajos sugieren que la respuesta a los reguladores de crecimiento esta
relacionada con el genotipo y las condiciones de trabajo especificas.

En Opuntia existen reportes sobre procesos morfogénicos en varias especies, en particular
para O. ellisiana Griff. estudiaron diferentes protocolos de desinfeccion, se aislaron areolas
y se cultivaron suplementando el medio basal Murashiege y Skoog, 1962 MS con sacarosa
y diferentes combinaciones de la citocinina bencilaminopurina BAP y &cido (indol-3)
butirico AIB (Juarez y Passera, 2002). Con O. lanigera Salm-Dyck se estudiaron diferentes
orientaciones del explante (vertical y horizontal), y tipos de citoquinina (BA y 6-furfuril
amino purina KIN) (Estrada-Luna y col., 2008).

En procesos de organogénesis con Opuntia ficus-indica (L.) Miller (Garcia-Saucedo y col.,
2005; Angulo-Bejarano y Paredes-Lopez, 2011) y embriogénesis somatica (Santacruz-
Ruvalcaba y col., 1998; Gomes y col., 2006) se han reportado con éxito diverso. El
aumento del valor econémico del nopal y sus frutos a través de la biotecnologia ha sido
enfatizado por Cruz-Hernandez y Paredes-L06pez (2010).

La idea de generar plantas de Opuntia con caracteristicas superiores mediante la utilizacion
de técnicas biotecnologicas sigue en consideracion (Cruz-Herndndez y Paredes-LoOpez
2010; Lema-Rumifiska y Kulus, 2014), a pesar que la micropropagacion para productores

de opuntias ha dejado de ser atractiva, ya que al parecer no estan convencidos de los

25



Capitulo 11

beneficios potenciales que ofrecen este tipo de técnicas (Paredes y col., 2006). Sin
embargo, muchas instituciones de investigacion mantienen proyectos sobre cultivo de
tejidos de opuntias con fines diversos. Ademas la creciente demanda de los paises
emergentes en el cultivo justifica la necesidad de tener protocolos estandarizados en
cuestiones de seguridad sanitaria y por consiguiente la seleccion y multiplicacion de plantas
resistentes a las enfermedades (Portillo com. pers.).

Propagacion por trozos de cladodios

El éxito evolutivo y ecoldgico de Opuntia sps. puede explicarse en parte en funcion de la
riqueza de las modalidades de su reproduccion.

La propagacion a través de partes vegetativas es considerado el método mas importante en
poblaciones cultivadas y naturales en México (Pimienta, 1995). En zonas aridas como el
Este de Texas, las poblaciones naturales son establecidas por semilla (Felker com. pers.).
La reproduccién sexual parece ser mas compleja y arriesgada en comparacion con la
multiplicacidn vegetativa, ya que el primero implica méas etapas y procesos (boton floral,
antesis, flor, la polinizacion, la fruta, la produccion de semillas, la dispersidn, germinacion,
plantulas desarrollo y crecimiento) hasta que un individuo crece (Nerd y Mizrahi, 1995;
Pimienta y del Castillo, 2002). El estado de plantula es muy vulnerable ya que intervienen
procesos como la polinizacion y dispersién de semillas, dependen de la interaccion con
animales (Mandujano y col., 1998) ademas de ser un proceso que implica mayor tiempo.
Un individuo que se desarrolld a partir de una semilla tiene una baja probabilidad de
alcanzar la edad reproductiva (Mandujano y col., 2001).

La ventaja de la reproduccion sexual en Opuntia es la produccion de individuos
genéticamente Unicos, que contribuyen a mantener la variabilidad genética de especies, asi
como tener el potencial de ser dispersado mas facilmente (Montiel y Montan, 2000). En
contraste con la reproduccién por semillas, la multiplicacion vegetativa en Opuntia parece
ser un proceso menos complejo (practicamente, solo requiere partes vegetativas, que son
generalmente grandes y protegidas por espinas) con una alta probabilidad de convertirse en
individuos adultos (Bobich y Nobel, 2001). Basicamente, las dos variantes principales
derivan morfologicamente de las areolas, ya que sus meristemos dan lugar al crecimiento

vegetativo, a traves de los brotes o raices.
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Uno de los inconvenientes de la multiplicacion por cladodios es que produce organismos
genéticamente idénticos a la planta madre, lo que reduce la variabilidad de la poblacién, en
general implica menores oportunidades para la dispersion a largo plazo (Bobich y Nobel,
2001). Esto se convierte en una ventaja cuando Se quiere incrementar genotipos
seleccionados.

Teniendo en cuenta lo anterior el objetivo del presente estudio fue establecer, multiplicar e
incrementar genotipos de Opuntia sps. resistentes a P. opuntiae a través de diferentes

procesos del cultivo de tejidos y de multiplicacion.

Materiales y métodos

Establecimiento v propagacién in vitro del material vegetal

Para la obtencion del material vegetal de Opuntia, se seleccionaron en ambientes
discriminantes plantas con “aparentemente sanidad” dentro de nopaleras comerciales, que
se denominaron resistentes (R) y tolerantes (T) de Santa Lucia y San Esteban, Zapopan (20°
79" 127 N; 103° 37" 30” O y 1,420 msnm). Asimismo se utilizaron plantulas provenientes
de semillas de Ojuelos, (21°43'42” N, 101° 39" 30” O; 2,280 msnm) Jalisco. Cada uno se
consider6 como un genotipo independiente, mismos que fueron identificadas con nimeros

consecutivos Gy, Gy, Gz, G4, Gs, Gg, G7 y Gg.

Desinfeccion del material vegetal

Se emplearon apices de brotes que contenian de 3-4 aréolas, puntos meristematicos en las
Opuntias, el nimero de aréolas es importante y debe tenerse en cuenta ya que de esto
dependerd el numero de brotes obtenidos por explante. Todo el material vegetal se
establecio en condiciones asépticas, para lo cual se lavd con jabon neutro y agua destilada,
para posteriormente pasarlo por un proceso de desinfeccion (Anexo 2). Una vez

desinfectados las partes afectadas por el proceso se eliminaron con bisturi.

Proliferacion de yemas axilares

Para la proliferacion de yemas el material vegetal seleccionado de Opuntia se establecié en
medio MS (Murashige y Skoog, 1962), adicionando 1.1; 2.2 y 3.3 mg-L * de la citocinina
benciladenina (BA) y 7 g-L™ de agar (Sigma ®). En este medio de estimulacién (MSE)
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estuvieron los materiales por espacio de 30 d. Posteriormente se transpasaron, a medio
basal MS sin reguladores de crecimiento durante 30 d.

Todos los medios de cultivo que se mencionan a lo largo del presente documento, se
ajustaron a pH 5.8 previo a la esterilizacion en autoclave (121 °C de temperatura a 1.2
kg-cm™ de presion durante 15 min) y se incubaron bajo las condiciones indicadas en el
Anexo 3.

Callos

Para la induccion de callos se utilizaron los genotipos G, G2, G3, G4, Gs, Gg, G7 y Gg que se
establecieron en medio MS suplementado con 0.05 mg.L™ PIC, 0.5 mg.L™* BA, 20 g.L ™" de
sacarosa y 0.5 mg. L™ BA mas 0.5 mg. L 2.4-D. A todos los tratamientos se les agregd
0.1 g.L™ de 4cido ascorbico para evitar oxidacion del tejido frecuente en las opuntias.

Todos los experimentos se efectuaron en condiciones de oscuridad a 27 + 2 °C.

Embriogénesis somética

Las dosis de los reguladores de crecimiento empleados en los protocolos de induccion de
embriogénesis somatica, fueron las unicas documentadas, mismas que se detallan mas
adelante.

Se aplicaron las dosis en la regeneracién de Opuntia sps. via embriogénesis somatica
directa, mediante el cultivo de apices: MS (Murashige y Skoog, 1962) con 0,1, 0,5y 2,0
mg.L™ PIC, en condiciones de oscuridad (Gomes y col., 2006). También se aplicé el
protocolo de Santacruz y col. (1998), se emple6 la auxina acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) y la citocinina BA en dosis de 0.5 mg-L "y 0.5 mg-L ™.

La fase experimental se llevd a cabo en medios solidos.

Se realizaron varios experimentos preliminares que no se describen, pero que sirvieron de

soporte para estructurar posteriormente otros experimentos.

Seleccion de callo
Se evaluaron ocho genotipos, obtenidos de la germinacion de semillas de O. ficus-indica
(L.) Miller (Gy, G, G3, Gy, Gs, Gg, G7 y Gg), de cada uno se tomaron trozos del explante sin

tejido meristematico y se colocaron en cajas de Petri con 25 mL de medio de induccion,
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con cuatro repeticiones. Después de 30 d, los diversos tipos de callos generados se

individualizaron para permitir la expresion embriogénica.

Polietilenglicol

Se emplearon los genotipos Gs y G4 por presentar la mejor formacion de callos se

colocaron en 15 g-L™ PEG Polietilenglicol PM = 3,350 Sigma® como agente osmético y

sin PEG, para evaluar el efecto osmatico del mismo sobre explantes de Opuntia. Para cada

uno de los tratamientos se realizaron ocho repeticiones.

Hidrolizado de caseina

Los genotipos G, Gy, G3 y G4 se utilizaron para realizar un experimento con tres niveles de
caseina hidrolizada 0, 250 y 500 mg-L™ con cuatro repeticiones para evaluar la capacidad
embriogénica en ausencia de luz. De esta forma se tuvieron cuatro genotipos que se

repitieron seis veces cada uno para dar un total de 24 unidades experimentales.

Azlcares

Los genotipos G; y G, se emplearon para realizar un experimento con dos concentraciones
de sacarosa 3 y 6 % con el objetivo de inducir embriogenesis. Cada tratamiento con cinco
repeticiones para dar un total de 20 unidades experimentales, conformadas por dos callos
cada una. Estos tratamientos fueron seleccionados con base en experimentos previos datos

no mostrados.

Explantes de raiz, hipocotilos y cotiledones

Se realizd un experimento para evaluar la produccion de callos en tres tipos explantes:
raices blancas terminales, hipocotilos, y cotiledones, del genotipo “Reyna” (Ry) O.
albicarpa, provenientes de semillas de Ojuelos. La induccién se realizé con 0.1 mg-L™ PIC
y 0.5 mg-L™? BA. Los tratamientos generados contaron con tres repeticiones conformadas

cada una por diez cotiledones, raices e hipocotilos.
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Multiplicacion por trozos de cladodios

Se eligieron cladodios de al menos un afio de edad, en su tamafio final de crecimiento, de
los genotipos denominados: R;, Rs, Ry, Ry y S seleccionados a partir de pruebas de
patogenicidad (Capitulo 1).

Los cladodios se cortaron en trozos con al menos tres aréolas en cada trozo, el instrumental
empleado se desinfectd previamente, se obtuvieron un promedio 28 trozos de cada
cladodio. Los trozos se sumergieron en alcohol etilico AZ® 96° G.L. sin desnaturalizar
(Figura 1a). Se dejaron secar sobre una rejilla y papel, a la sombra. Los trozos fueron
sumergidos durante 1 min en una solucién de acido indolacético (IAA) 1mg.mL™ Sigma-
Aldrich® y se colocaron sobre una bandeja de 6 cm de profundidad con vermiculita como
sustrato (Figuras 1b y c). Se regaron semanalmente con una solucion de agua con 15 mL de
hipoclorito comercial cada 10 L. Todo el experimento se realizd en condiciones de
invernadero, con un promedio de intensidad luminica (luxes) otofio-invierno 2014, medido
de 12-13 h 496.6 luxes.

Figura 1 a) Desinfeccion de los trozos de cladodios de los genotipos Ry, R3, Rz, R4 ¥y S, b)
secado y c) plantacién en bandejas.

Andlisis estadistico

Para la evaluacion de proliferacion de yemas, se realizd un andlisis de varianza (ANVA)
bifactorial con la prueba de Tukey HSD p <0.05%, utilizando el programa estadistico
Statgraphics Centurion®. Se evaluaron los factores genotipo: (Tolerante y Resistente) y el
factor concentracion de BA (1.1, 2.2 y 3.3 mg.L™). Por cada tratamiento se realizarén 4
repeticiones. La variable de respuesta analizada fue el nimero de brotes evaluados con la

comparacion multiple de medias.
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Para la multiplicacion por trozos se emple6 la misma prueba estadistica evaluando el

genotipo respecto a las variables nimero y longitud de brotes.

Resultados y Discusion

Proliferacion de yemas

Los dos genotipos seleccionados con aparente sanidad que se establecieron para
proliferacion de yemas mostraron diferencias significativas (p <0.05) en el ndmero de
brotes por explante en el periodo de estimulacidn, sin diferencias entre dosis de BA, aunque
con una tendencia de la dosis intermedia a registrar los mayores valores. En los medios de
estimulacion el mayor nimero de brotes después de 30 d de la induccion se presento6 en el
genotipo R, con una concentracién de BA de 2.2 mg.L™" (Figura 2, Cuadros 1). Estos
resultados no presentaron interaccion entre los dos factores evaluados (genotipos y dosis de
BA) lo que no concuerda con lo reportado para varios cultivares de Opuntia ficus-indica
(L.) Miller y dosis de BA por Llamoca-Zarate y col. (1999) y Zufiiga (2012).

NUmero de brotes
O P NN W b O OO N 00
_
N~
L J
_|

Dias durante la estimulacion

Figura 2 Numero de brotes generados durante el periodo de estimulacion para dos
genotipos, promedio de tres dosis de BA. Genotipo tolerante (T) linea azul, resistente (R)
linea roja.
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Cuadro 1 Evaluacion del numero de brotes de los genotipos R (resistente) y T (tolerante)
durante el periodo de estimulacion con diferentes concentraciones de BA.

Genotipo Concentrac_ilc’m Brotes por
BA mg.L explante
T 1.1 4.3
T 2.2 5.3
T 3.3 5.0
R 1.1 7.0
R 2.2 9.6
R 3.3 8.0

Esta respuesta es comun en el reino vegetal, y esté ligada a la reaccion de cada genotipo a
sefiales celulares y del ambiente, como son las hormonas y la luz (Dodeman y col., 1997).
Este efecto ha sido reportado para varias especies de Opuntia (Escobar y col., 1986; Juarez
y col., 2002; Estrada-Luna y col., 2008).

Por otro lado los explantes que se utilizaron durante el periodo de estimulacion fueron
colocados en el medio basal MS sin reguladores de crecimiento generandose diferencias

significativas (p <0.05) entre genotipos en el numero de brotes, con mayores valores para el

genotipo T (Figura 3).
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Figura 3 NUmero de brotes en medio basal MS, genotipo tolerante (T) linea azul, resistente
(R) linea roja.

El genotipo tolerante presentd la mayor cantidad de brotes en aquellos explantes que

provinieron de las concentraciones de BA de 2.2 y 3.3 mg.L™ aunque las diferencias entre
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concentraciones de BA aplicadas en el periodo de estimulacién no fueron significativas
(Cuadros 2). En general de acuerdo a estudios previos realizados por varios autores en
Opuntia sps. para proliferacion de yemas axilares, bajos o nulos niveles de auxina en
combinacion con moderados a altos niveles de citocininas mostraron los mejores resultados

(Angulo-Bejarano y Paredes-L6pez 2012).

Cuadro 2 Evaluacion del numero de brotes de los genotipos R (resistente) y T (tolerante) en
medio MS en explantes que provinieron del periodo de estimulacion tratados con diferentes
concentraciones de BA.

Genotipo Concentracion Brotes por
BA mg.L* durante el explante
periodo de
estimulacion
T 1.1 13.0
T 2.2 15.6
T 3.3 19.0
R 1.1 9.3
R 2.2 9.0
R 3.3 1.3

En el Figura 4 se puede observar una interaccion significativa entre el genotipo y la
concentracion de BA ya que el nimero de brotes se redujo en mayor medida a la dosis de
2.2 mg.L™" que en el resto de las dosis al comparar el genotipo R (resistente) con el T

(tolerante).

20 - - GENOTIPO

[ ] ™R
[ ] =7
16 - -

NUMERO DE BROTES

11 22 33
CONCENTRACION DE BA

Figura 4 Interaccion entre genotipo R (resistente) y T (tolerante) y concentracion de BA
utilizada en el periodo de estimulacion para el nimero de brotes por explante generados
durante durante el periodo en MS.
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Formacion de callo

Relativamente poco se ha informado sobre el establecimiento de cultivos de callos y
organogenesis de cactos. Llamoca-Zarate y col., (1999) desarrollaron un método para la
produccion de callos y la suspension de células en O. ficus-indica (L.) Miller. Estos autores
afirmaron que estos tipos de células podrian ser utilizados en la transformaciéon con
Agrobacterium tumefaciens, pero no obtuvieron ninguna evidencia de regeneracion.
Durante el periodo de induccion se observaron diferentes colores y formas en los callos
obtenidos. La mayoria de los callos eran compactos y mostraron una amplia variacion en el
color verde, que eran diferentes a la de los explantes iniciales. Algunos callos mostraron

una reducciodn visible en la produccion de clorofila, mientras que otros tenian algunas zonas

de color marrdn, que podrian ser causa de una oxidacion fendlica (Fig. 5).

El crecimiento de callo 6ptimo se observé en medio MS suplementado con 0.05 mg.L™
PIC, 0.5 mg.L™ BA 20 g.L" de sacarosa y 0.5 mg.L"* BA més 0.5 mg.L™" 2,4-D. Estos
resultados concuerdan con Angulo-Bejarano y Lopez-Paredes (2011) quienes sugieren que
la formacion de callos se produce cuando se afiaden niveles similares de auxina y
citoguinina en el medio. Por lo tanto, la relacion entre estos dos reguladores de crecimiento
constituye un factor critico que desencadena los eventos de desarrollo in vitro. Sin embargo
los callos perdian peso y mostraron graves problemas de oxidacion, a pesar de los
tratamientos aplicados que impidi6 un desarrollo favorable.
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Induccién a embriogénesis somatica

Los ocho genotipos establecidos provenientes de semillas formaron callo con variable
tamafo y color. Este comportamiento se ha asociado a que los genotipos de semillas
provienen de una polinizacion cruzada y por lo tanto presentan variabilidad, en tanto los de
trozos de cladodios tienden a tener menor variabilidad, debido a la propagacion vegetativa
usual en opuntias (Gomes y col., 2006). Pero también puede deberse al estado juvenil del
explante, ya que las plantulas de semilla ofrecen un alto grado de respuesta, al presentar
una competencia celular mas alta (George, 2008). Para la evaluacion de la formacién de los
callos se establecié una escala arbitraria de frecuencia: Alta: cuando el 70-100 % del
genotipo formaba callo, Media: cuando el 30-70 % formaba callo y baja cuando 0-30 % del

genotipo formaba callo (Cuadro 3).

Cuadro 3 Frecuencia de formacion de callos generados por los genotipos Gi, Ga, Gz, Gy,
Gs, G, G7 y Gg provenientes de semillas de Opuntia ficus-indica (L.) Miller. Resultados
luego de 2 meses de cultivo con induccién 0.5 g.L ™! BA, 0.05 g. L™ PIC.

Genotipo Frecuencia de formacion de callos
Gy Media
G, Baja
Gs Alta
G4 Media
Gs Media
Gs Baja
Gy Baja
Gsg Media

Durante los experimentos realizados para inducir la embriogénesis somatica de Opuntia
sps., se pudo observar que los realizados con PIC fueron los que mejor desarrollaron callos,
pero no se tuvo la oportunidad de observar las diferentes etapas de desarrollo, ya que los
callos s6lo perdian peso, observandose diferencias en la produccion de callo de acuerdo al
genotipo (Figura 6).

Figura 6 Diferencias en la formacidon de callos de acuerdo al genotipo a) Gs b) Gs. 35
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Un aspecto importante a resaltar, es que a pesar de formar callo, aunque se asuma que todas
las células son igualmente totipotentes y que los factores inductores se encuentran
disponibles de forma homogénea en un medio, la habilidad embriogénica esta limitada a
una fraccion de la poblacion celular (Dodeman y col., 1997)

Los genotipos evaluados presentaron un desempefio embriogénico nulo. Este
comportamiento ha sido reportado con anterioridad en diversas especies de cactos
(Santacruz y col., 1998).

Varios genotipos mostraron oxidacion en los explantes, entre los que fue mas intenso,
destacaron G;, G, y Ggen tanto que los genotipos Gs, G4 y Gs produjeron callo abundante y
sin presencia de oxidacién. En estos Ultimos genotipos, se observé un callo blaquecino con
estructuras globosas compactas.

La presencia de callo no fue siempre similar en los diferentes genotipos y tuvo una
ocurrencia muy erratica, sobre todo por la presencia de oxidacion incluso en las masas
celulares que conformaban el callo. La oxidacién impide el subsiguiente desarrollo de los
linajes celulares que deben conformar el embroide en formacion.

La ubicacion de caracteristicas fisicas por si mismas en los materiales no embriogénicos, no
ofrece informacion completa sobre la influencia del genotipo en el mecanismo involucrado
en el establecimiento de la embriogénesis somética (Da Costa y col., 2001).

Asimismo, algunos genotipos presentaron demasiada oxidacion, lo que hizo mas dificil que
los tejidos se desorganizaran, requisito indispensable para producir callo. Aunque el
genotipo G3 produjo mas callo que otros, frecuencia alta 70-100 % de formacién de callo
(Cuadro 3) la oxidacion persistié aun con los tratamientos empleados para evitarla; sin
embargo las caracteristicas observadas no dejan mucho que se puede resumir, ya que
ninguno de los tratamientos facilité la generacion de embriogénesis. Esta informacion
pudiera ser de utilidad para genotipos que muestren oxidacion moderada. La presencia
diferencial de la oxidacién en los genotipos, parece estar ligada a los sistemas de defensa al
estrés por temperatura (Ali y col., 2005).

No fue necesario realizar analisis estadisticos, ya que la respuesta fue igual para todos los
tratamientos. No fue posible ubicar grupos de genotipos por su capacidad embriogénica, a

pesar de haber repetido el experimento en cuatro ocasiones.
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Explantes de raiz, hipocotilos y cotiledones

En los tres experimentos realizados con el cultivar Reyna (Ry) (cotiledones, hipocotilos y
raices) la generacion de callo se formé primero en los explantes provenientes de hoja que
aquellos de raiz e hipocotilos, pero luego de 20 d todos los explantes mostraron callo,
aungue en menor cantidad en los explantes de raiz, o que se esperaba debido a que existe
mayor cantidad de células en los explantes de hoja que en raiz, ademas diferentes tipos de
explantes se comportan de manera diferencial, esto coincide con lo reportado por Llamoca-
Zarate y col. (1999). EIl aspecto de los callos generados en ambos tipos de explantes fue
muy diferente, el callo obtenido de hoja fue mas variable que el de hipocotilos (Figura7 a'y
b). En cambio el tipo de callo generado de raiz, aunque también friable o compacto, su

aspecto era mas lustroso, se observaron sectores verdes-cremosos (Figura 7 c).

Figura 7 Explantes del cultivar “Reyna” a) cotiledon, detalle de cotiledones con formacion
de callos b) hipocotilos, detalle de hipocotilos con formacion de callo c) raiz.

El hecho que el aspecto de los callos de hoja sea tan variable, esta relacionado con los
diferentes tipos celulares que conforman los tejidos de la hoja, donde estan activos los
cloroplastos, es por ello que el color verde no se observé en los callos de raiz, ya que en sus
células no esta activa la fotosintesis. Gomes y col., 2006 encontraron que la fuente del
explante y la concentracién de reguladores de crecimiento, son factores importante para la
induccioén de la embriogénesis somatica en las especies de Opuntia, por lo tanto, el balance
hormonal de los explantes también esta ligado a la respuesta morfogénica (George, 2008).
Ninguno de los tratamientos con las diferentes fuentes de explantes prospero.
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Multiplicacion por trozos de cladodios

Un cladodio puede sostener la pérdida de agua hasta 6 meses sin disminuir la viabilidad si
se encuentra en un sitio sombreado y seco. Cuando exista una aréola por ambos lados del
trozo o cladodio, se puede formar una planta (Mondragén-Jacobo 2001). La observacion-
aseveracion del autor citado aplico, segun el caso, para todos los genotipos de Opuntia
ficus-indica (L.) Miller aqui evaluados.

En cladodios, las raices adventicias se desarrollan a partir de aréolas que estan en contacto
con el suelo, lo que permite su arraigo y la absorcion de agua y nutrientes. Posteriormente
comienza el surgimiento de brotes vegetativos a partir de aréolas sin contacto con el suelo,
que generan un nuevo individuo (Reyes-Agiero y col., 2005). EIl genotipo Rz mostro
diferencias significativa (p=0.05) en cuanto al numero de los brotes, pero tuvo un bajo
porcentaje de sobrevivencia en este tipo de propagacion (Cuadro 4), asi mismo el genotipo
R; tuvo el mayor porcentaje de supervivencia mayor al 90 % y la maxima longitud de
brotes a los 3 meses de implantados (Cuadro 4 y 5).

Singh (2003) ha informado que el tamafio de cladodios plantados afecta significativamente
el numero de cladodios formados por planta, al igual que las interacciones entre el tamario,
edad y métodos de plantacion. Asimismo, la formacion de mas cladodios por planta
posiblemente pueda deberse a la presencia de un mayor nimero de aréolas activas.
También sefiala que a menor tamafio (anchura) de cladodios plantados, la tasa de
crecimiento relativo disminuye, y en el caso contario, aumenta, probablemente debido a
raices mas vigorosas y la acumulacion relativa de mas fotosintatos. Esto aplico también
para los trozos, donde aquellos con mayor

anchura y tamafio mostraron un mejor desarrollo de los brotes (datos no mostrados) (Figura
84a,Db,c).

Figura 8 Trozos transplantados de los diferentes genotipos seleccionados Ri, R3, Rz, Ry y
S (a) desarrollo a los 2 meses de edad (b) detalle del genotipo R;.
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Cuadro 4 Porcentaje de supervivencia de los genotipos R, Rs, Rz, R4y S por el método
propagacion en trozos.

% de supervivencia

Genotipo
en trozos
R; 92.85
R3 37.71
R4 7.14
R> 17.85
S 21.42

Las aréolas, yemas homdlogas a las yemas axilares de otras dicotileddneas, pueden
producir hojas reducidas, brotes, flores, nuevos tallos y ademas espinas, gloquidias, cerdas,
pelos o lana, y a veces raices adventicias (Bravo-Hollis, 1978). En todos los genotipos
evaluados las aéreolas produjeron, raices y brotes, mostrando diferencias significativas en
la longitud de los brotes entre los genotipos seleccionados y el susceptible. En cuanto al
namero de brotes R; fue el genotipo que tuvo més brotes y longitud de los mismos (Cuadro
5).

La sombra y la mayor humedad del suelo en plantas de vivero son dos factores ambientales
muy importantes que facilitan el establecimiento de plantulas (Flores y Jurado 2003;
Delgado-Sanchez y col., 2013). Gallardo y De la Barrera, (2007) sugieren que las plantulas
bajo sombra protegidas por el invernadero retardan los efectos del estrés. Por lo tanto, las
plantulas de Opuntia parecen haberse adaptado a la protecciéon de la sombra, similar a los

hallazgos de otros cactos y a lo observado en este experimento.

Cuadro 5 Numero y longitud de brotes de genotipos R, R3, Ry, Ray S.

Genotipo N° de brotes Longitud
R: 1.0+ 0.4665" 12.02+1.142
R, 0.6+0.5477¢ 3.84+3.76°
R3 1.8+.083662 4.90+7.09°
R4 1.4+0.5477" 2.34+0.37°
S 1.2+0.6750° 7.38+1.57"

*Letras diferentes, muestran diferencias estadisticas entre los tratamientos DMS p <0.05%.
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Conclusiones

Los resultados de todos los experimentos efectuados, en conjunto con las observaciones
cualitativas hechas durante el desarrollo experimental, permitieron destacar:

Proliferacién de yemas:

En el periodo de estimulacion el genotipo resistente R mostré un mayor nimero de brotes
que el genotipo tolerante T en todas las dosis de la citocinina BA. Lo opuesto ocurrid en
medio basal MS.

La dosis intermedia de BA (2.2 mg.L™) mostré el mayor nimero de brotes en el periodo de
estimulacion para ambos genotipos sin diferenciarse significativamente de las otras
concentraciones.

El Picloram en la obtencion de callos mostrd un desempefio destacable aunque no se pudo
obtener regeneracion.

No fue posible ubicar genotipos por su capacidad embriogénica, a pesar de haber repetido
el experimento en cuatro ocasiones.

La propagacion por trozos de cladodios resulta util para incrementar material seleccionado.
Los genotipos evaluados mostraron una respuesta diferencial en cuanto a su capacidad de
brotacion, nimero y longitud de brotes bajo las mismas condiciones ambientales y edad del

cladodio.
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CAPITULO 11l

Efecto del sustrato y el &cido giberélico (AG3) en la germinacion de semillas en diez
cultivares de Opuntia sps.

Este trabajo de investigacion se realizd con el objeto de establecer los efectos del &cido
giberélico y diferentes sustratos in vitro y ex vitro que estimulan la germinacion de semillas
de Opuntia sps. bajo polinizacion abierta de los principales cultivares de Jalisco. Este
estudio permitio obtener material para incrementar la variabilidad genética y su posterior
evaluacion frente a la resistencia a Pseudocercospora opuntiae.

Este capitulo ha sido publicado en el Journal of the Professional Association for Cactus
Development JPACD, a continuacion se incluye el articulo.
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ABSTRACT

The seeds of Opuntia sps show low germination capacity and high latency, so this study
compares different inert and synthetic substrates in vitro with the addition of gibberellic acid
(GA;) to stimulate seed germination in ten cultivars of Opuntia sps. (O. megacantha, O.
amyclaea, O. streptacantha, O. albicarpa and O. ficus-indica). The photoperiod 16/8 h,
light/darkness had a positive stimulating effect on the seed germination rate, while an inert
substrate (pumice:peat moss:sand, 1:1:1 v/v) showed on average 20% germination. The use
of in vitro Gamborg medium increased the germination rate to 40%. The addition of 25 mg L
gibberellic acid (GA;) to Murashige and Skoog (1962) medium, prepared to V4 basal salt
concentration, increases the germination rate across all cultivars, up to 90% at four weeks.
GA; was shown to play an important role in breaking the latency of the seed, and increased
amylolytic activity during seed germination in Opuntia sps.

Keywords: cactus pear fruit, scarification, substrate, in vitro germination, a-amylase

INTRODUCTION
Plants of the Opuntia genus are native to several ecosystems, from arid zones at sea level to
territories of great elevation, such as the Peruvian Andes; from tropical regions in Mexico
where temperatures never fall below 5 °C, to regions in Canada where winter temperatures
drop below -40 °C. This remarkable adaptability can be an interesting genetic resource for
very diverse ecological zones (Nobel, 1999). Vegetative reproduction using the cladodes is
the most important and used method for both natural and cultivated populations in Mexico
(Pimienta, 1990). However, in other arid zones, such as East Texas, natural populations are
established by seeds. The latter method has several advantages, among which are: the
creation of individuals with a different genetic makeup; it is the only available method if a
species is difficult to reproduce by vegetative means, and it lowers the overall operating
costs. Its main drawbacks are the difficulty in obtaining viable seeds, and the growth and
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development of the plants take a longer time (Reyes et al., 2005). Despite the importance
and advantages of this method, there are few studies evaluating the germination in Opuntia,
since as stated before, cultivation is usually done by the propagation by cladodes
(Mondragén and Pimienta-Barrios, 1995). However, it is important to consider propagation by
seeds as a strategy for the long term conservation of these cacti, as well to keep and
increase the genetic diversity.

Seeds of Opuntia ficus-indica L. Miller, like many other species of Opuntia, have a very low
germination rate, mostly due to its lignified pericarp which contains 55% of lignin and
cellulose, surrounding the embryo with 90-95% of the seed weight, blocking the radicular
protrusion (Werker, 1997; Habibi et al., 2008). Scarification methods show mixed results. It is
known that exposing the seeds to mineral acids the temperature increases, and this
phenomenon acts as a metabolic signal, initiating the first stages of germination, or
denaturing germination inhibitors (Potter et al, 1984). Avilés (2001) reports that the best
scarification method for Stenocereus gummosus is the treatment with concentrated sulfuric
acid, resulting in germination rate of 63%. Crisdstomo, (2009) achieved almost 100%
germination at 20 d in Astrophytum ornatum seeds treated with 15% sulfuric acid and placed
in 50% MS media. In MS media alone, very few seeds germinated after three months.
Gibberellins are phytoregulators synthesized in several plant tissues, but especially so in
tissues of active growth, such as embryos or meristems. Another important role is the
induction of hydrolytic enzymes such as a-amylase and proteases in seeds, and so increases
the mobility of the endosperm. Gibberellic acid (GA;) induces the synthesis of a-amylase,
which is responsible for the processing of the starch reserves present in the seed during
germination. Thus, GA; is widely used as a promoter or inducer of germination in several
plant species (Tigabu and Odén, 2001). In Cactaceae, there are few reports on the use of
gibberellins as germination promoters, and the results are quite heterologous. Deno (1994)
reports that in Opuntia sps, GA; is an indispensable promoter. Sanchez-Venegas, (1997)
showed similar results in concentration of 40 mgL™ in O. joconostle. Olvera et al., (2003)
reported no significant effect in germination at concentrations up to 1000 mg L' in O.
tomentosa. The aim of this research was to determine the optimal germination conditions in
ten cultivars of Opuntia sps, as well as evaluate the effect of gibberellic acid as promoters of
seed germination.

MATERIALS AND METHODS

Opuntia sps samples

Seeds of ten mature fruits of Opuntia sps (Table 1, Fig. 1) were collected in the “Las Papas
de Arriba” field, located in Ojuelos, Jalisco State, Mexico, between 21°43°30” and 21°43°77”
N, 101°39°48” and 101°43°42” W, with an average altitude of 2260 m. The climate in this area
is classified as dry template, with an average rain fall of 390-450 mm annual, and a mean
temperature of 16-18 °C; rainfall occurs mainly in summer from May to September (Pimienta,
1990).

JPACD (2015) 17:50-60 51
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Seed Extraction and cleaning

The pulp of the fruit was extracted and washed several times with water at 60 °C on a 150 um
mesh until only the seeds remain. Afterwards, the seeds were treated with 10% phosphoric
acid (H3PO,) for 10 min at room temperature, followed by two water rinses to remove the
remaining acid. Finally, the seeds were left to dry on absorbent paper, and were used six
months after extraction.

Table 1. Characteristics of the Opuntia spp. cultivars used in the germination study.

Scientific Name Common Use? Pulp Seeds per Abortive
hame color Fruit® seeds
(%)°

O. megacantha ‘Amarillo F Orange 290445 1745

Salm-Dyck Platano”

O. amyclaea “Burrona” F Light 197130 7510

Tenore Green

O. streptacantha “Cardona” F-Fo Red ND ND

Lemaire

O. amyclaea “Cristalina” F Light 255148 5018

Tenore Green

O. megacantha “Huesuda” F Orange 192427 1215

Salm-Dyck

O. megacantha - “Naranjon F Orange ND ND

Salm-Dyck Legitimo”

O. megacantha “Pico Chulo” F Orange 265138 2016

Salm-Dyck

O. albicarpa “Reyna” F Light 240440 55+14

Sheinvar Green

O. albicarpa “Rojo Ojuelos” F Red 344135 2114

Sheinvar

O. ficus-indica (L.) *“Copena TP Red 215433 2819

Miller Torreoja”

& Cultivar use as according to Mondragon-Jacobo and Pimienta-Barrios (1995). F=Fruit; Fo=Feed;
TP=Triple purpose.

® Mean + standard deviation based on measurement of 20 fruits from at least ten plants.

ND= not determined.

Inert substrate (IS)

A mixture of pumice (3 mm mean size), peat moss (Sphagnum sp) and sand was prepared in
a 1:1:1 (v/v/v) relation. The mixture was moistened and sterilized in an autoclave at 121 °C for
30 min.

Inert substrate plus vermicompost (IS + H)

A mixture of pumice, peat moss (Sphagnum sp) and vermicompost (Eisenia foetida) was
prepared in a 1:1:1 (v/v/v) relation. The mixture was sterilized by placing in a microwave oven
for 3 minutes. 20 seeds per cultivar were soaked in distilled water for 24 h. Afterwards, they
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were placed in expanded polystyrene pots in either substrate (IS or IS+H) and kept in
greenhouse conditions.

ROJO OJUELOS

Figure 1. Fruits of different Opuntia sps. used in the germination experiments A-G. Cutout
detail on the Opuntia seed coat (H-1).

Scarification (S)

Scarification was performed as described by Altere et al. (2006). Concentrated sulfuric acid
was added to a group of seeds for 5 min. The seeds were rinsed twice with distilled water and
were incubated with 6% hydrogen peroxide for 30 min. After this time, the seeds were placed
in Petri dishes containing wet cotton in the bottom and filter paper on top as seeding surface.
Each dish contained 20 seeds, with three repetitions per cultivar, and were incubated at 26 °C
with 16 h light and 8 h darkness cycles.
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In vitro medium germination

Murashige and Skoog medium (MS)

The scarified seeds were disinfected by immersion in 5% sodium hypochlorite (w/v) for 10
minutes, and then rinsed three times with distilled, sterile water. The seed cover was clipped
with pliers (Figure 1) in sterile conditions, and the seeds were placed in 100 mL Erlenmeyer
flasks with Murashige and Skoog, (1962) media with 7.5 g L™ agar, and adjusted to pH 5.8,
and were incubated at 26x1 °C with 24 h cycle, 16 h of light and 8 h of darkness, with a light
intensity of 58 pE.

MS plus gibberellic acid (GA3)

MS medium was prepared at 25% of total salt concentration with 7.5 g L agar, to which 25
mg L7 of gibberellic acid was added. The seed cover was clipped with pliers in sterile
conditions, and the flasks were incubated 28 °C + 1with 12 h light/8 h dark cycles with a light
intensity of 58 uE.

Gamborg liquid medium (B5).

Seeds were disinfected with 5% sodium hypochlorite (w/v) for 24 h. The seed cover was
broken with pliers in sterile conditions. Twenty seeds were then placed for four weeks in 30
ml of liquid B5 medium (Gamborg et al., 1968) plus 1.95 mg L™ kinetin and 0.099 mg L' 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), and placed in an orbital agitator set at 100 rpm. After the
four weeks of primary culture elapsed, the germinated embryos subcultured, applying the
same base medium without any growth regulators.

Protein extraction and o-amylase activity determination

The seeds were milled until a fine powder was obtained. This powder was defatted by mixing
with an equivalent volume of acetone and vigorous agitation. The resulting mixture was
centrifuged at 2150 rcf for 5 min. The supernatant was discarded, and the precipitate left to
dry in an aluminum tray at room temperature. Once the acetone evaporated, the resulting
powder was placed in an microtube and two volumes of 10 mM, pH 7.2 phosphate buffer
were added, keeping it 12 hours at 4 °C to achieve the extraction of soluble proteins. The
samples were then centrifuged at 16800 rcf for 5 min, and the supernatant was recuperated.
This solution was used to quantify the protein present in the seed and analyze for a-amylase
activity. Protein concentration was determined as described by Bradford (1976) using bovine
serum albumin as the standard. In all extracts a-amylase activity was determined as
described by Bandini et al. (2009); using 1% (w/v) starch as the substrate. One a-amylase
activity unit was defined as the amount of enzyme required to produce a microgram of
maltose in 30 min at 35 °C. Maltose was measured by the 3,5-dinitrosalicilic acid (DNS)
method Bernfeld (1995). A blank was assayed concurrently with the reaction mixture. All
assays were performed in triplicate.

Statistical analysis

For each cultivar three repeats of 20 seeds each were tested. Seeds were monitored daily,
and the experiment was followed for 4 weeks. Germination was considered to have occurred
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once the radicle sprouted. To the germination data (as percentage of germination) an
analysis of variance (ANOVA) and a comparison of means using Tukey test, with p < 0.05 by
means of the software SPSS V2.0.

RESULTS AND DISCUSSION

Considering that all specimens are domesticated species, the number of seeds in all cultivars
(Table 1) was fairly homogenous (averaging 250 per fruit); however, there was a large
difference in the number of abortive seeds, from 17 to 75%. Reyes-Agliero et al. (2005)
reported that the average number of seeds per fruit varies considerably, from 55 in O.
brunneogemmia (F. Ritter) C. Schlindwein to 208 in O. rastrera (Weber). These authors
suggest that in fruit cultivars in Mexico, with different degrees of domestication and wild
types, fruits contain from 16 to 518 seeds. The number of seeds per fruit is a morphological
variable that can be used to differentiate between Opuntia species, by discrimination
analysis, as well as fruit size and pulp color (Chessa, 2010).

The seed inability to germinate under the correct conditions (temperature, moisture and
gases concentration) is considered the latency, or dormancy, of the seed Immersion in 10%
phosphoric acid was an effective method to clean the pulp adhered to the seed cover, due to
the breakage of the glyosidic links of complex carbohydrates, increasing their solubility and
promoting germination. Inert substrate (pumice and sand) and inert plus vermicomposting
substrates are commonly used in the nursery due to its characteristic of retaining moisture.
The germination rate on these substrates was 33.8% and 16.4% respectively (Figure 2).
Therefore, the imbibition water is not sufficient to trigger a uniform germination process.

The hard seed cover in the genus Opuntia may act as mechanical protection of the embryo,
instead of being an impermeable element (Werker, 1997). Our germination data (Figure 2)
shows that the dormancy is not caused by a mechanical barrier blocking the radicular
protrusion, as no treatment, neither chemical, with H,SO, or H,O,, or mechanical, by
performing a cut in the seed cover (Figure 1 H-1), was enough to break the latency, getting
only a 4.4% of germination (S).

Sulfuric acid has been used in other Opuntia species to increase the germination rate Olvera-
Carrillo et al. (2009). However, the cover of the embryo does not act only as a mechanical
barrier, but may influence the germination indirectly. Altere et al. (2006) reported, the use of
sulfuric acid influenced germination negatively, as the number of seeds that germinated was
lower than the other methods tested.

Another type of dormancy in these species has a physiological origin that has been
eliminated in part by two agents: light as a photoperiod treatment and the use of hydrogen
peroxide. Forced dormancy is regulated by environmental conditions, such as light, and
seeds are ready to germinate immediately after environmental limitations are lifted (Vazquez-
Yafez and Orozco Segovia 1996). Positive photoblastic response is common among Cacti,
including the Opuntia genus (Rojas-Aréchiga and Vazquez-Yafiez, 2000). The hydrogen
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peroxide solution, acting as an oxidizing agent, regulates the primary, or innate, latency, as
demonstrated by Altere et al. (2006). This latency, which prevents the germination of the
seed inside the mother plant and after a time period after its dispersion, may be caused by
the embryo’s asphyxia due to the hardness of the teguments. However, our study did not
present this behavior, as it was the treatment that resulted.

Cultivar

CJAMARILLO PLATANO
ZBURRONA
ClcarDONA

S CRISTALINA
([ICOPENA TORREOJA
EHUESUDA
EINARANJON LEGITIMO
Srico cHULO
BIREYNA

EROJO OJUELOS

1004

80+ ph

607

% Germination

T

GA, s mMs
Treatment

Fig. 2. Germination percentage for seeds of ten cultivars of Opuntia spp after 28 days.
Treatments: (GA;s) MS 25% plus 25 mg L™ of gibberellic acid, (S) scarification with
H,SO,, (MS) Murashige and Skoog basal salts, (B5) Gamborg basal salts, plus 1.96
mg L kinetin and 0.099 mg L" 2,4-D, (IS) pumice: peat moss: sand (IS+H) Peat
Moss: Pumice: Vermicompost. Different letters between cultivars in treatment are
significantly different by Tukey at p<0.05.

A photoperiod 16/8 h was required for seeds to germinate in the in vitro treatments, and is a
shared characteristic with other Opuntia species. Monteiro et al. (2005) demonstrated the
importance of the light treatment in the germination of O. stricta and O. fomentosa seeds. The
best results for Opuntia sps germination were obtained in the in vitro media GA;, reaching
85% germination, and B5 with 33.7% (Figure 2). In general, seed covers are impermeable to
water, and when placed in in vitro media this may not be an issue as they are very high in
moisture; however, water presence alone is not sufficient to induce germination, as
evidenced by medium MS, where no germination was observed in the evaluated time. It is
known that gibberellic acid can participate in the remobilization of nutrients or germination
inhibitors George (2008) and Masuoka (2003) report that gibberellic acid induces the
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mobilization of the seed reserves by inducing hydrolytic enzymes such as a-amylase and
proteases, facilitating the mobilization of the endosperm and the rate of germination. This
phenomena was observed in our study, where the cultivars that germinated earliest (2 d),
such as Cardona, Rojo Ojuelos, Naranjon Legitimo, Pico Chulo and Copena Torreoja,
followed by Burrona, show the highest amylolytic activity (Figure 3), whereas in cultivars such
as Amarillo Platano, Reyna, Huesuda y Cristalina the radicle did not appear until the third
week, both being higher in the treatment with GA; compared to the MS medium alone. Thus
the speed of germination is influenced by the specific activity of a-amylase, where the
cultivars with the highest germination speed show the highest value of enzymatic activity.
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Figure 3. Specific activity of a-amylase in Opuntia spp seeds after seven days established on
(MS) basal salts of Murashige and Skoog (1962) and (GA;) MS at 25% medium plus
25 mg L of gibberellic acid. Different letters between treatments are significantly
different by Tukey at p < 0.05.
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Olvera et al. (2003) has reported that concentrations of 1000 mg L™ of GA; in O. tomentosa
do not promote seed germination, but in O. joconostle, at 40 mg L™ of GA;, has a promoter
effect previous to the seed coat bursting Sanchez-Venegas (1997). In O. rastrera, O.
microdasys and O. macrocentra, the addition of 200 mg L™ of GA; does not have a significant
effect in the germination of the seeds Mandujano et al., (2007). In our study, the addition of
25 mg L of GA; to the medium was enough to stimulate the germination in all the tested
Opuntia cultivars.

CONCLUSIONS

Both inert substrates showed a similar behavior in the germination of the ten varieties of
Opuntia tested, averaging 10-55% germination rate. Germination was increased to an
average of 40% by mechanical scarification (breaching of the cuticle), while the sulfuric acid
treatment had no effect on germination. Under in vitro conditions, with a 16/8 h photoperiod, a
low percentage of germination in seeds was induced. It was demonstrated that gibberellic
acid plays an essential role in the promotion of germination (above 90%) in seeds of Opuntia
sps., as in the remobilization of the carbohydrate source, by increasing the amylolytic activity
in the germinated seeds.
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Método de seleccion en explantes in vitro de Opuntia sps. con resistencia a la mancha

negra causada por Pseudocercospora opuntiae.

Maria Judith Ochoa®®, Luis Rivera-Lépez®, Juan Florencio Gémez-Leyva®
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En el presente estudio se evaluo la patogenicidad de P. opuntiae y sus extractos fungicos
sobre explantes de nopal provenientes de semillas y seleccién a campo bajo condiciones in
vitro. Los resultados permitirdn establecer un sistema para la obtencion de variantes

somaclonales resistentes a la mancha negra.

Este capitulo ha sido publicado en la Revista de la Facultad de Ciencias Agrarias UNCuyo,

a continuacion se incluye el articulo.
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Método de seleccion en explantes in vitro de Opuntia sps.
con resistencia a la mancha negra causada por
Pseudocercospora opuntiae

In vitro selection method in explants of Opuntia sps. with resistance
to black spot caused by Pseudocercospora opuntiae

Maria Judith Ochoa 23, Luis Rivera-Ldpez 3, Juan Florencio Gémez-Leyva 3
Originales: Recepcién: 08/09/2015- Aceptacién: 30/09/2015

RESUMEN

La mancha negra del nopal; provocada por Pseudocercospora opuntiae es una enfer-
medad difundida entre los sistemas productivos de nopal. El proceso de patogénesis,
comprende un periodo de incubaciéon de 90 dias y el desarrollo de los sintomas puede
ocurrir en 25 dias. Sin embargo, aun es limitada la informacién del patosistema de
P. opuntiae en Opuntia sps. El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de
productos extracelulares y esporas de P. opuntiae sobre plantulas de nopal en condi-
ciones in vitro. Se evalué tres genotipos provenientes de embriones cigdticos y dos
genotipos de selecciéon a campo caracterizados como tolerante (T) y resistente (R) a
P. opuntiae. Se inoculd plantulas de Opuntia in vitro con el extracto extracelular y una
suspension de 108 conidios ml, se evalud el dafio a los 15, 30, 45 y 60 dias posterior
a la inoculacién (dpi). Después de 60 dpi se presentaron los sintomas en explantes
inoculados con el hongo puro, mientras los productos de excrecién del hongo en medio
liquido mostraron capacidad de provocar sintomas similares al inéculo flngico. Estos
resultados demuestran que P. opuntiae infecta explantes de Opuntia bajo condiciones
de cultivo in vitro, lo que podria ser una herramienta importante en la seleccion de
genotipos resistentes de Opuntia sps. a la mancha negra.

Palabras clave
mancha negra ¢ Opuntia e seleccidn in vitro e extracto fiingico
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ABSTRACT

The black spot cactus is caused by Pseudocercospora opuntiae a disease spread among
production systems. The process of pathogenesis, comprising an incubation period
of 90 d. and the development of symptoms can occur in 25 d.; however, is still limited
information pathosystem P. opuntiae in Opuntia sps. This study aimed to evaluate the
effect of extracellular products and spores of P. opuntiae on cactus pear under in vitro
conditions. Three genotypes from zygotic embryos and two genotypes product of field
selection which were characterized as tolerant (T) and resistant (R) to P opuntiae were
evaluated. Opuntia in vitro seedlings were inoculated with the extracellular extract and a
suspension of 108 conidia m/1, the damage at 15, 30, 45 and 60 d. post-inoculation (dpi)
were evaluated. After 60 dpi symptoms occurred in explants inoculated with pure
fungus, while the excretion products of the fungus in liquid medium showed ability to
induce symptoms similar to fungal inoculum. These results demonstrate that P. opuntiae
infected Opuntia explants under in vitro culture conditions, which could be an important

tool in the selection of resistant genotypes to black spot in Opuntia sps.

Key words

black spot e Opuntia e in vitro selection ¢ fungal extract

INTRODUCCION

La mancha negra del nopal; provocada
por Pseudocercospora opuntiae (2,13, 14),
es una enfermedad difundida en los
sistemas productivos de nopales de
México y Argentina (3). La enfermedad
ha sido detectada en cladodios de mas de
seis meses de edad con lesiones color café
a negro, las cuales inician con la presencia
de puntos pequeiios color olivo que
aumentan de tamafio y cambian a un color
café oscuro (13).

El tiempo desde la aparicién de los
primeros sintomas hasta que las lesiones
se desarrollan varia entre 25 a 40 dias
dependiendo del grosor y la edad del
cladodio (7, 15).

El proceso de patogénesis, de acuerdo
con la biologia del patégeno indica que el
periodo de incubacién toma alrededor de
104 dias y el desarrollo de los sintomas
ocurre en 25 dias en cladodios de 6 meses
de edad. Sin embargo, atin es limitada la

informacién sobre el proceso de patogé-
nesis que se desencadena una vez que
existe el reconocimiento entre patégeno y
hospedante. Por otro lado no se conoce si
P. opuntiae tiene la capacidad de infectar
tejidos jovenes (explantes in vitro), ya que
en condiciones de campo se ha observado
que los cladodios jovenes de menos de
6 meses, cosechables en los sistemas
productivos de nopal verdura y forraje, no
presentan sintomas de la enfermedad.

Recientemente se ha reportado
el proceso de patogénesis en cortes
histoldgicos de cladodios enfermos, donde
se informa que el patégeno invade intrace-
lularmente cavidades subestomaticas,
el colénquima y clorénquima, causando
plasmdlisis y desintegracion de los cloro-
plastos (10, 15)

Las estrategias de control de la enfer-
medad en los dltimos afios se han basado
en la utilizaciéon de productos quimicos
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a base de Oxicloruro de cobre, Benomil
y Mancozeb entre otros (11), los cuales
son aplicados por el 68,5% de los produc-
tores sin tener en cuenta el ciclo del
patégeno por lo que la enfermedad no ha
sido controlada.

En el control de la mancha negra,
también se ha empleado el quitosano el
cual disminuyé el crecimiento in vitro
de Collectotrichum gloeosporoides 'y
Fusarium Ilunatum ambos patdgenos
asociados con la mancha negra (4).

Ochoa et al (2015) sugieren como
estrategia para el control de la enfer-
medad, el empleo de genotipos resis-
tentes provenientes de selecciéon masal y
la utilizacién de plantulas de semillas, que
puedan mostrar resistencia mediante el
intercambio genético.

La obtencién de genotipos resistentes
a Pseudocerospora es una prioridad a
partir de la apariciéon de la enfermedad
en México. Para ello es necesario evaluar
un sistema donde se puedan comprobar
los postulados de Koch, empleando
tanto el hongo puro como sus extractos
extracelulares sobre explantes de Opuntia
desarrollados a partir de embriones
cigoéticos bajo condiciones in vitro.

El empleo de fitotoxinas de patdgenos
ya sea de naturaleza proteica o compuestos
de bajo peso molecular, como agentes de
seleccion in vitro es una de las técnicas que
se utiliza para obtener somaclonales resis-
tentes a una enfermedad, teniendo como
premisa fundamental que la resistencia
debe manifestarse a nivel in vitro (6). Para
ello generalmente se estudialarespuesta de
variedades de comportamiento conocido
en cuanto a la resistencia o susceptibilidad
ala enfermedad y su posible diferenciacion
a este nivel. Estudios de este tipo se han
realizado con P fijiensis sobre su posible
produccion de toxinas (5).

Las fitotoxinas tienen dos propiedades
importantes: son activas a muy bajas
concentraciones y son moéviles dentro de
la planta y por lo tanto pueden actuar a
distancia del sitio de infeccion (16).

Por otro lado, en la interacci6on
Pseudocercospora-Opuntia no se tienen
estudios sobre la seleccidon de genotipos
resistentes a la enfermedad mediante la
utilizaciéon de extractos extracelulares
del patégeno.

Teniendo en cuenta lo anterior, en el
presente estudio se evalué la patogeni-
cidad de P opuntiae y componentes
extracelulares sobre explantes de nopal
provenientes de semillas y selecciéon a
campo bajo condiciones in vitro. Los resul-
tados obtenidos permitiran establecer un
sistema para la obtenciéon de somaclo-
nales resistentes a la mancha negra.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Los genotipos utilizados fueron
obtenidos de semillas de frutos de nopal
colectados en las zonas productoras
de Santa Lucia, Zapopan 20°79'12" N,
103°37'30" O y 1420 m s. n. m., Jalisco.

Las semillas fueron sembradas en
medio basal MS (12) bajo condiciones
asépticas de cultivo y colocadas a 27°C.

A dos semanas de su germinacién
los embriones fueron separados, los
cigéticos de los somaticos de acuerdo
con Vélez-Gutierrez et al. (1996). Estos
explantes de Opuntia se establecieron
durante 60 dias para su endurecimiento
en medio MS sin reguladores de creci-
miento; fueron denominados como:
G, G, G,y los genotipos tolerante (T)
y resistente (R), elegidos mediante
selecciéon acampoy pruebas de patogeni-
cidad a P. opuntiae (13).
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Los explantes se transfirieron en dos
sustratos inertes: arena y perlita, para
evitar el desarrollo de P opuntiae en el
medio; se establecieron bajo condiciones
de 26°C 16h luz/ 8h, durante 60 d. cada
15 d se les agregdé 5 ml de medio MS al
25% para su nutricién.

Para los experimentos de infeccién con
Pseudocercospora y el extracto fungico
se empleé 3 plantas de cada genotipo
por sustrato.

Material microbiolégico

Para las pruebas de patogenicidad
se empled un aislamiento de P opuntiae
tomado de plantaciones comerciales de
Opuntia (11), la cepa creci6 en medio
(Extracto de Malta MEA 2%) durante 60 d. Se
preparé una suspension conoidal 1x108ml.

Obtencion del extracto de
Pseudocercospora opuntiae

El extracto extracelular de P. opuntiae
se obtuvo de un cultivo en medio liquido
papa dextrosa (PDB) por 60 d en agitacién
constante a temperatura ambiente.

Al término de este periodo el micelio
del hongo fue eliminado, se centrifugé el
medio de cultivo a 12000 rpm durante
15 min en dos ocasiones.

Una vez centrifugado se recuperd
el sobrenadante y se filtr6 con una
membrana de 0,2 um.

El extracto obtenido fue incorporado
en placas con PDA en proporciéon de
10 mlL?! para evaluar la presencia del
hongo (figura 1).

Figura 1. Evaluacion de la efectividad del extracto de P. opuntiae: arriba filtrado,
debajo sin filtrar.

Figure 1. Evaluation of effectiveness of P opuntiae extract: up filtered, unfiltered below.
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Reaccion de enzimas del extracto de
Pseudocercospora opuntiae

Para determinar factores de patogeni-
cidad relacionados con la actividad de
enzimas hidroliticas en el extracto fingico
extracelular, se evaludé las actividades
in vitro de las enzimas amilasa, proteasa
y celulasa. Se prepardé en cajas de Petri
con los siguientes sustratos (tres por
cada reaccio6n).

Almidén

(1%): 1g de almiddn se disolvié con
100 ml agua destilada fria, se adicion6
1g de agar-agar y 1ml buffer fosfato 1M,
se calenté en microondas durante 1 min
para disolver el agar- agar y se esterilizd
a 121°C, acto seguido se realiz6 el vaciado
en las caja Petri en condiciones estériles
bajo campana de flujo laminar.

Reaccidn a la solucién de Lugol: yodo
I, 5g.1" yoduro de potasio KI, 10g.l", agua
destilada 85 ml, la solucién de Lugol se
colocé sobre las cajas de Petriy se observo
la reaccidn al cabo de 15 min (22).

Proteasa

1g de caseina se disolviéo con 10 ml
agua destilada. Por separado a 90 ml de
agua destilada se le adiciond 1 gota de ClCa
1My 1g de agar, se calent6 en microondas
durante 1 min para disolver el agar y se
esterilizé a 121°Cy 1,1 kg cm por 15 min.
Cuando la solucién est4 a 40°C se adicion6
la solucién de caseina agitando manual-
mente y finalmente se realizé el vaciado
en cajas Petri en condiciones estériles
bajo campana de flujo laminar.

Reaccidn al azul de Comassie (20).

Celulosa
(1%), 1g de celulosa (Sigma®) se
disolvié en 100 ml agua destilada con 1g

de agary 1 gota de CaCl, 1M, se calentd en
microondas durante 1 min para disolver
el agar y se esterilizé a 121°C y 1.1 kg cm
por 15 min. Luego, se realiz6 el vaciado en
cajas Petri en condiciones estériles bajo
campana de flujo laminar. Reaccion en UV
(Entela 8W Model UVLms-38), se sometio
alaluz UV - 365 nm con Calco Fluor Stain
(Sigma-Aldrich) (21).

Se colocd papeles de filtro estériles en
las cajas de Petri preparadas para cada
reaccion y se agregd en la campana de
flujo laminar 20, 50 y 100 pl respectiva-
mente del extracto de P. opuntiae.

Posteriormente, en cada reaccién
enzimatica, se midié6 el halo formado
alrededor del papel de filtro con
las diferentes concentraciones del
extracto fngico.

Inoculacién de explantes in vitro

Se realiz6 dos experimentos por
separado en los cuales se evalu6 la
patogenicidad del hongo puroy su extracto
en los explantes de los genotipos G,, G, y
G, (provenientes de semilla), Ry T (selec-
cionados a partir de pruebas de patogeni-
cidad. Los mismos se establecieron en
dos sustratos inertes 1: arena, 2: perlita.
Los explantes fueron inoculados con 50ul
del extracto fungico y 50ul de suspension
conoidal 1x10® ml; la inoculacién se
realiz6 en la parte media de cada explante
utilizando una aguja hipodérmica, las
plantas control se inocularon con agua
destilada estéril.

La patogenicidad del hongo y del
extracto se evalué a los 15, 30, 45 y 60 d,
mediante el seguimiento de una escala
arbitraria de severidad de la enfermedad
(figura 2, pag. XXX).

Se utiliz6 un disefio completamente
al azar.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé pruebas de andlisis multifac-
torial para estimar las mejores condiciones
de infeccién en relacién con los sustratos
e inoculos probados; también se realiz6
un andlisis de varianza para evaluar la
severidad de los sintomas provocados por
ambos indéculos, utilizando el programa
estadistico STATGRAPHICS. 5.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Reaccion de enzimas del extracto de
P. opuntiae

Referente a la actividad enzimatica del
extracto extracelular de P. opuntiae obtenido
a partir del medio PDB, se observo la degra-
dacién in vitro de los sustratos preparados,
por las enzimas amilasa, celulasa y
proteinasa en todas la concentraciones
probadas (20,50, 100ul) (figura 3, pag. XXX).

La degradacion del sustrato se observa
con la formacién de un halo concéntrico
alrededor del disco de papel filtro que
contenia el extracto del hongo. Estos
resultados sugieren que el hongo secreta
estas enzimas de forma extracelular en
el medio de cultivo, posiblemente para
degradary asimilar algunos de sus compo-
nentes. Asimismo estos compuestos
podrian relacionarse en mayor o menor
grado con el proceso de patogénesis y la
manifestacién de los sintomas de la enfer-
medad en Opuntia junto con la produccion
de toxinas.

Estudios de este tipo se han realizado
con P, fijiensis sobre su posible produccion
de toxinas (5).

Se sabe que estas enzimas (amilasa,
celulasa y proteinasa) ademas de otras
fitotoxinas pueden actuar sobre los
componentes estructurales de la pared
celular de los vegetales (17).

La produccién in vitro de fitotoxinas
en medios de cultivos ha sido reportada
para diferentes especies de hongos (9, 18)
y la importancia de los extractos fungicos
de sus cultivos esta siendo ampliamente
estudiada, ya que se ha demostrado que en
estos se encuentran diferentes compuestos
que producen sintomas en las plantas (8).

Arango et al. (2010) demostraron que
la variacion en las condiciones de luz, el
tiempo de fermentacién y el aislamiento,
se relaciona con la fitotoxicidad de los
extractos; por lo que estudios posteriores
podran describir los componentes del
extracto extracelular de P, opuntiae.

Inoculacién de explantes in vitro

Los genotipos estudiados mostraron
diferencias después de 60 d en cuanto a la
severidad de la infeccién (tabla 1).

Tabla 1. Andlisis estadistico multifactorial de
sustratos, inéculos y genotipos. T: Tolerante,

R: Resistente, G, ; ,: Genotipos cigoticos.

Table 1. Multifactorial statistical analysis of
substrates, inoculum and genotypes. T: Tolerant,
R: Resistent, G, , ,: zygotic genotypes.

Factor Severidad de la infeccion

Sustrato

Arena 1,152

Perlita 1,352
Inéculo

Extracto fungico 08 °

Hongo puro 1,7 @
Genotipo

G, 1,87°

G, 0,75 ¢

G, 2,627

T 0,87 ¢

R 0,12°¢

* Letras diferentes, muestran diferencias estadisticas
entre los tratamientos. Tukey HSD p <0,05%.
* Different letters show statistical differences
between treatments Tukey HSD p <0.05%.
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Figura 2. Evolucion de sintomas en explantes: A: explante sano, B: necrosis en el punto de
inoculaciodn, C: tejido acuoso sin avance, D: explante necrosado, muerto.

Figure 2. Symptoms evolution in explants: A: explant healthy, B: necrosis in the inoculation,
C: aqueous tissue progression, D: necrotic dead explant.

Figura 3. Actividad enzimaética de P. opuntiae a) almiddn, b) caseina, c) celulosa.

Figure 3. Enzymatic activity P. opuntiae a) starch, b) casein, c) cellulose.

Respecto de las condiciones de infeccién,
extracto y hongo puro, relacionadas con
el origen del sustrato (arena y perlita),
no existen diferencias significativas en la
severidad de los sintomas, el sustrato no
influye en la interaccion planta-patégeno.

Probar sustratos inertes en la infeccién
con Pseudocercospora se realizd con el
objetivo de que el hongo no tuviera un
sustrato rico para desarrollarse, esto lo obligd
a crecer directamente sobre el explante, con

ello se aceleraria el proceso de infeccién, lo
cual descarta cualquier posibilidad de enmas-
caramiento de los resultados provocado por
los componentes del medio de cultivo.

Después de 60 d de la inoculacién la
severidad de la infecciéon fue mayor y se
presenté en un menor tiempo en explantes
inoculados con el hongo puro. Estos resul-
tados demuestran que P. opuntiae tiene la
capacidad de infectar explantes de Opuntia
bajo condiciones de cultivo in vitro.
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Sin embargo, en condiciones de campo
no se observa infecciéon en cladodios de
menos de 6 meses de edad, lo cual pudiera
estar relacionado con el largo periodo de
incubaciéon del hongo 120 d (13), por lo
que no presentan sintomas de la enfer-
medad. Estos son los utilizados como
nopal verdura o forraje y representaria
una estrategia de "convivencia" con la
enfermedad en los sistemas productivos
que utilizan cladodios de esta edad.

Por otra parte, se observa que el
extracto flingico tiene la capacidad de
generar patogenicidad en explantes
de Opuntia (figura 3, pag. XXX), lo cual
concuerda con otros estudios sobre la
patogenicidad de extractos de hongos
fitopatogenos (18).

Su efecto provoca una menor severidad
en el desarrollo de los sintomas, los
cuales tardan mas tiempo en aparecer
en comparacion con el hongo puro, dicha
patogenicidad pudiera estar relacionada
con la produccién de enzimas hidroliticas
(celulasa, amilasa, y proteasa) en
combinacién con fitotoxinas, estudios
sobre el perfil proteico de extractos de
P. opuntiae en los medios PDB, Czapeck,
V8 mostraron diferencias en el contenido
de las proteinas secretadas en cada medio
de cultivo (datos no mostrados).

Estudios similares se han reportado para
extractosdeColletotrichum,dondesedemostrd
que en los mismos se encuentran metabo-
litos fitotdxicos generados por el hongo, los
cuales inducen en la plantas hospederas
sintomas similares a los producidos por
los hongos;  Theerthagiri et al (2008) y
Yoshida et al. (2000) demostraron la
presencia de toxinas no especificas en
los extractos del hongo C. dematium que
provoca lesiones necrdticas en hojas de
diferentes plantas como mora (Morus sp.),
rabano (Raphanus sp.), durazno (Prunus sp.)
entre otros.

Respecto de los genotipos evaluados,
los denominados como R, T y G, despueés
de 60 dias después de la inoculacién (ddi)
mostraron el menor indice de severidad de la
enfermedad tanto con el inoculo proveniente
del extracto, como con el hongo puro. Por
lo cual son genotipos seleccionados para su
propagacion como resistentes a P opuntiae.

Los genotipos G, y G, mostraron los
indices mas altos en la severidad de la enfer-
medad por los que se consideran genotipos
susceptibles a P opuntiae (figura 4, pag. XXX).

Especificamente en estos genotipos
se observé un efecto del extracto sobre
el desarrollo de sintomas, se concluye
que los extractos de P. opuntia obtenidos
mediante el método propuesto en este
estudio pueden ser utilizados para la
seleccion de explantes resistentes a
P. opuntiae en condiciones in vitro.

Respecto de la evolucién de Ila
severidad de la enfermedad en el tiempo
se observo que el genotipo G, a los 15 ddi,
el 50% de las plantas infectadas presen-
taban tejido acuoso sin translocacién
(sintoma 2), el 50% restante presento
necrosis total (sintoma 3). Estos sintomas
se mantuvieron los primeros 30 d. A partir
de los 45 d todas las plantas presentaron
necrosis total (figura 4 A, pag. XXX).

El genotipo G, desde los primeros
15 ddi, el 100% de las plantas infectadas
presentd tejido necrosado en el punto
de inoculacidn, este sintoma se mantuvo
hasta los 60 d (figura 4 C, pag. XXX).

El genotipo G, a los 15 ddi no present6
sintomas de enfermedad en el 50% de las
plantas infectadas, mientras que el restante
50% present6 necrosis total (sintoma 3).
A los 60 ddi todas las planta presentaron
necrosis total (figura 4 E, pag. XXX).

En el genotipo tolerante (T) los
sintomas se presentaron mas lentamente
en los primeros 15 ddi, todos los explantes
inoculados estaban sanos.
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Figura 4. Evolucién de los sintomas respecto al tiempo 15, 30, 45 y 60 dias después
de lainoculacion de cada uno de los genotipos evaluados A: G, B: T (tolerante), C: G,
D: R (Resistente), E: G.,.
Figure 4. Symptoms evolution over time 15, 30, 45 and 60 days after inoculation of each of
genotypes A: G,, B: T (tolerance), C: G, D: R (resistant) E: G,.

A los 30 ddi el 50% de las plantas
siguieron sanas, mientras que el 50%
restante presento necrosis en el punto de
inoculacién (sintoma 1).

Finalmente a los 45 ddi el 50%
siguieron presentando sintoma 1y el 50%
restante sintoma 2. Estos sintomas se
mantuvieron hasta los 60 ddi.

Por otra parte, en el genotipo resis-
tente, ninguna de las plantas inoculadas
presentd sintomas de dafio por el hongo
(figura 4, pag. XXX).

CONCLUSIONES

Se obtuvo un extracto del -cultivo
de P. opuntiae, el cual tiene actividades
enzimaticas de amilasa, celulasa y proteasa,
enzimas relacionadas con la degradacién
de la pared celular vegetal.

Referente a las condiciones de
infeccion, se observd que el sustrato
(arena y perlita) no influyen en
la interaccion planta-patégeno.
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Después de 60 ddi la severidad de
la infeccion fue mayor y se presentd en
menor tiempo en explantes inoculados
con el hongo puro por lo cual se demuestra
que P opuntiae tiene la capacidad de
infectar explantes de Opuntia bajo condi-
ciones de cultivo in vitro.

Asimismo, se comprueba que el
extracto del cultivo de P, opuntia tiene la
capacidad de generar patogenicidad en
explantes jéovenes de Opuntia y sintomas

puro, su efecto provoca una menor
severidad en el desarrollo de los sintomas,
los cuales tardan mas tiempo en aparecer
en comparacién con el hongo.

Respecto de los genotipos evaluados,
los denominados R, T y G, después de
60 ddi, mostraron menor indice de
severidad de la enfermedad tanto con el
indculo proveniente de extracto, como con
el hongo puro, por lo que sugiere tienen
resistencia frente a P. opuntiae.

similares a los producidos por el hongo
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CAPITULO V

Andlisis de la variacion genética mediante marcadores moleculares ISSR de genotipos
de Opuntia sps. con resistencia a Pseudocercospora opuntiae

Introduccion

En México, el nopal Opuntia sps. tiene la mayor diversidad genética a nivel inter e
intraespecifico y ha sido reconocido como el centro de origen y dispersion de éste género
(Bravo-Hollis, 1978). Esta riqueza genética debe ser considerada como parte del
mejoramiento y uso. La caracterizacion del germoplasma se ha basado tradicionalmente en
caracteres fenotipicos. EI conocimiento de las descripciones detalladas son necesarias en la
utilizacion del germoplasma, debido a que en dicho material puede haber genes valiosos
para los programas de mejoramiento. En el caso de nopal existen descripciones de los
cultivares comerciales (Mondragon y Pérez, 1996). Erre y Chessa (2013) han estudiado la
capacidad discriminantes de las variables descriptoras para proporcionar los rasgos
morfolégicos mas importantes que deberian ser considerados como prioritarios en las
colecciones. También se han utilizado descripciones parciales para algunas selecciones
sobresalientes (Valdés y col., 1997), para genotipos tolerantes a heladas (Parish y Felker,
1997). Pero, el problema estriba en que la morfologia puede variar debido a los efectos del
ambiente y son comunes los errores de apreciacion en los descriptores, sobre todo en
relacién a los caracteres cualitativos. Respecto a la caracterizacion molecular y proteica de
genotipos en Opuntia se han realizado diferentes trabajos, Chessa y col. (1997) reportaron
la descripcion de nopales italianos por medio de isoenzimas. Solamente las enzimas malato
deshidrogenasa y fosfoglucoisomerasa en preparaciones de polen fueron importantes para
la discriminacion de los grupos. Los patrones de bandas obtenidos permitieron la definicion
de varios grupos asociados con el origen geogréafico de las colectas, pero Unicamente los
biotipos de Cerdefia fueron discriminados por el color de fruto. Mediante el uso de
electroforesis utilizado por Uzun (1997) en Turquia, se probaron siete sistemas
enzimaticos, no se encontro variacion. EI germoplasma de Turquia probablemente sea de
una base genética mas limitado que el italiano. Ambos habrian sido originados de las

plantas introducidas de México después del siglo XVI (Barbera, 1995).
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La identificacion de cultivares puede ser realizada con las huellas de ADN, especialmente
en genotipos con alta variacion genética entre cultivares y muy poca dentro del cultivar.
Esto también aplica para el caso de isoenzimas. Tales ejemplos son encontrados en plantas
de propagacion vegetativa derivados de especies de polinizacion cruzada como la mayoria
de los frutales (Nelson y col., 1994).

El nopal, tiene dentro de sus problemas fitosanitarios la “mancha negra” ocasionada por el
hongo Pseudocercospora opuntiae que ha devastado en algunos lugares del pais las
plantaciones (Quesada-Salinas y col., 2006). Trabajos recientes han reportado la seleccion
de plantas de Opuntia con resistencia a la mancha negra, cuyas diferencias moleculares
entre los genotipos susceptibles y resistentes no han sido identificadas (Ochoa y col., 2015);
por lo que la utilizacion de marcadores genéticos podria ser una herramienta Gtil para
detectar dichas diferencias en la poblacion de estudio.

Los marcadores genéticos revelan polimorfismos a nivel del ADN, que con la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), han desarrollodo una gran cantidad
de marcadores moleculares, con lo que se ha revolucionado ampliamente la apreciacion de
la genética vegetal en la Gltima década. Estudios relacionados con la diversidad genética del
género Opuntia se han llevado acabo, utilizando SSR (Secuencias Simples Repetidas)
(Chessa y col., 2013), AFLP (Polimorfismos en la Longitud de Frangmentos Amplificados)
(Labra y col.,, 2003), ITS (Espaciador Interno Transcripto) (Griffith, 2004), RAPD
(Polimorfismo del ADN Amplificado al Azar) (Mondragon-Jacobo, 2003; Zoghalami y
col., 2007), microsatélites (Caruso y col., 2010) e ISSR (Secuencia Repetida Inter Simple)
(Valadez-Moctezuma y col., 2014). Los ISSR, son marcadores genéticos que nos permiten
obtener los niveles de variacion en las regiones microsatélites que se encuentran dispersas
en varios genomas, particularmente el nuclear. Estas regiones consisten en repeticiones en
tandem de motivos simples (CT)n o (CA)m, ubicadas entre secuencias no repetitivas del
genoma nuclear eucariota. Los ISSR tienen ventajas sobre otros marcadores, tales como a)
amplifican con temperaturas de alineacion astringentes (Wolfe y Liston 1998), b) son
altamente sensibles y reproducibles, c) segregan de manera mendeliana y d) su costo es
bajo (Nagaoka y Ogihara 1997). El objetivo del presente trabajo fue encontrar diferencias

genéticas entre los genotipos de Opuntia sps. seleccionados como resistentes y susceptible
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a la enfermedad “mancha negra” (Pseudocercospora opuntiae) a través de los marcadores
ISSR.

Materiales y metodos

El material vegetal utilizado fue obtenido de semillas de los cultivares que se identificaron
como “Amarillo Platano” (AP), “Reyna” (Ry) y G también se utilizaron cladodios
seleccionados a partir de pruebas de patogenicidad en invernadero y a campo denominados
como resistente (R), tolerante (T) y susceptible (S) a P. opuntiae. Los genotipos evaluados
pertenecen al género Opuntia sps. asimismo se utilizd material vegetal del subgénero
Nopalea, como control positivo en la amplificacion de los ISSR.

Los materiales utilizados fueron multiplicados in vitro por proliferacion de yemas. Se

utilizaron cuatro individuos por cultivar.

Extraccion de acido desoxiribonucléico (ADN).
La obtencion y purificacion de ADN fue de acuerdo a los métodos propuestos por Taylor y
Lee (1990) (Anexo 6). Los analisis se llevaron a cabo en el Laboratorio de Biologia

Molecular del Instituto Tecnolédgico de Tlajomulco.

Electroforesis en geles de agarosa.

La integridad del ADN se verificd mediante electroforesis en geles de agarosa Invitrogen ®
Cat. n° 16500-500 al 1 %. La carga del gel se realiz6 con 5 uL de ADN. Se corrieron a 100
V en camara de electroforesis (BIO-RAD®) durante 60 min. El gel se tifié con bromuro de

etidio 0.5 pug-mL y se visualizo en un transiluminador.

Amplificacion de ADN con marcadores moleculares ISSR.

El ADN extraido de las muestras se analizd con base en ISSR, las condiciones de
amplificacion se llevaron a cabo en termocicladores Select Bio Products® modelos PCR
Select Cycler 2400 y 9700, con un volumen final de 12.5 pL, se utilizaron 3 puL (20 ng) de
ADN, 1 pL de cada ISSR, 1.25 pL de solucion amortiguadora PCR 10X, 1 uL (25 mM) de
MgCl, 0.25 pL de dNTPs y 0.25 pL de Taq polimerasa (Promega®). El programa de

amplificacion en PCR consistié en una desnaturalizacion inicial a 94 °C por 4 min, seguida
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de 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 50-55 °C (dependiendo del oligonucleétido) por 50 S, 72 °C
por 2 min, luego 72 °C por 5 min y ciclo final de 4 °C.

Los oligonucleotidos utilizados para la amplificacion de los ISSR fueron los siguientes:
(AG)sYC, G(AG);AC, (GA)sT.

Electroforesis en geles de agarosa. Cada una de las muestras de los productos de PCR—
ISSR fueron analizadas en un carril del gel de agarosa al 1.2 % a 100 V durante 90 min en
camara de electroforesis BioRad®. Se utiliz6 un marcador de 3000 pb y otro de 700 pb. El

gel se tifid con bromuro de etidio 0.5 pg.mL y se visualizé en un transiluminador.

Anélisis estadistico

Con el objeto de interpretar los patrones de bandas en el gel de agarosa generados por los
fragmentos amplificados en PCR, éste se digitalizé para facilitar la lectura de las bandas. La
presencia de una banda en una linea en particular, se considerd con el nimero 1 y la
ausencia con el namero 0. De esta forma se estructuré una matriz en codigo binario, cuyos
datos se usaron para formar dendrogramas, luego fueron evaluados mediante analisis
multivariados con agrupamiento promedio (UPGMA). Se utilizd el indice de Jaccard, ya
que de acuerdo a Reif y col., (2005), éste coeficiente de similaridad, es el que mejor
permite definir las propiedades genéticas en interaccion con el modelo matematico de
dichos coeficientes, con lo que se extrae la maxima cantidad de informacion de los datos
génicos. El programa usado para analizar la matriz fue NTSYS 2.11 (NTsys Software
Development & IT Management, Ltd.), asi como el paquete Statgraphics Plus 4.0

(Statistical Graphics Corp.) que se utilizd para ejecutar parte de los analisis estadisticos.

Resultados y discusion

Extraccion de acido desoxirribonucléico (ADN)

Las extracciones de algunas muestras se realizaron tres veces, ya que la cantidad y calidad
del ADN no fue suficiente para llevar a cabo los andlisis con marcadores moleculares, esta
deficiencia se detecté al momento de realizar las lecturas en espectrofotometro a longitud
de onda del cociente 260/280 nm obteniendose un valor de 3, mientras que el rango de 1.8-
2.0 se considera un ADN puro. Esto coincide con lo reportado por Mondragdn-Jacobo
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(2000) y Arnholdt-Schmitt y col., (2001), debido a la cantidad de carbohidratos presentes
en Opuntia, el cual provoca la gelificacdn de la muestra dificultando la centrifugacion y la

separacion de la pastilla de ADN.

Anélisis de ADN con marcadores moleculares.

Todos los materiales estudiados con la técnica del marcador de ISSR produjeron suficientes
bandas polimorficas, pero no con todas las combinaciones de oligonucledétidos, lo cual es
comun en los trabajos de analisis con marcadores moleculares, ya que los oligonucle6tidos
ubican secuencias distintas de ADN (Luna-Paez y col., 2007).

La figura uno, muestra el comportamiento encontrado con dos oligonucleétidos: (AG)s YC
y G (AG); AC de los 22 diferentes oligonucledtidos ISSR utilizados, éstos tuvieron el
mejor desempefio para producir un alto nimero de bandas en Opuntia. EI nimero de
fragmentos generados con los oligonucle6tidos seleccionados fué de una amplitud de 5 a 25

loci. El tamafio de las bandas vari6 entre 200 y 2500 pares de bases (Pb).

(AG)8YCH G(AG)7ACE
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Figura 1 Productos de amplificacion con los oligonucleotidos (AG)s YC y G (AG); AC en
gel de agarosa al 1,2 % : genotipo 2 G,, Amarillo Platano (AP), Reyna (Ry), Nopalea
(Nop), tolerante (T), resistente ( R) y susceptible (S).
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Analisis genético

Se obtuvo un dendrograma con la técnica de agrupacion de la media aritmética no
ponderada (UPGMA) para poder observar las diferencias existentes entre la distancia ¥2 y
las otras distancias. EI dendrograma muestra la distancia taxonémica media en la cual se
puede observar una bifurcacién inicial de por lo menos cuatro agrupaciones (Figura 2).

Al no contar con una prueba de particion para obtener una altura de corte mas estricta, no se
tiene certidumbre de dénde cortar, por lo que el criterio del investigador es fijarlo
arbitrariamente, por lo que se decidio hacerlo a 0.67 (linea punteada) para formar los cuatro
grupos, que coinciden perfectamente con el andlisis de componentes principales ACP
(Figura 3) lo que confirma la correcta formacién de grupos. EI primer grupo formado por
los genotipos T (identificado como tolerante) y Ry proveniente de semilla (Figura 2). El
segundo grupo se conforma por cuatro genotipos AP, G,, Sy R que a su vez se subdivide
en dos subgrupos en el primero se encuentran los genotipos AP, G, provenientes de
semillas y el segundo conformado por los genotipos S y R seleccionados a partir de pruebas
de patogenicidad, en un tercer grupo se encuentra el subgénero Nopalea.

El comportamiento gendmico que mostraron los genotipos evaluados con ISSR sugiere que
los genotipos evaluados comparten ciertos rasgos fenotipicos comunes (Luna-Paez y col.,
2007). En relacién a los genotipos provenientes de semilla, se podrian considerar en el

comportamiento de estos cultivares, es la posibilidad de recombinacion genética.

Promedio (Average linkage)
Distancia: (Jaccard (sqrt(1-S)))

Nopalea cochenillifera
Nopalea
Opuntia ficus indica
T
: Opuntia albi carpa
s

(Susceptible)

S

Opuntia ficus indica (Resistente)
RR—_ 4 e
Opuntia ficus indica (Amarillo pistano)
AP
Opuntia ficus indica (Nopal verdura)
| G2

Opuntia ficus indica

0.93 0.81 0.69 0,58 0.46 0,35 0,23 0,12 0,00
Distancia

Figura 2 Dendrogama generado con los oligonuclotidos (AG)s YC y G (AG); AC ISSR para los
genotipos T (tolerante), Ry, R (resistente), AP, G,, S ( susceptible) y Nopalea evaluados.
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A partir de la matriz de distancias genéticas de Jaccard se realizO un andlisis de
componentes principales (ACP) para determinar las principales tendencias de variacion de
las poblaciones. En el analisis de los componentes principales mostr6 divergencias entre los
materiales de O. ficus-indica (L.) Miller, evaluados (Figura 3); la variacion observada fue
del 63% de acuerdo con los parametros del CP1 y CP2. Los resultados obtenidos son
similares a los encontrados en el dendrograma; también en éste analisis se presenta la
agrupacion de los genotipos evaluados. De acuerdo con el dendrograma, existe una minima
variacion genética entre los genotipos susceptibles (S) y resistentes (R) a P. opuntiae,
ambos genotipos se ubican en un mismos grupo.

Una realidad tangible en el cultivo de opuntias, es que en la practica los productores han
reducido la propagacion sexual que puede darse en las especies cultivadas, debido al tiempo
que demanda llegar a su madurez, sin embargo en éste estudio el empleo de genotipos
provenientes de semilla muestra diferencias genéticas respecto a los genotipos de
reproduccion vegetativa, Chessa (2010) reporté que O. ficus-indica es uno de los cultivos
con mas bajo nivel de polimorfismo (mediante marcadores moleculares RAPD), ya que
encontré 39 plantas isogénicas en una muestra de 40. Sin embargo, se pueden presentar
algunas contradicciones, lo que indica que los diferentes marcadores moleculares cubren
diferentes regiones del genoma de la especie, variando en el tamafio y nimero de bandas
(Infante y col., 2006).

Las muestras de Opuntia presentan un patrén de bandeo similar, debido al sistema de
reproduccion asexual reflejando una alta homogeneidad genética (Figura 1).

Los marcadores ISSR resultaron de utilidad discreta para diferenciar poblaciones de
Opuntia estrechamente relacionadas por lo que demuestran ser una herramienta molecular
mas para el estudio de diversidad genética en poblaciones cultivadas de Opuntia cuyas
diferencias se relacionan con caracteres morfolégicos.

El subgénero Nopalea se ubicé en el analisis de las componentes principales, muy distante
de Opuntia, asi como Tolerante (T) y Reyna (Ry), que se separan del resto de los genotipos
especialmente del susceptible (S) a mancha negra éstos resultados preliminares sugieren
tener en cuenta estos genotipos para una posterior seleccién (Figura 3). El andlisis de

componentes principales es un metodo para la extraccion del espacio factorial. A partir de
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la representacion de los “n” individuos como “n” puntos en un espacio p-dimensional, se

extraerd un nuevo espacio p-dimensional.

CP2{193%)

CP 1i437%)

Figura 3 Analisis del los componentes principales derivado de los productos amplificados con los
oligonucledtidos (AG)s YC y G (AG); AC ISSR para los genotipos: T (tolerante), Ry, R (resistente),
AP, G,, S (susceptible) y Nopalea.

De acuerdo a Felker (com. pers.) mientras se estudian cultivares o variedades con enormes
diferencias entre ellos, o con sus progenies, los marcadores funcionan bien, sin embargo
dentro de la categoria cultivares no se pueden distinguir las diferencias, aunque se pueden
ver algunas correlaciones morfologicas (Erre y Chessa, 2013). Esto corrobora lo propuesto
por Chessa (2010) que desde hace muchos afios se hicieron selecciones sobre estos
cultivares y algunos caracteres son producto de dicha seleccion llevada a cabo por los

productores (Pimienta y Urias, 1995), como los cladodios sin espinas o los colores de fruto.

Conclusiones
Los perfiles de ADN detectados con los marcadores ISSR permitieron diferenciar los

genotipos evaluados.
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El analisis de agrupamiento (dendrograma) y de componentes principales (ACP) con los
marcadores ISSR permitieron determinar la variabilidad genética, mostraron que existe un
agrupamiento entre el genotipo Sy R.

Se demuestra que los marcadores ISSR son Utiles para diferenciar cultivares de especies
diferentes en apoyo a los aspectos taxondémicos.

No existe una relacion directa entre los grupos y la relacion taxonomica, ya que se
emplearon regiones microsatélites que en este caso permitié determinar la variabilidad

genética entre los diferentes individuos de O. ficus-indica (L.) Miller.
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CAPITULO VI

Resistencia en nopal (Opuntia ficus-indica L. Miller) contra Pseudocercospora
opuntiae mediada por la actividad de la B-1,3- glucanasa y compuestos polifendlicos en
cladodios

Se demuestra por primera vez la accién combinada de los polifenoles y la p-1,3-glucanasa
en cladodios de Opuntia ficus-indica (L.) Miller que contribuyen a la resistencia contra
Pseudocercospora opuntiae. La actividad de ésta enzima y el perfil fitoquimico pueden
utilizarse como un criterio para predecir y detectar en el germoplasma de nopal con

resistencia a la mancha negra.

Este capitulo sera enviado a Scientia Horticulturae, a continuacion se incluye el articulo.
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Resistance of cactus pear Opuntia ficus-indica (L.) Miller against Pseudocercospora
opuntiae through B-1,3 glucanase activity and polyphenolic compounds in cladodes
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Abstract

The "black spot"” disease, caused by the fungus Pseudocercospora opuntiae, is one of the
main phytosanitary problems of cactus, Opuntia sps. Through mass selection one cultivar
of O. ficus-indica (L.) Miller resistant to colonization by P. opuntiae was identified. The
ethanolic extract of resistant cladodes showed higher levels of total condensed tannins,
flavonoids and polyphenols than those of the susceptible ones, generating 93 % inhibition
of P. opuntiae conidial germination in vitro. The total protein profile by SDS-PAGE
showed differentially expressed proteins in the range of 20 to 45 kDa in the resistant
genotype with an activity of -1, 3-glucanase 300 % greater than the susceptible genotype.
This increased activity was able to inhibit 90 % the germination of conidia, similar effect to
that of the fungicide Captan® (N-trichloromethylthio-4-cyclohexene-1, 2-dicarboximide).
It was shown, for the first time, that the combined action of Opuntia polyphenols and B-1,
3-glucanase contribute significantly to the resistance against P. opuntiae. The activity of
this enzyme and the phytochemical profile can be used as a criterion to predict and detect

Opuntia germplasm with resistance to black spot.

Keywords: Pathogenesis-related-proteins (PR), B-1, 3-glucanase, protein extract, cactus
pear, phenolic compounds, Opuntia sps.
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Introduction

In the 1990’s a new disease was detected in Mexican cactus pear fields. It was named
“black spot”, and its causing agent was found to be Pseudocercospora opuntiae (Ayala-
Escobar et al., Quezada-Salinas et al., 2006, Ochoa et al., 2015). The severity and
epidemiology of this disease is on the rise, as the cactus pear is asexually reproduced,
causing a loss in genetic diversity (Méndez-Gallegos et al., 2008). Of the different diseases
affecting cactus pear, the black spot is amongst one of the greatest concern, reducing
vegetative growth and yield in all production systems and causing large economic losses
(Quezada-Salinas et al., 2006).

Up-to-date, the most effective forms of control of this disease are the use of resistant
varieties of Opuntia, as well as the application of preventive measures (i.e. removing the
infected cladodes from the plantation fields). P. opuntiae resistant genotypes have been
found by sampling in several commercial plantations in Jalisco state, Mexico; however, the
cause of this resistance is yet unknown (Ochoa et al., 2015).

Pseudocercospora genus invades the intracellular spaces, and in leaves, the infection
advance through the stomata (Monda et al., 2001). It is known that this pathogen releases a
diffusible product (most likely a toxin) that damages the chloroplast and plasmatic
membranes causing both chlorosis and necrosis. This damage grants the fungus access to
the host’s nutrients. The formation of stromata after the destruction of the host’s cells
allows for the survival of the fungus, remaining inactive until favorable conditions for
sporulation occur (Monda et al., 2001).

Recent studies report that P. opuntiae develops in the epidermis of the collenchyma and
chlorenchyma. After 111 d of infection, the hyphae extend to the storage parenchyma,
vascular bundles and medullary parenchyma. After 122 d, plasmolysis in the collenchyma
and chlorenchyma occurs, as well as destruction of the chloroplasts in the substomatal
cavity and the formation of stromata begins (Quezada-Salinas et al., 2013).

The resistance of plants to disease is often resulting from the interaction of specific
resistance genes in the plant with the corresponding avirulence genes in the pathogen
(Garcia and Lozoya 2004). This resistance genes code for different groups of proteins
related to the defense against pathogens. Among these are the pathogenesis-related proteins

(PR), which degrade the cell wall of the invading pathogen. These enzymes include -1, 3-
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endoglucanases and chitinases, which are promoted in infectious processes (van Loon et
al., 2006). These enzymes are induced by different kinds of pathogens and abiotic stresses.
There is little information available regarding the resistance to biotic factors in Opuntia. In
Cactacea, Trevifio et al. (2012) reported the antifungal activity of methanolic extracts of
Stenocereus pruinosus and Echenocereus stramineus on dermatophyte fungi. In Opuntia,
Sharavana et al. (2013) reported the antibacterial and antifungal activity of methanolic
extracts of O. dillenii against Aspergillus niger, Candida albicans, Monilia fruticola,
Auricularia polytricha, Chaetomella raphigera and Athorobotrys olidospora. Bergauoi et
al. (2007) found that the chemical composition of extracts of flowers, fruits and especially
the cladodes of O. macrorhiza have an effect against Alternaria solani. In a similar study,
Silva-Hughes et al. (2015) reported the antifungal activity of endophyte fungi extracts
associated with O. humifusa, in which the presence of fatty acids is responsible for the
antifungal activity.

Recently, the activities of chitinase and B-1, 3-glucanase and lignin content in mango
(Mangifera indica L.) leaves were related to the resistance to flower malformation.
Ebrahim et al., (2011) revealed that the chitinase and B-1, 3-glucanase activities in leaves
correlated to disease resistance. Therefore, the chitinase and B-1,3-glucanase activities are
very likely to contribute to disease resistance, and as such, their presence can be used as
criteria to predict and detect resistant germplasm.

B-1,3-glucanases have also been related to resistance to Pseudocercospora. Arachis
hypogaea plants were transformed with a gene for -1,3-glucanase, coding for a 38 amino
acid protein (38.8 kDa), and showed resistance to Cercospora personata (Sunderesha et al.,
2010; Qiao et al., 2014). In Beta vulgaris inoculated with chitosan in order to induce
defense mechanism, B-1,3-glucanase accumulated, and with it, the damage caused by
Cercospora beticola diminished (Felipini and Di Piero, 2013).

It is well known that plants synthetize a variety of secondary metabolites, biological active
compounds, in their tissues. Some have antifungal properties that stop or inhibit the
mycelia growth and/or inhibit the germination, or reduce the sporulation of pathogenic
fungi. Each metabolite group has different action mechanisms; for example, the toxicity of
polyphenols to microorganisms is attributed to enzymatic inhibition by oxidation
mechanisms. The main function of polyphenols is related to the defense of plants against
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pathogen attack. The resistance can come from the bactericide or antifungal properties of
the polyphenol itself, or by the generation of oxidation products of these (quinones and
melamines), with marked antimicrobial characteristics (Mesa et al., 2004; Osorio et al.,
2010).

Pectins, carotenes, betalains, ascorbic acid and quercetin and its derivatives have been
found in the fruit of O. ficus-indica The antioxidant effects and its benefits to human health
of these compounds have been extensively studied (Coria-Cayupéan et al., 2011). However,
they have not been related to benefits to the plants itself or against its pathogens. Quezada-
Salinas et al. (2013) observed the presence of polyphenols in response to the invasion of
Pseudocercospora.

With this background, we studied the antifungal properties of resistant (R) and susceptible
(S) genotypes of O. ficus-indica to P. opuntiae by the determination of the -1, 3-glucanase
and chitinase activity and total content of phenolic compounds, flavonoids and tannins in
the cladodes of cactus pear.

Materials and Methods

Chemical materials

The 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical (DPPHe) was purchased from Aldrich ®. All
other reagents (potassium persulphate, borate sodium, methanol, acetic acid, hydrochloric

acid and chloroform). Folin- Ciocalteu’s phenol reagent was obtained from Sigma ®.

Biological material

Pseudocercospora opuntiae was obtained from commercial plantations in Jalisco state,
Mexico (Ochoa et al., 2015). The inoculum used was prepared from colonies grown in 2 %
malt extract medium (MEA) after 60 d of growth. The conidial solution was standardized to
1x10° conidia/mL.

Ethanolic extract preparation

Cladodes of O. ficus-indica (L.) Miller were chosen by field selection and based in previous
pathogenicity studies (twice inoculated with the pathogen). They were categorized as

resistant (R) or susceptible (S) according to the method of Daub et al., (1986). The cladodes
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were superficially disinfected and dried at 402 °C (Fisher Scientific Termostato de a 40+2
°C). Once dried, they were ground to a fine powder. 10 g of dry matter were mixed with
ethanol 70 % v/v in a 1:10 relation (w/v) and kept in constant agitation for 48 h. The
mixture was filtered and the filtrate was concentrated by evaporation of the ethanol in a
rotary evaporator at 40 °C (Rotary evaporator Buchi R-210). The aqueous concentrate was

filtered (0.25 um) millipore and lyophilized.

Determination of bioactive substance contents

Extract Preparation

Amounts of 200 mg of the lyophilized cactus cladode samples were extracted with 10 mL
of methanol as solvent using a tissue homogenizer. The plant extract was placed in an
ultrasound bath for 10 min; afterwards it was centrifuged at 10,000 rfc for 10 min. The
supernatant was separated and the residue was extracted again repeating the procedure.

Both methanolic extracts were combined and taken to a final volume of 20 mL.

Determination of total phenolic content

Total phenolic compound content was determined by the Folin Ciocalteu (FC) method
(Singleton and Rossi, 1965). This method is based on a spectrophotometric determination
after a colorimetric redox reaction. The Folin’s reagent consists in a mixture of
phosphotungstic and phosphomolybdic acid, which is reduced by reaction with phenolic
compounds. An aliquot of 0.1 mL of extract was placed in a test tube and mixed with 0.65
mL of Folin-Ciocalteu reagent, and 3.15 mL of 20 % sodium carbonate solution. Final
volume was adjusted to 5 mL with distilled water. Reaction tubes were heated at 50 °C for
10 min. The absorbance was recorded at 725 nm. Gallic acid (GA) was used as reference
compound for calibration purposes. Results were expressed as gallic acid equivalents in

mg/g of dried plant sample.

Total flavonoid content
Total flavonoid contents in the samples were determined by using the aluminum chloride
colorimetric method (Mabry et al., 1970). It is based on the complex formation between

flavonoids and the aluminum ions intensifying absorbance at 425- 428 nm. An aliquot of 1
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mL of the extract was mixed with 1 mL of 2 % AICI;3 solution in (95:5) methanol-acetic
acid and taken to a final volume of 25 mL with ethyl acetate—acetic acid and methanol
(40:3:57) mixture. After 30 min, absorbance was measured at 428 nm. Results were

expressed as mg of flavonoids/g of sample using quercetin as reference compound.

Determination of total condensed tannins

Condensed tannins can be degraded in butanol in acidic conditions producing colored
anthocyanin type compounds. In a test tube, 200 mg of plant material were placed and 10
mL of a butanol-HCI (95:5) mixture was added and homogenized using a tissue disrupter.
The solution was heated 95 °C for 60 min. Then let cool to room temperature, transferred to
a flask and brought to final volume of 10 mL with butanol. Determinations were performed
by measuring the absorbance at 550 nm using cyanidin-3-glucoside as a reference
compound whose (¢ = 26,900 M cm™) at this wavelength (Kuskoski et al., 2005).

DPPH?®* scavenging activity

The ability of lyophilized opuntia extract to scavenge DPPH radical was determined
according to Brand-Williams et al. (1995). Typical procedure consisted of adding an
aliquot of the sample to a cuvette containing 3 mL of c.a. 85 uM (absorbance at 515 nm
equal to 1.00) DPPH® methanolic solution. Reaction progress was monitored by UV-Vis
spectrophotometry by measuring the absorbance at 515 nm in 30 s cycles for 10 min.
Radical consumption was expressed as percentage of antiradical activity (ARA) as
proposed by Burda and Oleszek (2001) and calculated according to the following Eq. 1: %
ARA=100 x (1- Ass/Ag) (1) where A0 is the absorbance of the DPPH® solution before
adding the antioxidant and ASS is the absorbance at the steady state estimated by
mathematical fitting of the kinetic curves. Percentages of radical consumption for different
antioxidant concentrations were measured. 1C50 values correspond to the antioxidant
concentration that scavenges the 50 % of the radicals. They were determined from at least

five concentration points of the sample.

Extraction and fraction of protein
Cladodes were washed with distilled water. The material was diced and placed in a food

processor with extraction buffer at 4 °C (sodium phosphate 40 mM, pH 6.2 + PMSF 1mM
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+ EDTA 7.5 mM + 0.25 % ascorbic acid and 0.025 % NaNs) in a 1:4 w/v relation. The
mixture was processed for 10 min, and then left at 4 °C for 4 h with occasional stirring. The
solution was filtered and centrifuged for at 16,400 rfc for 40 min and 4 °C. The supernatant
was precipitated in three fractions: 0-100 %, 0-40 % and 40-70 % with ammonium sulfate
(Bonner, 2007). After 12 h, the solution was centrifuged and the precipitate was suspended
in 20 mL of phosphate buffer (10 mM pH 6.6) and dialyzed against distilled water. The
membrane used had a MWCO of 6-8000 kDA (Spectra). Protein concentration was found

by Bradford (1976), using bovine serum albumin as standard.

Identification of proteins in SDS-PAGE

SDS-PAGE was performed according to the method of Laemmli (1970) using a gel plate
unit Il Bio-Rad Mini-protean. Gel 4 to 12 % (0.75 mm thick), was used as the stacking and
separating gels, respectively. The samples were diluted in Laemmli buffer with 2-B-
mercaptoethanol and heated at 95 °C before charging. The gels were run at 100 V for 90
min at room temperature. Low molecular weight standard mass proteins were used to
determine the molecular mass. The gel was stained with silver nitrate. The digitized image

of the gel was analyzed using imaging software Gel Electrophoresis Analyzer (2010).

Activity of g-1, 3-glucanase and chitinase

The enzyme activity was determined for each of the protein fractions precipitated with
ammonium sulfate at 0-100 %, 0-40 % and 40-70 % of saturation in the resistant and
susceptible genotypes of O. ficus-indica (L.) Miller. Activity of p-1,3-glucanase (EC
3.2.1.39) was determined according to the procedure given by Ozgonen et al., (2009). The
amount of glucose released from laminarin by the enzyme present in the protein fractions
was determined spectrophotometrically at 515 nm empleoyed the 3,5-Dinitrosalicilic acid
(DNS). The activity of p-1,3-glucanase was expressed in U/mg of protein per gram of dry
weight. An enzymatic unit (1 U) was defined as the amount of enzyme that catalyzes the
release of reducing sugar groups equivalent to 1 mmol of glucose per min.

Chitinase activity (EC 3.2.1.14) was determined spectrophotometrically at 585 nm,
according to the procedure provided by Molano et al.,, (1977) using the reagent 4-

Dimetilamino benzaldehido (4-DMABA) Chitinase activity was expressed expressed in
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U/mg of protein per gram of dry weight. An enzymatic unit (1 U) was defined as the
amount of enzyme that catalyzes the release 1mmol N-acetylglucosamine per min. The

measurements were taken in five replicates.

Evaluation of fungicidal activity

A first experiment was performed to evaluate the antifungal activity of the methanol extract
on the development of P. opuntiae. With extracts of five R and S selected plants a test was
performed on a cell culture plate. Treatments were R genotype extract at concentrations of
5, 10, 15, 20 mg.mL and extract of susceptible genotype to the above concentrations and, as
a control, Captan® (N-trichloromethylthio-4-cyclohexene-1, 2-dicarboximide) at 0.2 g.mL’
! The treatments were added 50 pL P. opuntiae inoculum at a concentration 1x10°
conidia/mL in malt extract medium with 0.1 % Triton X-100, reaching a final volume of
350 pL. The trial was conducted under 26 °C and 16/8 h light- dark conditions for 30 d.
The antifungal activity was evaluated in a 10 d period, measuring the absorbance at 600 hm
using a plate reader (Multiskan GO, Thermo Scientific® Cat. # 51119200).

Protein extracts on germination inhibition of P. opuntiae

In a second experiment it was tested the effectiveness in vitro of protein fractions of
Opuntia, precipitated with ammonium sulfate at 0-100 %, 0-40 % and 40-70 % saturation,
on conidia and hyphae germination of P. opuntiae. For this experiment 0.2 mL tubes were
used. In each tube the protein extract with different fractions were added at 25 and 50
mg.mL™, and 25 uL of a conidial suspension of the pathogen 11.6 x10° conidia/mL. As a
positive control Captan 0.2 g/ mL, and as negative control MEA 2 % were used. The tubes
were placed at 26 °C for 72 h. after this incubation period counting of germinated conidia
in each of the treatments was performed in Neubauer chamber. Images of the morphology
of hyphae and conidia in each of the treatments were obtained.

To assess the antifungal activity of ethanolic extract of Opuntia, spectrophotometric
measurements at an optical density of 595 nm (Broekaert et al., 1990) were performed.

Readings were taken 10 d after inoculation of the pathogen (Figure 2).
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RESULTS AND DISCUSSION

Phytochemical profile of O. ficus-indica (L.) Miller cladodes

In all analyzed metabolites (condensed tannins, total phenolic compounds, flavonoids,
antiradical activity against DPPH) there were differences between the resistant genotype
(R) and susceptible one (S) (Table 1). Condensed tannins, flavonoids and total phenolic
compounds concentration (mg.g™*) were higher in the resistant genotype.

Tannins was 3.5 times higher in resistant genotypes to P. opuntiae, while total phenols and
flavonoids was 7 and 3.5 times more respectively, whereas the antioxidant activity
increased by 50 % in the resistant extract. The inhibitory activity of the conidia germination
of P. opuntiae in the resistant genotype was 93 % compared with 14 % in the suceptible
genotype, this inhibition value was similar to the antifungal compound Captan®.

Table 1 Phenolic compounds contend in cladodes ethanol extract of Opuntia ficus-indica (L.) Miller

genotypes susceptible and resistant and inhibitory activity on the germination of conidia of Pseudocercospora
opuntiae.

Condensed

. Total phenols Flavonoids ICs, of Antiradical  Inhibition of
Oc;?cnuost-)i/ﬁg?ca dtea:irr]lzgim%-EGq/ mg Eq ac. mg Eq activity DPPH germination

' dw g Gaélico/g d.w.  Quercetin/g d.w mg/mL (%)
Resistente 1.56+0.23 16849 5549 0.52+0.02 03.34+1.2
Susceptible 0.48+0.09 2313 15+4 1.04+0.04 14.20+2.6

d.w. =Dry weight

Sharavana et al., (2013) reported antifungal activity associated with flavonoids from
ethanol extract of O. dillenii.

They have reported that the accumulated phenols pass to the cell wall by the action of
peroxidases that were part of the lignin, cutin and suberin and act as mechanical support
and barriers against microbial invasion (Strack, 1997).

In the case of black spot, Quesada-Salinas et al., (2013) observed an increase of
polyphenols in Opuntia as response to invading mycelium of Pseudocercospora, 129 days
after inoculation, causing a black color tissues. These results are related to a resistance

response to the necrotrofa stage of the pathogen.
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Two phenolic compounds, piscidic and eucomic acid in ethanol extracts of O. ficus-indica
and 16 flavonoids like glycosides of quercetin, kaempferol and isorhamnetin were
identified by (Ginestra et al., 2009). These same flavonoids present in Asparagus officinalis
extracts showed antifungal activity against Fusarium oxysporum (Rosado-Alvarez et al.,
2014).

Based on the above, it can be considered that the resistance of R genotype may be related to
the increased production of phenolics and flavonoids preformed; ie production could be
higher in developing tissues of this genotype (Lattanzio et al., 2006)

Identification of proteins SDS-PAGE

The R and S genotypes showed differences in molecular weights (kDa) compounds, which
is considered as the presence of different proteins. Figure 1 shows the proteins present in
the resistant genotype (R), which are not in the susceptible one (S), that correspond to
molecular weights 20, 23, 28, 35 and 45 kDa.

ResiAstant Suceptible
)

[ | I !
0-100% SAT 0-40% SAT 40-70% SAT 0-100% SAT 0-40% SAT 40-70% SAT

Figure 1: Protein fractions profile acrylamide gel 10 % of R (resistant) and S (susceptible)
genotypes.

According to Shyamala et al., (2011) glucanases and its isoforms have molecular weights

ranging from 36-66 kDa in O. vulgaris, which showed similarity with the present study in
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both genotypes, R and S, by what it could be assumed that resistance is related to some
kind of glucanase and its isoforms.

Enzymatic activity of -1, 3 glucanases and chitinases

There were differences in the activity of glucanases in each of the fractions of R and S
genotypes (Tuckey p < 0.05). There was no reading of chitinases activity in both genotypes
(data not shown). Higher glucanases activity was registered in cladodes of genotype R
compared with S (10.3 and 4.95 UA/mg protein respectively (Table 2). These results
suggest that opuntia pads of this genotype have constitutively glucanases, which could be
related to the discriminating environment in which they develop. It is suggested that these
plants could activate more efficiently early defense mechanisms against Pseudocercospora

opuntiae.

Table 2 Glucanases determination and inhibition of germination of conidia in resistant R and
susceptible S genotypes of Pseudocercospora opuntiae.

Genotype Saturation B-1,3-glucanase (UA/mg  Inhibition of germination
O. ficus-indica NH,(SOy), (%) protein) (%)
R 0-40 8.53+0.09™ 72.9+0.13°
R 40-70 12.80+0.95 89.6+0.69°
R 0-100 9.58+0.56" 84.0+0.49%
S 0-40 3.99+0.23° 23.3+0.67%®
S 40-70 5.90+0.28° 28.5+0.12°
S 0-100 3.90+0.49° 38.2+0.83°

Means followed by the same letter are not significantly different (p < 0.05) using Tukey test.

Previous studies have shown that the production of glucanases has been linked to the
selection of resistant plants to Pseucocersospora and Cercospora (Sunderesha et al., 2010,
Felipini and Di Piero, 2013, Qiao et al., 2014)

Evaluation of the antifungal activity of Opuntia extracts

m ‘) Captan®
_ . - ? .
S ‘} / s \
, W ‘{.f“) Susceptible
' - » ".
. oo A Resistant

20 15 10 5 0  mg/mL
Figure 2 Evaluation of antifungal activity of Opuntia ethanol extracts
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After 10 d of growth of the pathogen with extracts of Opuntia, it was observed a
development inhibition of it in the extract from genotype R. This treatment showed similar
optical density to the treatment with the fungicide. Captan® inhibits the activity of
sulphydric enzymes, releasing thiophosgene in the process, which is toxic to the fungus. It
also interferes with the respiration and electron transport chain. Meanwhile, the susceptible
genotype has had a high optical density similar to that found when the pathogen grows in
medium MEA 2 %. This result shows that the methanolic extract obtained from genotype R

has a fungicidal effect, inhibiting the growth of P. opuntiae (Figure 3).

Resistant
50 pg/mL

.....

| Captan ® 2g/mL

Figure 3 Effect of the protein extracts of Opuntia on germination and morphology P. opuntiae

In previous studies of ethanol extracts of Opuntia, higher levels of phenols and tannins
were observed compared to extracts obtained in other solvents. This extract presented
antibacterial and antifungal activity against Candida albicans and Aspergillus niger
(Sharavana et al., 2013). These results are consistent with the effect of the extract obtained

from genotype R.
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Protein extracts on inhibiting germination of P. opuntiae

The in vitro study of the effectiveness of protein fractions of Opuntia on the inhibition of
germination of conidia of P. opuntiae, showed greater inhibition values of R genotype
protein fractions, compared with those of genotype S (Table 2).

The inhibition level of R genotype was close to 90 %, value surpassed only by inhibition
generated by fungicide Captan®.

Evidence suggests that plant extracts can be used against microorganisms that cause
diseases in plants. High percentages of C. circinans conidia inhibition have were reached
applying extracts of resistant potato varieties, rich in phenolic compounds.

The higher production of phenols and glucanases of genotype R may be related to its
inhibition capacity of conidial germination.

The effects on conidial germination inhibition of genotype R, is related to structural
damage of conidial morphology (Figure 3). Conidia that were in contact with the R
genotype extract showed detachment of the cell wall, accumulation of lipid compounds and
dehydration; none of the conidia exposed under these conditions shows the formation of the

germ tube. These damages are also observed in conidia in contact with Captan ®.

CONCLUSIONS

The phytochemical profile of Opuntia ficus-indica (L.) Miller cladodes showed that the
production of condensed tannins, flavonoids and total phenolic compounds was greater in
genotype R compared with genotype S. The presence of different proteins in both
genotypes was observed by SDS-PAGE, visualizing on genotype R proteins with molecular
weights of 20, 23, 28, 35 and 45 kDa, which are absent in genotype S; so these proteins
might be related with glucanases and its isoforms. R genotype also showed the higher
activity in the production of glucanases. No presence of chitinase activity was detected in
both genotypes. When antifungal activity of ethanolic extracts and protein fractions of the
R and S genotypes was evaluated, it was observed that genotype R has a 93.24 % of growth
inhibition of P. opuntiae conidia after 72 h of growth. Inhibition of conidial germination is
related to structural damage of conidial morphology and not germ tube formation. Based on
the obtained results it is suggested that genotype R has presented constitutively early
defense mechanisms against P. opuntiae, and could be selected as a resistant genotype
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based on these mechanisms. Further studies of these mechanisms in the interaction P.
opuntiae - genotype R, could allow to check environmental effects as well as to advance

with molecular markers associated with them.
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CONCLUSIONES GENERALES

En esta investigacion se identifico morfologica y molecularmente el hongo implicado
con sintomas de mancha negra en sistemas productivos de nopal (Opuntia sps.) para
fruta y vegetales en México occidental (Ojuelos y Zapopan, Jalisco). El estudio es el
primero de verificacion del agente causal de Jalisco.

Se comprobé que el hongo aislado de los sistemas productivos de Jalisco es el mismo
que el reportado en la zona centro del pais.

La patogenicidad del hongo se demostro en cladodios de Opuntia ficus-indica (L.)
Miller pre-cortados, plantas de campo e invernadero, en explantes in vitro y en plantas
de frijol (Phaseolus vulgaris).

Pseudocercospora opuntiae aislada de lesiones de cladodios de Opuntia ficus-indica
(L.) Miller tiene la capacidad de infectar otras especies de importancia econdmica, lo
que demuestra que P. opuntiae no tiene un huésped especifico.

En la proliferacion de yemas axilares se demostro que en el periodo de estimulacion el
genotipo resistente R mostré un mayor nimero de brotes que el genotipo T en todas
las dosis de BA. En medio basal (MS) el genotipo T mostré un mayor nimero de
brotes.

La dosis intermedia de BA (2.2 mg.L™) mostré el mayor nimero de brotes en el
periodo de estimulacion para ambos genotipos sin diferenciarse significativamente de

las otras dos concentraciones.

En la obtencion de callos el Picloram mostré un desempefio destacable aunque no se
pudo obtener regeneracion.
No fue posible identificar genotipos con capacidad embriogénica, a pesar de haber

repetido el experimento en cuatro ocasiones.

La propagacion por trozos de cladodios resultdé dptima para incrementar genotipos

seleccionados. Los genotipos evaluados mostraron una respuesta diferencial en cuanto
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a su capacidad de brotacion, numero y longitud de brotes bajo las mismas condiciones
ambientales (sombreado) y edad del cladodio.

Se establecié un protocolo de germinacion en semillas de diez cultivares de Opuntia
in vitro y ex vitro. La germinacion se increment6 en un 40 % por escarificacion
mecéanica. Se demostré6 que el acido giberélico juega un papel esencial en la
promocion de la germinacion (por encima de 90 %), como en la removilizacion de la
fuente de hidratos de carbono, mediante el aumento de la actividad amilolitica en las

semillas germinadas.

Se obtuvo un extracto del cultivo de P. opuntiae, el cual tiene actividades enzimaticas
de amilasa, celulasa y proteasa, enzimas relacionadas con la degradacién de la pared
celular vegetal.

Se comprobé que el extracto del cultivo de P. opuntiae tiene la capacidad de generar
patogenicidad en explantes jovenes de Opuntia generando sintomas similares a los
producidos por el hongo puro, su efecto provoca una menor severidad en el desarrollo
de los sintomas, los cuales tardan mas tiempo en aparecer en comparacién con el

hongo puro.

Los perfiles de ADN detectados con ISSR permitieron diferenciar los genotipos
evaluados. El anélisis de agrupamiento (dendrograma) y de componentes principales
(ACP) con los marcadores ISSR permitieron determinar la variabilidad genética,
mostraron que existe un agrupamiento entre el genotipo S y R. Se demuestra que los
marcadores ISSR son Utiles para diferenciar cultivares de especies diferentes en apoyo
a los aspectos taxondmicos. No existe relacion directa entre los grupos y la relacion
taxondmica, ya que se emplearon regiones microsatélites que en este caso permitieron
determinar la variabilidad genética entre los diferentes individuos de Opuntia ficus-
indica (L.) Miller.

El perfil fitoquimico en cladodios de O. ficus-indica (L.) Miller en los metabolitos
analizados (taninos condensados, compuestos fendlicos totales, flavonoides, mostrd

diferencias entre el genotipo resistente (R) y susceptible (S).
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La identificacion de proteinas, permitié distinguir todas las proteinas presentes,
observandose en los genotipos R y S diferencias en los pesos moleculares (KDa) los
cuales se considerarian como la presencia de diferentes proteinas entre dichos
genotipos.

La evaluacion de las actividades enzimaticas de glucanasas permitio observar
diferencias en el contenido de estas enzimas en cada una de las fracciones proteicas de
genotipos R y S. Estos datos muestran que existe una mayor actividad especifica de

glucanasa en el genotipo resistente en comparacion con el susceptible.

La actividad antifungica de extractos etanolicos de Opuntia después de 10 d de
crecimiento con P. opuntiae, mostraron una inhibicion de su desarrollo en el extracto
proveniente del genotipo R. Este tratamiento mostré una densidad Gptica similar a la
presentada por el fungicida Captan®. Por otra parte el genotipo susceptible tiene una
alta densidad Optica, similar a la encontrada cuando el patdgeno crece en medio MEA
2 %. Este resultado muestra que el genotipo R tiene un efecto fungicida sobre P.

opuntiae en donde inhibe su crecimiento.
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Contribuciones al conocimiento

Se identifico morfolégica y molecularmente al hongo fitopatégeno Pseudocercospora
opuntiae. El estudio es el primero de verificacion de la enfermedad en Jalisco, México.

Se comprobd que el hongo aislado de los sistemas productivos de nopal en Jalisco es el

mismo al reportado en la zona centro del pais.

Se demostré que Pseudocercospora opuntiae aislada de lesiones de cladodios de Opuntia

ficus-indica (L.) Miller tiene la capacidad de infectar a Phaseolus vulgaris.

Se comprobé que el extracto del cultivo de Pseudocercospora opuntiae tiene la capacidad

de generar patogenicidad en explantes jovenes asi como el hongo puro.

Se determiné el perfil fitoquimico en cladodios de O. ficus-indica (L.) Miller en los
genotipos resistente (R) y susceptible (S) encontrando valores mayores de taninos

condensados, compuestos fendlicos totales y flavonoides en el primero de ellos.

Se comprobd una mayor actividad especifica de glucanasa en el genotipo resistente (R) en

comparacion con el susceptible.

La actividad antifingica de extractos etanolicos del genotipo R, después de 10 d de
crecimiento con P. opuntiae, inhibié su desarrollo con resultados similares a los obtenidos
con el fungicida Captan®.

Adicionalmente en la metodologia:

Se establecio un protocolo de estimulacion de la germinacion in vitro y ex vitro, donde la

escarificacion mecanica y la adicion de acido giberélico incrementaron significativamente

la germinacidn de las Opuntias.
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LINEAS DE INVESTIGACION SURGIDAS

v

Varios puntos de interés quedan pendientes para ser atendidos en futuros trabajos de
investigacion, entre ellos, determinar los principales mecanismos de penetracion,

patogenicidad y virulencia de Pseudocercospora opuntiae.

Profundizar en los factores que afectan la organogénesis y la embriogénesis
somatica en Opuntia sps., tales como la correlacion entre cantidad de callo y
factores que inducen la embriogénesis. Asi como probar genotipos con diferentes
fuentes de nitrégeno para la obtencion de ES.

Obtener extractos extracelulares de P. opuntiae a partir de diferentes medios, para
identificar los posibles factores de virulencia.

Evaluar los mecanismos de defensa de Opuntia a diferentes tiempos de inoculacion
de P. opuntiae y relacionar estos mecanismos con la expresion diferencial de genes

de defensa.

Establecer un protocolo que permita detectar molecularmente la presencia de P.
opuntiae en cladodios de Opuntia con aparente sanidad.

Dada la capacidad de infectar otras especies de importancia econémica, como
Phaseolus vulgaris; P. opuntiae no tiene un huésped especifico. Este hecho tiene
implicaciones en la epidemiologia de la enfermedad y necesita ser estudiada.

Comprobar en plantaciones comerciales el comportamiento de los genotipos

seleccionados, frente a los factores biéticos del entorno, asi como su productividad.

Estudiar una potencial asociacion entre las cochinillas y la dispersion de la

enfermedad como un factor adicional a considerar.
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Glosario

GLOSARIO

Acido desoxirribonucleico: Componente basico de los genes que contienen la informacion
0 codigo genético para la manifestacion de los caracteres cualitativos y cuantitativos de los
organismos.

Asexual: Reproduccion vegetativa en la que obviamente no intervienen los gametos, por lo
mismo la descendencia tiende a contener el mismo genotipo de la planta madre.

Callo: Masas desorganizadas de células hasta antes de la diferenciacion morfoldgica y
fisioldgica.

Embriogénico: Células de callo o de tejidos con capacidad de producir estructuras
similares a embriones.

Embrioide: Estructura parecida a un embrion. Otros sinbnimos son embrion somatico,
embrion asexual y embrion adventicio.

Fenoles: Sustancias que poseen uno 0 mas sustituyentes hidroxilo unido a un anillo
aromatico.

Genotipo: Dotacion combinada y determinada de genes nucleares y citoplasmaticos de un

individuo, con capacidad de expresion particular por interaccidn con el ambiente.
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ANEXOS

1. Opuntia ficus-indica (L.) Miller

De acuerdo a Kiesling (com. pers.), sobre la base de informes histéricos, pruebas
citoldgicas, referencias bibliograficas, y pruebas taxondémicas de los especimenes de
herbario y en el campo, la planta de tuna comdn, Opuntia, es una planta horticola cuya
domesticacion comenzo6 hace 9.000 afios por los antiguos mexicanos, y se la ha dividido
errbneamente en varias especies. Durante la domesticacion de la especie silvestre (2X), O.
ficus-indica adquirio un mayor nivel de ploidia (6X y 8X) a través de la hibridacion natural.
Las actuales plantas silvestres de México se han descrito como O. streptacantha, O.
megacantha y amyclaea. Después del descubrimiento de Ameérica, O. ficus-indica (L.)
Miller se introdujo en Espafia y, mas tarde, a lo largo de la cuenca del Mediterraneo por los
marineros que lo utilizaron para prevenir el escorbuto. En los nuevos lugares, ejemplares
con espinas Yy sin espinas se desarrollaron a partir de plantulas que mostraron rasgos de los
padres del viejo mundo. En los nuevos paises, los botanicos los describen como nueva
especie. Esta evidencia sugiere que los especimenes con y sin espinas son sélo formas de
O. ficus-indica (L.) Miller, y por lo tanto, por razones de nomenclatura, el nombre de O.
ficus-indica f. amyclaea (Tenore) Schelle debe ser utilizado para las plantas con espinas.

De esta manera la nomenclatura Opuntia ficus-indica (L.) Miller se emplea como Unica
para todas los especimenes sin espinas en el presente documento de tesis. De acuerdo al
Codigo Internacional de Nomenclatura de Plantas y Hongos, para las diferentes especies de
opuntia se denominard Opuntia sps. "International Code of Nomencature" (2009) (Code of

Melbourne).

2. Proceso de desinfeccion

Inmersion en alcohol 96° con agitacion por 10 s

Inmersion en hipoclorito de sodio al 3 % adicionado de dos gotas de detergente liquido
Agitar durante 10 min

Lavados tres veces con abundante agua desionizada estéril por 30 s c/u
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3. Condiciones de cultivo in vitro
La incubacion se realizé a una temperatura de 27 + 2 °C con un fotoperiodo de 16 h de luz

fluorescente a 1,500 lux (25 pmol s m™).

4. Elaboracion de medios

MS (Murashige y Skoog, 1962)
Sales de MS

3 % de sacarosa

7 g-L de Agar®

5. Composicion del medio Gamborg et al. 1968

0.134 g/L (NH4)SO4
2.528 g/L KNO3

0.246 g/L MgSO,4 7H,0
0.150 g¢/L CaCl,

0.150 g/L KH,PO,4

0.75 mg/L KI

3.0 mg/L H3BO3

10 mg/L MnSQO4 H,0

2 mg/L ZnSQO,4 7H,0
0.25 mg/L Na,M0QO,4 2H,0
0.025 mg/L CuSO4 5H,0
0.025 mg/L CoCl, 6H,0
37.3 mg/L Na, EDTA
27.8 mg/L FeSO, 7H,0

6. Extraccion de acido desoxirribonucléico (ADN)

Se realiz6 de acuerdo al protocolo Taylor and Lee (1990) con algunas modificaciones,
como sigue: 0.05 g de material vegetal liofilizado se trituré en un mortero con 1 mL de
buffer de lisis (Tris-HCI 50mM pH7.2, EDTA 50mM, SDS 3%, B-mercaptoetanol 1%)
recuperandolo en un tubo eppendorf de 2mL estéril, se incubo a 60°C durante una hora, se
afiadié 500 pL de fenol y 500 pyL de cloroformo, se agito manualmente y centrifugo a
14000 rpm por 10 min, la fase acuosa fue recuperada en un nuevo tubo eppendorf estéril de
1.5 mL seguido de la adicion de 500 pL de isopropanol frio se mantuvé a -20°C durante 30
min, se centrifugd a 10000 rpm por 5 min se elimino el ispropanol y la pastilla se lavé con

etanol al 70% frio, nuevamente se centrifugo a 10000 rpm por 5 min se elimino el etanol
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y la pastilla e DNA se concentré en un concentrador de DNA labconco® finalmente se
resuspendio en 200 TE pL (Tris-HCI 10mM pH8.0, EDTA 0.

7. Capitulo I Secuencias parcial del gen 18S ribosomal de Pseudocercospora opuntiae

Secuencia parcial del gen 18S ribosomal; secuencia completa del espacio interno transcrito 1 y del
gen 5.8S ribosomal; y secuencia parcial del espacio interno transcrito 2
KF975410.1 Pseudocercospora opuntiae strain BSJ1
CTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACTGAGTGAGGGCGAAAGCCCGACCTCC
AACCCTTTGTGA
ACCAACTCTGTTGCTTCGGGGGCGACCCCGCCGTTTCGGCGACGGCGCCCCCGGAGGT
CGTCAAACACTG
CATCTCTGCGTCGGAGTCTTAAAGTAAATTTGAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT
GGTTCTGGCAT
CGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA
TCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCCGTGGTATTCCGCGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCA
TTCAAGCCTAG
CTTGGTATTGGGCGTCGTGGTTCCGCGCGCCTTAAAGTCTCCGGCTAAGCAGTTCGTCT
CTAAGCGTTGT
GGCATACATTTTTCGCTGAAGAGTTCGGACGGCTTTTGGCCGTTAAATCTTC
GenBank flat file:
LOCUS  KF975410 472bp DNA linear PLN 29-OCT-2014
Pseudocercospora opuntiae strain BSJ1 18S ribosomal RNA gene,

Partial sequence; internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal

RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2,

Partial sequence.
ACCESSION KF975410
VERSION KF975410
KEYWORDS
SOURCE  Pseudocercospora opuntiae
ORGANISM Pseudocercospora opuntiae

Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina;

Dothideomycetes; Dothideomycetidae; Capnodiales;

Mycosphaerellaceae; Pseudocercospora.
REFERENCE 1 (bases 1 to 472)
TITLE 'Black spot' caused by Pseudocercospora opuntiae in cactus pear productive system of
Jalisco, Mexico
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1to 472)
AUTHORS Maria Judith Ochoa, Luis Angel Rivera, Ramon Ignacio Arteaga-Garibay Marcos
Daniel Martinez-Pefia, Javier Ireta, Liberato Portillo.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (13-DEC-2013) Microbial Genetics Resources Laboratory, National Center
of Genetics Resources of INIFAP, 400 Boulevard la Biodiversidad, Las Cruces, Tepatitlan de
Morelos, Jalisco 47600, Mexico.
FEATURES Location/Qualifiers
source  1.472 /organism="Pseudocercospora  opuntiae"/mol_type="genomic  DNA"
/strain="BSJ1"/host="Opuntia sp. (nopal)"/db_xref="taxon:705918 /country="Mexico: Jalisco"
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rRNA <1..3 /product="18S ribosomal RNA" misc_RNA 31.17 /product="internal transcribed

spacer 1

" TRNA

/product="internal transcribed spacer 2"

ORIGIN

1 ctccgtaggt gaacctgegy agggatcatt actgagtgag ggcgaaagcec cgacctccaa
61 ccctttgtga accaactctg ttgcttcggg ggcgaccecg cegtttcgge gacggegecc
121 ccggaggteg tcaaacactg catctctgeg tcggagtctt aaagtaaatt tgaacaaaac
181 tttcaacaac ggatctcttg gttctggeat cgatgaagaa cgcagcgaaa tgcgataagt
241 aatgtgaatt gcagaattca gtgaatcatc gaatctttga acgcacattg cgccccgtgg
301 tattccgegg ggeatgectg ttcgagegte atttcaccat tcaagectag cttggtattg
361 ggcgtegtgg ttcegegege cttaaagtct ccggetaage agttegtete taagegttgt
421 ggcatacatt tttcgctgaa gagttcggac ggcttttgge cgttaaatct tc //

8. Capitulo 11

177..334 /product="5.8S ribosomal RNA" misc_RNA

335..>47

Analisis de varianza del numero de brotes generados por diferentes genotipos y
concentraciones de BA durante el periodo de estimulacion.

Fuente Suma de Df |Cuadrado F Valor P
cuadrados medio

Efectos principales

A: CONCENTRACION BA 10.1111 2 5.05556 3.79 0.0529

B: GENOTIPO 50.0 1 50.0 37.50 0.0001

Interaccion AX B 2.33333 2 1.16667 0.87 0.4418

RESIDUAL 16.0 12 ]1.33333

TOTAL 78.4444 17

Analisis de varianza del nimero de brotes generados durante el periodo en MS por
diferentes genotipos y concentraciones de BA aplicadas durante el periodo de estimulacion.

Fuente Suma de Df Cuadrado F Valor P
cuadrados medio

Efectos principales
A: CONCENTRACION DE BA |14.1136 2 7.05682 0.33 0.7264
B: GENOTIPO 409.043 1 409.043 18.99 0.0008
Interaccion A X B 169.568 2 84.7841 3.94 0.0461
RESIDUAL 280.0 13 21.5385
TOTAL 852.105 18

9. Capitulo IV

La grafica muestra una interaccion significativa entre el genotipo y tipo de inéculo ya que

la severidad de la enfermedad se increment6 en mayor medida con el indculo hongo puro

(ps) que con el filtrado del patdgeno en los genotipos 1 (G2) y 5 (R) comparados con el 2
(Ge), 3 (G7) y 4 (T).
Por lo que se demuestra que el filtrado y el hongo puro tienen la capacidad de generar

patogenicidad siempre y cuando el genotipo muestre susceptibilidad hacia el patdgeno.
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