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ETIOLOGIA DEL COLAPSO DEL TETECHO (Neubuxbaumia tetetzo Coultier [Backeberg])
EN ZAPOTITLAN SALINAS, PUEBLA.
Dimas Mejia Sanchez. D. en C.
Colegios de Postgraduados, 2018
RESUMEN

El tetecho (Neobuxbaumia tetetzo (Coultier [Backeberg]) es una cactacea columnar endémica de
México. En Zapotitlan Salinas, se han observado individuos con areas amarillas en tallo y
necrosis de tejido interno, asi como pudricion blanda que invade el tallo y provoca colapso de la
planta. En el tejido con pudricién y galerias del tallo se asocian diferentes insectos. El objetivo
de la investigacion fue: i) identificar las bacterias que causan estos sintomas; ii) identificar los
insectos asociados y detectar la presencia de las bacterias causales en el intestino de estos
insectos. A partir del tejido con pudricion blanda se aislaron bacterias y se inocularon en plantas
sanas de tetecho reproduciendo los sintomas de pudricion. La caracterizacion fenotipica y
genética de las bacterias las identificaron como Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense
(Pchb). Este es el primer reporte de Pcb causando pudricion blanda en cactaceas en el mundo y en
México. Del sintoma de necrosis interna de tallo, se aislaron cuatro morfotipos bacterianos, la
inoculacién en plantas sanas de tetecho reprodujo los sintomas de necrosis y se identifico a
Pseudomonas, Curtobacterium, Leuconostoc y Carnobacterium como los agentes causales. Los
insectos asociados a los sintomas se identificaron como Lagocheirus lugubris (Coleoptera:
Cerambycidae), Chalcolepidius sp. (Coleoptera: elateridae) y Glyphidops flavifrons (Diptera:
Neriidae). Del intestino de los insectos se detectd6 Carnobacterium y Curtobacterium, en larvas
de Lagocheirus; Pseudomonas se detectdo en todos los insectos excepto en el adulto de
Chalcolepidius., Pcb se detect6 en larvas y adultos de Lagocheirus y en el adulto de Glyphidops.

Palabras clave: Cactéacea, pudricion blanda, Bacterias, brasiliense, PCR. Insectos.



ETIOLOGY OF THE COLLAPSE OF THE TETECHO (Neubuxbaumia tetetzo Coultier
[Backeberg]) IN ZAPOTITLAN SALINAS, PUEBLA.
Dimas Mejia Sanchez. D. in C.
Postgraduate Schools, 2018
ABSTRACT

Tetecho (Neobuxbaumia tetetzo (Coultier [Backeberg]) is a columnar cactus endemic to Mexico.
In Zapotitlan Salinas, individuals have been observed with yellow areas on stem and necrosis of
internal tissue, as well as soft rot that invades the stem and causes collapse of The plant In the
rotten tissue and stem galleries different insects are associated The objective of the research was:
1) to identify the bacteria that cause these symptoms; ii) identify the associated insects and detect
the presence of the causative bacteria in the intestine of these insects. Bacteria were isolated
from the tissue with soft rot and inoculated in healthy tetecho plants reproducing the symptoms
of rotting. The phenotypic and genetic characterization of the bacteria identified them as
Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense (Pcb) This is the first report of Pcb causing soft
rot in cacti in the world and in Mexico. From the symptom of internal stem necrosis, four
bacterial morphotypes were isolated, inoculation in healthy tetecho plants reproduced the
symptoms of necrosis and Pseudomonas, Curtobacterium, Leuconostoc and Carnobacterium
were identified as the causative agents. The insects associated with the symptoms were
identified as Lagocheirus lugubris (Coleoptera: Cerambycidae), Chalcolepidius sp. (Coleoptera:
elateridae) and Glyphidops flavifrons (Diptera: Neriidae). Carnobacterium and Curtobacterium
were detected in the intestine of the insects in Lagocheirus larvae; Pseudomonas was detected in
all insects except the adult Chalcolepidius. Pcb was detected in larvae and adults of Lagocheirus
and in adult Glyphidops.

Key words: Cactacea, soft rot, Bacteria, brasiliense, PCR. Insects.
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INTRODUCCION GENERAL

La familia Cactaceae estd conformada por 124 géneros con 1438 especies (Hunt, 2006), y en
Mexico se distribuyen 60 géneros y 670 especies, de las cuales 77% son endémicas (Guzman et
al. 2003). En la Reserva de la Biosfera del Valle de Tehuacan-Cuicatlan se distribuyen 28
géneros con 86 especies de las cuales 21 son endémicas de esta region (Arias et al., 2012). Las
cactaceaspor su resistencia a sequia constituyen una alternativa para el uso de los suelos de las
regiones aridas y semiaridas del pais, que conforman aproximadamente el 60% del territorio

nacional (De la Rosa y Santana, 1998).

La gran diversidad de cactaceas en México impacta desde el punto de vista ecoldgico y agricola,
ademas de ser Utiles como alimento, medicina, construccion, forraje y combustible, sobre todo
para las poblaciones marginadas de aquellas regiones donde las condiciones climéticas y
edaficas son adversas (Ortiz, 1999).

La Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan esta ubicada al sureste de Puebla y porciones
adyacentes de Oaxaca que ocupa una superficie aproximada de 490,187 ha y en donde se
registran alrededor de 2,750 especies de plantas vasculares y representa alrededor del 10% de la
flora de México y se estima casi el 1% de la flora del mundo. Ademas de la gran diversidad
floristica se registra un alto grado de endemismo, destacando las tetecheras o tetecho
(Neobuxbaumia tetetzo); los cardonales como el "carddn viejo"(Pachycereus weberi), entre
otras. La mayor parte de la superficie de la reserva corresponde a tierras Ejidales y Comunales
(95%) distribuida en 132 ndcleos agrarios. (Villasefior et al., 1990; Davila et al., 1991.,

CONABIO 2011).



En la reserva de la Bidsfera Tehuacan-Cuicatlan destaca la region de Zapotitlan Salinas, que se
localiza en un municipio en la porcion suroccidental del Valle de Tehuacan y cuenta con una
superficie aproximada de 86.76 km2; ubicado en los 18° 20’de latitud norte y 97° 28’ de latitud
oeste. Esta delimitado al oriente por las sierras de Atzingo y Miahuatepec, al norte por los cerros
Chacateca y Pajarito, al poniente por el cerro La Mesa y al sur por el cerro Corral de Piedra.
Desde tiempos prehispanicos, esta region de las salinas se ha utilizado para la obtencién de sal,
que hasta la fecha ain se observan. El Valle de Zapotitlan Salinas tiene un clima seco o arido y
semicélido, con una marcada época de lluvias en verano. La precipitacion anual es de 380 mmy
su promedio de temperatura es de 21.2 °C (Arias et al., 2010). Las comunidades vegetales se
asocian en mezquital o selva baja perennifolia, matorral espinoso, chaparral, selva baja
caducifolia, cardonal, izotal y tetechera (Paredes et al., 2007).

El valle de Zapotitlan es una region donde abunda el tetetzo, el cual es un cactus columnar que
puede llegar a alcanzar hasta 12 m. de altura. De joven es de color verde vivo que se va
oscureciendo con la edad. Tiene entre 30 y 50 costillas. Las espinas no son muy abundantes, no
sobrepasan los 1.5 cm de largo, excepto en la parte alta del tallo que produce las flores y pueden
llegar a medir hasta 7 cm. y estar acompafiadas de pelos amarillentos (Figura 1). La floracion
aparece en la parte apical del tronco desde junio hasta el verano. Las flores son de color rojo en
forma de embudo y con los estambres amarillos, aunque también las hay blancas o rosas.
Requiere pleno sol, pero también prospera bien en semi-sombra, es endémica de Meéxico y se
distribuye en Puebla y Oaxaca (Arias et al., 2010).

El nombre comin es Cardon, Higos de Teteche, Teteche, o Tetetzo y sus sinénimos son
Pilocereus tetezo, Cereus tetezo, Pachycereus tetezo, Cephalocereus tetetzo, Carnegiea tetetzo

(cactiguide.com, 2012).



Figura 1. Bosque de tetecho en el valle de Zapotitlan Salinas, Puebla. En la parte apical se
observan los botones florales.

Uno de los factores que amenazan al tetecho es una enfermedad que ocasiona pudricion blanda
de la planta. Cibrian (CONABIO, 2011) asoci6 estos dafios a la infestacion de insectos
barrenadores y en cuyas lesiones se encuentran bacterias que aceleran la muerte del tetecho; sin
embargo, no existen reportes documentados y descriptivos de los insectos y las posibles bacterias
patdgenas que causan la muerte de esta cactacea. Las plantas de tetecho enfermas muestran areas
de tejido de color amarillento en el tallo y pudricion suave, ruptura de corteza y escurrimiento de
exudado. La pudricion invade toda la planta y provoca la desintegracion del tejido; Asi mismo,

las plantas jovenes pueden mostrar también amarillamiento, pudricion blanda y muerte.



Ala fecha, no existen reportes publicados que describan esta enfermedad. Investigaciones previas
a nivel mundial en otras cactaceas, han citado una pudricién en Echiinocereus spp. causado por
Helminthosporium spp. el sintoma descrito es un obscurecimiento y con el tiempo ocurre el
ablandamiento de tejido. Sin embargo, el sintoma difiere de la descrita para el tetetzo y no es tan
destructiva, ni presenta el abundante exudado observados en esta especie. En Echinocactus
grusonii, se ha reportado al oomyceto Pythium spp. causando una pudricién interna,
principalmente a nivel del cuello de este cactus; en el cactus sahuaro, se ha reportado a Erwinia
cacticida (Pectobacterium), causando una enfermedad denominada “necrosis bacteriana del
sahuaro”, la cual inicia con manchas pequefias, acuosas, que con el tiempo el tejido puede
exudar y tornarse café y finalmente se observa desprendimiento del tejido dejando expuesto el
esqueleto del cactus (Jack y Olsen, 2011).

Por las caracteristicas del sintoma de pudricion blanda del tetecho se le ha asociado a bacterias
fitopatdgenas, asociados a este sintoma se han observado insectos del orden coledptera y
lepidoptera. Por anterior en la presente investigacion se plante6 como objetivos: identificar el
(los) patdgenos responsables de la enfermedad, rango de hospedantes y su posible asociacién con

insectos.
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http://cactiguide.com/cactus/?genus=Neobuxbaumia&species=tetezo

CAPITULO I. Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense CAUSA LA PUDRICION
BLANDA Y MUERTE DE Neobuxbaumia tetetzo (Coultier [Backeberg]) EN EL VALLE
DE ZAPOTITLAN SALINAS, PUEBLA, MEXICO.

1.1. RESUMEN
Neobuxbaumia tetetzo (Coultier [Backeberg]) (tetecho) es una cactacea columnar endémica de
México. Las plantas, frutos, flores y semillas de tetecho cumplen un importante papel dentro del
ecosistema semiarido, ya que sirven de refugio y alimento de insectos, murciélagos, aves y es de
amplio uso por diferentes etnias desde tiempos prehispanicos. Esta cactacea es afectada por una
pudricién blanda, que eventualmente puede dafiar a toda la planta y provocar su caida y
desintegracién. 80 cepas bacterianas de morfologia similar fueron aisladas de la pudricién y de
los exudados y se inocularon en plantas sanas de tetecho, reproduciendo los sintomas tipicos de
pudricién blanda a los 9 dias después de la inoculacién. Se seleccionaron diez cepas para su
caracterizacion e identificacion fenotipica y genética con los genes 16s rDNA, IGS 16S-23S
rDNA vy rpoS, asi como la patogenicidad en miembros de la familia cactacea y otras plantas.
Basado en los resultados, estos aislados bacterianos fueron identificados como Pectobacterium
carotovorum subsp. brasiliensis (Pcb). La inoculacion de esta bacteria causo pudricién blanda en
diferentes cactus, frutos, hojas y raices de otras plantas. Este es el primer reporte de la
subespecie brasiliense de Pectobacterium carotovorum causando pudricion blanda y muerte en

cactaceas en el mundo y primer reporte de esta subespecie en Mexico.

Palabras clave: Muerte de cactaceas, columnar, bacteria, PCR, IGS, rpoS.



1.2. ABSTRACT

Neobuxbaumia tetetzo (Coultier [Backeberg]) (tetecho) is a columnar cactus endemic to Mexico.
Tetecho plants, flowers, fruits and seeds play an important role in the semi-arid ecosystem, as
they serve as a refuge and food for insects, bats, birds, and are widely used by ethnic groups
since pre-Hispanic times. Tetecho is affected by a soft rot that damages the whole plant and
causes its fall and disintegration. Eighty bacterial colonies of similar morphology were isolated
from plants showing soft rot and inoculated in healthy tetecho plants, reproducing typical
symptoms of soft rot 9 days after inoculation. Ten representative isolates were selected for
phenotypic and genetic identification using 16s rDNA, IGS 16S-23S rDNA and rpoS genes and
for pathogenicity tests on several members of the cactus family and other plants. Based on the
results, these bacterial isolates wereidentified as Pectobacterium carotovorum subsp.
brasiliense. Inoculation of this bacteria caused soft rot in different cacti, fruits, leaves and roots
of other plants. This is the first report of the subspecies brasiliense of Pectobacterium
carotovorum causing soft rot and death in cacti in the world and the first report of this
subspecies in Mexico.

Additional Keyword: Cactéaceas dehat, columnar, bacteria, PCR, IGS, rpoS.



1.3. INTRODUCCION

México es el pais con la mayor riqueza de Cactaceas con 913 taxones descritos, de las cuales
80% son endémicas del pais (Jiménez, 2011). La Reserva de la Bidsfera de Tehuacan-Cuicatlan
es una region semiarida con la mayor diversidad de especies endémicas de animales, plantas y
microorganismos. Dentro de estas, un grupo importante son las cactaceas columnares (Jiménez,
2011) donde destaca Neobuxbaumia tetetzo (Coultier [Backeberg]) (Arias et al., 2013) y el Valle
de Zapotitlan Salinas, Puebla (18°20°N, 97°28°W) es la region de mayor abundancia de esta
cactacea, que se distribuye hasta la cafiada de Cuicatlan, Oaxaca (Arias et al., 2010).

El tetecho ocupa extensiones hasta de 400 Km? y se han reportado densidades de poblacion de
1200-1800 plantas por hectarea (Ramirez y Valverde, 2005). La vida media del tetecho oscila de
110 a 120 afios; ademas, esta cactacea desempefia un papel ecologico fundamental dentro del
ecosistema ya que de abril a junio tiene su etapa reproductiva y de la parte apical emergen flores
que producen una gran cantidad de néctar y polen del cual se alimentan aves, insectos y
murciélagos que polinizan y dispersan la semilla en toda la zona (Godinez, 2001). Asi mismo, es
muy importante para la poblacion humana de esta regidn, ya que aprovechan los botones
florales, frutos y semillas como alimento, con el que se preparan aproximadamente 50 platillos
que se presentan anualmente se realiza la feria de la tetecha. Al morir las plantas dejan una parte
lefiosa que se utiliza como combustible y madera para construir cabafias rusticas (Godinez,
2001).

Uno de los factores que amenazan al tetecho es una enfermedad que ocasiona pudricion blanda
de la planta. Cibrian (CONABIO, 2011) asocio estos dafios a la infestacion de insectos

barrenadores y en cuyas lesiones se encuentran bacterias que aceleran la muerte del tetecho; sin



embargo, no existen reportes documentados y descriptivos de los insectos y las posibles bacterias
patdgenas que causan la muerte de esta cactécea.

En recorridos por el Valle de Zapotitlan Salinas, Puebla, se observo que las plantas de tetecho
muestran areas de tejido de color amarillento y pudricion suave, ruptura de corteza y
escurrimiento de exudado. La pudricion invade toda la planta y provoca la desintegracién de los
tejidos; Asi mismo, las plantas jovenes pueden presentar también amarillamiento, pudricion
blanda y muerte.

Estudios fitopatoldgicos preliminares concluyeron que las plantas con dafios de pudricion
blanda, eran causados probablemente por bacterias asociadas a insectos. Considerando que se
desconoce la identidad del o los posibles agentes causales de la pudricién blanda, el objetivo de
la presente investigacion fue identificar el o los patégenos bacterianos causantes de la pudricién

blanda del tetecho.

1.4. MATERIALES Y METODOS

1.4.1. Aislamiento del patégeno

De 2015 a 2017 en la region de Zapotitlan Salinas, Puebla, México se colectaron muestras de 80
plantas de tetecho con sintomas de pudricion blanda. Porciones de tejido (0.5 cm?) de la zona de
transicion entre tejido con pudricion y tejido sano se desinfestaron con hipoclorito de sodio al
1% (v/v) por un miny se lavaron con agua destilada estéril, el tejido desinfestado se sembro6 en
los medios de cultivo caldo nutritivo (CN) y Casaaminoacidos, peptona y glucosa (CPG), asi
como en solucion amortiguadora (Tris-EDTA). Se tomaron muestras de exudados de las plantas
en tubos con 5 mL de agua estéril y se sembraron 20 pL en medio de cultivo CN; en ambos casos

se incubaron a 18 °C por 48 h. Posteriormente, se sembraron 20 puL de cada cultivo en los



medios B de King (BK), R2A y Agar Nutritivo (AN) que se distribuy6 por extension con una asa
Digralsky y se incubaron con las mismas condiciones experimentales descritos anteriormente. Se
obtuvieron 80 aislados bacterianos con morfologia similar a partir del tejido con pudricion y
exudados. Las colonias bacterianas se preservaron en cultivo puro en CPG a -20°C (Schaad et
al., 2001).

1.4.2. Patogenicidad

Los 80 aislados bacterianos se inocularon de manera individual en tubérculos de papa (Solanum
tuberosum L.) var. Fiana y plantas de tetecho. Los tubérculos de papa se desinfestaron
superficialmente con hipoclorito de sodio al 1% durante 1 min y se lavaron con agua destilada
estéril; después, se cortaron asépticamente rodajas de 5 mm de grosor y se colocaron en una caja
Petri con papel filtro y agua previamente esterilizados. Las rodajas fueron inoculadas con una
suspension bacteriana de 1.5x10% UFC/mL e incubadas a 28°C durante 72 horas. Como testigo se
inocularon rodajas de papa con agua estéril. Ciento sesenta plantas de tetecho de cinco afios de
edad se inocularon por inyeccién en la mitad de cada planta con 20 pL de una suspension
bacteriana con 1.5x108 UFC/mL (Stommel et al., 1996). La zona de inoculacion se desinfestd
con etanol al 70% (v/v) y se lavé con agua estéril previo a la inoculacion. Las plantas se
mantuvieron en invernadero (25-30° C; HR 80% con luz natural, durante 10 dias). Treinta
plantas inoculadas con agua estéril se emplearon como testigo. Todos los aislamientos (n=80)
causaron pudricion blanda en tubérculos de papa y plantas de tetecho. Se seleccionaron al azar
diez aislados bacterianos (Tet5, Tetl6, Tet24, Tet36, Tet52, Tet60, Tet61, Tet72, Tet75y Tet77)
y se inocularon en miembros de la familia cactaceae Myrtillocactus geometrizans, Mammillaria
magnimamma, Mammillaria discolor, Gymnocalycium horstii, Pachicereus marginatus y

Opuntia Rufida bajo las mismas condiciones experimentales de invernadero descritas
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anteriormente. Adicionalmente, se inocularon frutos de Solanum lycopersicum, Capsicum
annuum var. annuum, Physalis ixocarpa, Cucumis sativus, Ipomoea batatas, Cucurbita pepo,
Brassica oleracea var. capitata y Daucus carota subespecie sativus. Los frutos o raices se
desinfestaron con hipoclorito de sodio al 2% por 2 min y se lavaron con agua estéril. Todos los
6rganos se inocularon con una suspension con 1.5x10° UFC/mL y se mantuvieron en camara
himeda a 28°C durante 4 dias.

1.4.3. Identificacién y caracterizacion fenotipica

Diez aislados bacterianos fueron seleccionados y se caracterizaron e identificaron de acuerdo a
la guia para la identificacion de bacterias fitopatogenas (Schaad et al., 2001) y la comparacion
de bacterias pectinoliticas (Czajkowski et al., 2014). Adicionalmente, se evaluo la sensibilidad a
12 antibidticos mediante discos comerciales (Bio-Rad, CA. EUA) y se caracterizo el perfil
bioquimico mediante el sistema AP120 E™ (Biomerieux, USA).

1.4.4. Identificacién y caracterizacion molecular

1.4.4.1. Extraccion de ADN

El ADN de los diez aislamientos bacterianos seleccionados se obtuvo a partir de colonias de un
cultivo puro con 24 h de crecimiento en medio CPG con el producto comercial
PureLink™Genomic DNA Kits (Invitrogen life technologies, Carlsbad, CA, USA), siguiendo las
instrucciones del fabricante.

1.4.4.2. Secuenciacion del gen 16S rDNA

Los iniciadores universales 8F (5" AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") vy 1492R
(5°GGTTACCTTGTTACGACTT-3") fueron utilizados para amplificar la secuencia del gen 16S
rDNA de los diez aislados. Los iniciadores empleados corresponden a las posiciones 8-27 y

1507-1492 respectivamente del 16S RNA ribosomal (Eden et al., 1991). La reaccion en cadena
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de la polimerasa (PCR) se llevé a cabo en un volumen final de 50 L, con 1 x PCR Buffer, 1.5
mm de MgClz, 0.2 mM de cada NTP, 0.6 uM de cada oligonucleétido, 1.5 U de Taq polimerasa
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y 10 ng de DNA. La PCR incluyé un paso inicial de
desnaturalizacién a 95°C durante 5 min, seguido por 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C
durante 50 seg, apareamiento a la temperatura de 57°C, durante 30 seg, con extension a 72°C
durante 90 seg. La extension final se llevo acabo a 72°C, durante 5 min (Eden et al., 1991). Se
analiz6 una alicuota de 5 pL por electroforesis en gel de agarosa (Promega, USA) al 1.5% (w/v)
en Buffer TBE. El gel fue tifiido con bromuro de etidio y se visualiz6 en un fotodocumentador
(DNR minibis-pro). El producto amplificado se purifico a partir del gel utilizando el kit Wizard®
SV gel and PCR Clean-Up System (Promega, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante y
se secuencié de forma directa en un Genetic Analyzer 3100 (Applied Biosystem Corp., CA,
USA).

1.4.4.3. Secuenciacion del 1GS 16S-23S rDNA

La region espaciadora intergénica (IGS) 16S-23S rDNA de los diez aislados fue amplificada
usando los iniciadores especificos para Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense BR1f (5-
GCGTGCCGGGTTTATGACCT-3) y L1r (5-CAAGGCATCCACCGT-3"). BR1f fue generado
de la region IGS en base al corte de la enzima de restriccion SEXAL y L1r de la direccion 5° del
gen 23s rRNA (Duarte et al., 2004). La PCR se llevé a cabo en un volumen final de 50 pL con
1x PCR buffer, 2 mM de MgCly, 0.1 mM de cada dNTP, 0.3 uM de cada oligonucleotido, 1.5 U
de Taq polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y 10 ng de DNA. La PCR considerd una
desnaturalizacion inicial de 94°C por 2 min, seguido de 30 ciclos a 94°C por 30 seg, 62°C por 45
seg, 72°C por 90 min y una extension final de 72°C por 7 min (Choi y Kim, 2013). Los productos

amplificados se visualizaron por electroforesis en un gel de agarosa (Promega, USA) al 2%. El
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producto amplificado se purifico a partir del gel con el kit Wizard® SV gel and PCR Clean-Up
System (Promega, USA) y se secuencio de forma directa en un Genetic Analyzer 3100 (Applied
Biosystem Corp., CA, USA). Para ambos genes, las secuencias fueron analizadas y comparadas
con secuencias similares disponibles en el Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica
(GenBank-EMBL) (Altschul et al., 1990). Las secuencias fueron incorporadas al GenBank para
obtener su nimero de acceso. Por otra parte, con los iniciadores Brlf y L1r, se realizd la
amplificacion directa a partir de tejido de tetecho con sintomas de pudricion blanda colectada
en Zapotitlan Salinas, asi como de las bacterias Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum, Pectobacterium atrosepticum y Dickeya chrysanthemi de la coleccion del
laboratorio de Bacteriologia del Colegio de Postgraduados para propdsitos de comparacion.
1.4.4.4. Secuenciacion del gen rpoS

La identidad de los diez aislados se confirmé mediante la secuenciacion directa de la subunidad
o de la RNA polimerasa factor 38 (rpoS), con los iniciadores rpoSl
(ATGAGCCAAAGTACGCTGAA) y rpoS2 (ACCTGAATCTGACGAACACG) (Waleron et al.,
2002). La PCR se llevé a cabo en un volumen final de 50 pL con 1x PCR buffer, 2.5 mM de
MgClz, 0.2 mM de cada ANTP, 0.3 uM de cada oligonucledtido, 2 U de Taq polimerasa
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y 10 ng de DNA. La PCR considerd una desnaturalizacion
inicial de 95°C por 3 min, seguido de 32 ciclos a 94°C por 1 min, 55°C por 50 seg, 72°C por 2
min y una extension final de 72°C por 6 min (Waleron et al., 2002). Los productos amplificados
se visualizaron por electroforesis en un gel de agarosa (Promega, USA) al 2%. El producto
amplificado se purificé a partir del gel con el kit Wizard® SV gel and PCR Clean-Up System
(Promega, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante y se secuencid de forma directa en

un Genetic Analyzer 3100 (Applied Biosystem Corp., CA, USA).
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Las secuencias se analizaron y compararon con secuencias similares disponibles en el Centro
Nacional para la Informacién Biotecnologica (GenBank-EMBL) (Altschul et al., 1990). Las
secuencias se incorporaron al GenBank para obtener su nimero de acceso
Con las secuencias del gen rpoS de diez aislados bacterianos (Tet5, Tetl6, Tet24, Tet36, Tet52,
Tet60, Tet6l, Tet72, Tet75y Tet77) se construyo un dendograma al compararlas con secuencias
homdlogas de la coleccion del Genbank. El andlisis se realiz6 utilizando el método de méxima-
verosimilitud mediante el modelo Neighbor-joining utilizando el programa MEGA v 6 (Koichiro
et al., 2013). El analisis se realizé con replicados con 1000 repeticiones en un muestreo aleatorio
con remplazo (bootstrap=1000) (Tamura et al., 2004).

1.5. RESULTADOS
1.5.1. Aislamiento del patégeno
A partir de muestras de tejido de tetechos con sintomas de pudricion blanda y exudados, se
obtuvieron 80 aislados bacterianos con morfologia similar (Tetl- Tet80). Las bacterias crecieron
en todos los medios de cultivo utilizados (AN, CPG y BK). Todos los aislamientos mostraron
actividad pectinolitica en rodajas de tubérculo de papa y causaron pudricion blanda en plantas de
tetecho.
1.5.2. Patogenicidad
Los sintomas de pudricion blanda observados en campo en plantas de tetecho (Figura 2a, 2b y
2¢) se reprodujeron en plantas de tetecho con la inoculacién individual de los diez aislados
bacterianos seleccionados bajo condiciones experimentales en invernadero (Figura 2d, 2e). Las
plantas inoculadas mostraron la pudricion blanda tipica con exudados a los 2 dias después de la

inoculacién (ddi). A los 7 ddi ocurri6 una pudricion total de la planta y a los 9 ddi la pudricion se
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secO vy el tejido se oscurecid. No se observaron sintomas en las plantas control (Figura 2f) y las

bacterias se re-aislaron a partir de las plantas con pudricién y se identificaron por PCR.

Figura 2. Sintomas de pudricion blanda y exudado de tetecho en campo: (a) Tetecho con
pudricién blanda, (b) exudados, (c) Colapso y desintegracion de tejido. Sintomas en plantas de
tetecho inoculadas bajo condiciones de invernadero: (d) Pudricion blanda y exudados a los 7
ddi, (e) Colapso del tetecho a los 9 ddi, (f) Testigo.

La inoculacion individual de las diez bacterias causaron pudricion blanda en las cactaceas
Myrtillocactus geometrizans (Figura 3a), Opuntia rufida, Pachicereus marginatus (Figura 3b),

Mammillaria magnimamma, Mammillaria discolor y Gymnocalycium horstii (Figura 3c); asi

como en Capsicum annuum var. annuum (Figura 3d), Lactuca sativa (Figura 3e), Solanum
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lycopersicum (Figura 3f), Cucumis sativus, Daucus carota subespecie sativus e Ipomoea batatas.
La pudricién blanda en estas especies ocurrio a los 2 ddi y se observd la destruccion total de
tejido en algunos de ellos a los 4 ddi. De todas las cactaceas y plantas se reaislaron el 100% de

las bacterias inoculadas. En Cucurbita pepo, Physalis ixocarpa y Brassica oleracea var. capitata

no se observaron sintomas de pudricion.

16



Figura 3. Sintomas de pudricion blanda a los 2 ddi. (a) Myrtillocactus geometrizans, (b)
Pachicereus marginatus, (¢) Gymnocalycium horstii, (d) Capsicum annuum var. annuum  (e)
Lactuca sativa y (f) Solanum lycopersicum.

1.5.3. Caracterizacion e identificacion fenotipica

Las diez cepas bacterianas formaron colonias circulares de color gris, convexas y apariencia
himeda, las células mostraron forma bacilar, moviles, Gram negativas. Son anaerdbicas
facultativas, no fluorescen en medio BK, crecen a 37° C en los medios de cultivo CN y CPG, no
producen sustancias reductoras de sacarosa, no producen indol, producen acido a partir de
lactosa, maltosa, a-metilglucésido, trehalosa, pero no de sorbitol. Estas caracteristicas coinciden
con lo reportado para la bacteria Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense (Pcb) (Schaad
et al., 2001; Czajkowski et al., 2014). Ademas, toleran 7% de NaCl en CN y CPG vy fueron
sensibles a los antibidticos amicasina, ampicilina, cefaletina, cefinaxona, cloranfenicol,
enonaxina, gentamicina, notilmicina, y trimetroprim-sulfatometoxasol, pero no a penicilina,

eritromicina y dicloxacilina.
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1.5.4. Caracterizacion e identificacion molecular

Las secuencias del gen 16S rDNA de las diez cepas (niUmero de acceso MF403054) indicaron un
99% de similitud con secuencias reportadas en el Genbank para Pectobacterium carotovorum
subsp. brasiliense. La amplificacién por PCR de los diez aislados de tetecho, asi como del ADN
extraido de las plantas con sintomas de pudricion usando los iniciadores especificos BR1fy L1r
(Duarte et al., 2004), generaron el producto de 381 pb en gel de agarosa, reportado para la
bacteria Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense (Choi y Kim, 2013) y no generd ningun
fragmento de amplificacion para las bacterias Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
Pectobacterium atrosepticum y Dickeya chrysanthemi utilizadas como fuente de comparacion

(Figura 4).
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Figura 4. Amplificacion del producto de 381 pb de la region IGS 16S-23S de
Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense. Carril 1, Marcador molecular de 100 pb
(Invitrogen, USA). Carril 1-11, diez cepas seleccionadas. Carril 12, Tejido con pudricion
blanda de tetecho. Carril 13, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum. Carril 14,
Pectobacterium atrosepticum. Carril 15, Dickeya chrysanthemi.

Las secuencias de la region IGS 16s-23S rDNA y de la subunidad o de la RNA polimerasa factor
38 (rpoS) con las diez cepas bacterianas seleccionadas mostraron 99% y 100% de similitud
respectivamente con secuencias reportadas en el Genbank para Pectobacterium carotovorum
subsp. brasiliense. El dendograma de las secuencias del gen rpoS de los diez aislados mediante
el método de maxima-verosimilitud mostré que se agrupan con secuencias rpoS reportadas en el

Genbank para Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense (Figura 5)
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Figura 5. Dendograma de las secuencias de rpoS de los diez aislados de tetecho con otras
secuencias de Pectobacterium spp., disponibles en el Genbank, usando el método de méxima-
verosimilitud con 1000 repeticiones de bootstrap. Los aislados que causan pudricién en tetecho
se agrupan con Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense.

Por lo anterior, con base en la caracterizacion fisiologica, bioquimica, genética y pruebas de
patogenicidad, los aislados que ocasionan pudricion en tetecho se identificaron como
Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense.

1.6. DISCUSION

En este estudio, se identifico a Pectobacterium carotovorum subsp brasiliense (Pcb) como el
agente causal de la pudricion blanda del tetecho en Zapotitlan Salinas, Puebla, México. Pcb fue
descrita por primera vez en Brasil causando la enfermedad “pierna negra” en papa (Solanum
tuberosum L.) (Duarte et al., 2004). En los ultimos afios Pch también se ha reportado como una
enfermedad emergente causando “pierna negra” en papa en Nueva Zelanda (Panda et al., 2012),
Canada (De Boer et al., 2012), en diversas zonas de Sudafrica (Van der Merwe et al., 2010) y
Holanda (Nunes et al., 2014). Sin embargo, el rango de hospedantes de este patdgeno se ha
extendido y cepas identificadas como Pcb se han citado causando pudricion blanda en otros

cultivos como pepino (Cucumis sativus L.) (Onkendi et al.,, 2016;), tomate (Solanum

lycopersicum L.) (Jaramillo et al., 2017), remolacha (Beta vulgaris L.), col (Brassica oleracea
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var. capitata), calabacin (Cucurbita pepo L.) (Waleron et al., 2015) y pimiento (Capsicum
annuum var. annuum) (Gillis et al, 2017).

Pcb se ha descrito como una subespecie diferente de P. carotovorum por sus caracteristicas
fenotipicas, genéticas y mayor virulencia y agresividad que P. carotovorum y otras bacterias
pectinoliticas relacionadas como P. atrosepticum, P. betavasculorum, P. wasabiae y Dickeya
spp. (Duarte et al., 2004; Van der Wolf et al., 2017). La patogenicidad de Pcb se basa en su
habilidad de producir en mayor rango las enzimas pectato liasa, poligalacturonasa, celulasas y
proteasas como factores de virulencia que degradan los componentes estructurales de la pared
celular de la planta hospedante (Toth y Birch, 2005; Dong et al., 2014)

En esta investigacion, los resultados de la caracterizacion fisiologica y bioguimica coinciden con
las referidas para discriminar estos aislados de las Enterobacteriaceaes pectinoliticas méas
comunes Y las identifica como Pcb (Schaad et al., 2001, Czajkowski et al., 2014). Ademas, se
documenta la sensibilidad in vitro de Pcb a otros antibidticos y su capacidad de tolerar 7% de
NaCl en medio CN y CPG. Para validar aun mas esta identificacion, la caracterizacion genética
con la amplificacion y secuenciacion de los genes 16s rDNA, IGS 16S-23S rDNA y la subunidad
o de la RNA polimerasa factor 38 (rpoS), identifico claramente la subespecie brasiliense de
Pectobacterium carotovorum como el agente causal de la pudricién en tetecho. El analisis de la
region intergénica 16S-23S y el gen conservado rpoS han permitido en otras investigaciones la
identificacion especifica de Pcb entre otras bacterias pectinoliticas relacionadas (Duarte et al.,
2004; Waleron et al., 2002). El dendograma de las secuencias del gen rpoS de las diez cepas
(Tet5, Tetl6, Tet24, Tet36, Tet52, Tet60, Tet6l, Tet72, Tet75 y Tet77) mostré que se agrupan
con secuencias rpoS reportadas en el Genbank para Pectobacterium carotovorum subsp.

brasiliense.
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En este estudio, se destaca que la inoculacion experimental de Pcb aislados de tetecho en
Cucurbita pepo y Brassica oleracea var. capitata, no produjeron pudricion blanda; este
resultado es inconsistente con reportes previos de otros aislados de la subsp. brasiliense
causando pudricion en estas especies de plantas en condiciones de cultivo (Waleron et al., 2015).
Resultados similares fueron obtenidos por Alcorn et al. (1991) quienes observaron que entre 108
bacterias pectinolitcas aisladas de cactus de diferente origen geografico mostraron diferencias en
la capacidad de producir pudricién blanda dentro de un mismo grupo genético al ser inoculadas
en frutos de tomate, papa y zanahoria (Daucus carota L.).

Miembros del género Pectobacterium fitopatdgenos agrupan cepas heterogeneas con diversidad
genética. Esta diversidad también se ha documentado en otras investigaciones con Pcb mediante
el analisis filogenético de ocho genes conservados que demuestran la existencia de variabilidad
geneética entre diversos aislados de la subespecie brasiliense que conforman dos importantes
subgrupos por su origen geografico (Nabhan et al., 2012a; Dong et al., 2014), como patdgeno en
otros cultivos y que han mostrado diferencias en el rango de hospedantes en ensayos de
patogenicidad (Marquez et al., 2011). Lo anterior podria explicar que los aislados causantes de
la pudricién en tetecho muestren cierto grado de variabilidad patogénica con otras cepas de Pcb
con la inoculacion en otras plantas.

Son pocas las investigaciones que hayan abordado el estudio de pudriciones blandas causado por
bacterias en cactaceas columnares en el mundo. Alcorn et al. (1991) estudiaron una coleccion de
cepas pectinolitcas causantes de un sintoma similar de pudricion blanda del cactus columnar
saguaro (Carnegiea gigantea), en Arizona y Texas, USA, y norte de México. Mediante un
estudio taxonémico numérico y perfiles de acidos grasos de estas cepas, identificaron a

Pectobacterium (Erwinia) cacticida como un grupo diferente del resto de las bacterias
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pectinoliticas mas comunes como P. atrosepticum y P. carotovorum. Asi mismo, Martinez et al.
(2011) identificaron al género Pectobacterium mediante la secuenciacion del ADN total extraido
de la necrosis de tejido de la cactacea columnar Isolatocereus dumortieri y del intestino de las
larvas del diptero Copestylum (Diptera, Syrphidae); en este estudio, sugirieron que las bacterias
y levaduras colonizan los cactus dafiados con estrés ambiental o senescencia y que estas
bacterias causan lisis de las células vegetales, exponiendo el contenido celular y creando un
microambiente que atrae otros insectos.

Muchas Pectobacterium spp. pueden establecer una intima interaccion con insectos (Basset et
al., 2000; Muniz et al., 2007). Particularmente en cactaceas, se ha demostrado que el tejido
necrético del cactus Stenocereus gummosus sirve como fuente de alimento y substrato de
reproduccién de la mosca endémica en el desierto de Sonora Drosophila mojavensis. Estudios
posteriores, demostraron que en este sistema cuatro especies endémicas de Drosophila se
alimentaron y reprodujeron en tejido necrético de cinco especies de cactus columnares,
destacando la alta frecuencia de colonizacién microbiana de bacterias anaerdbicas facultativas
dentro de la familia Enterobacteriaceae en el tejido necrético (Fogleman y Foster, 1989;
Fogleman y Danielson, 2001).

En el patosistema del tetecho en donde se involucra a Pch, es evidente que existen al menos tres
especies de insectos nativos asociados estrechamente con el tetecho en esta zona protegida. En
estudios preliminares se ha sugerido que la presencia de estos insectos podrian formar parte de
este patosistema al introducir y dispersar la bacteria (Cibrian, 2011); sin embargo, hasta ahora no
existen investigaciones que aporten evidencia sobre el papel de estos insectos como
potencialesportadores o diseminadores. Investigaciones futuras deberan profundizar en el estudio

de este patosistema y la influencia de las interacciones de factores bioticos y abidticos en el
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desarrollo de la pudricion blanda en esta cactacea, incluyendo la posible interaccion de Pcb con
los insectos nativos en la zona y la especificidad al tetecho. Estas investigaciones aportarian
informacion relevante que contribuirian al disefio de futuras estrategias de manejo que permita
conservar este recurso natural endémico en México.

Hasta el momento no se ha reportado a Pcb como patdgeno de cactaceas en el mundo y no
existen reportes de esta variante patogénica en México en ninguna otra especie de planta, por lo
que se desconoce su virulencia, distribucion geografica y rango de hospedantes potenciales, lo

cual puede representar un riesgo para otras especies de plantas cultivadas.
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CAPITULO II. Carnobacterium, Leuconostoc, Curtobacterium y Pseudomonas AGENTES
CAUSALES DE LA NECROSIS INTERNA DEL TALLO DE Neobuxbaumia tetetzo
(Coultier [Backeberg]) EN EL VALLE DE ZAPOTITLAN SALINAS, PUEBLA,
MEXICO.

2.1. RESUMEN
Neobuxbaumia tetetzo (Coultier [Backeberg]) (tetecho) es una cactacea columnar endémica de
México. Las plantas, frutos, flores y semillas sirven de refugio y alimento de insectos,
murciélagos, aves y es de amplio uso por diferentes etnias desde tiempos prehispanicos. En
Zapotitlan, Puebla individuos de tetecho muestran externamente areas de tejido amarillo a lo
largo del tallo y necrosis del tejido interno. A partir del tejido interno, se aislaron
consistentemente cuatro morfotipos bacterianos, los cuales se inocularon individualmente y en
conjunto en plantas sanas de tetecho reproduciendo los mismos sintomas de amarillamiento y
necrosis interna a los 45 dias después de la inoculacién. Seis cepas de cada morfotipo se
caracterizaron e identificaron fenotipicamente y mediante el analisis de los genes 16S rDNA,
ISR 16S-23S rDNA, gyrB y rpoB. Los resultados identificaron a los géneros Pseudomonas,
Curtobacterium, Leuconostoc y Carnobacterium como los agentes causales de estos sintomas.
Este es la primera investigacion en México sobre bacterias en tejido interno del tallo causando

amarillamiento externo y necrosis interna de tejido.

Palabras clave: Cactacea, Amarillamiento, Necrosis, Pseudomonas, Curtobacterium,

Carnobacterium, Leuconostoc.
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2.2. ABSTRACT

Neobuxbaumia tetetzo (Coultier [Backeberg]) (tetecho) is a columnar cactus endemic to Mexico.
Plants, fruits, flowers and seeds serve as shelter and food for insects, bats, birds and is widely
used by different ethnic groups since pre-Hispanic times. In Zapotitlan, Puebla tetecho
individuals externally show areas of yellow tissue along the stem and the internal tissue presents
necrosis. From the internal tissue, four bacterial morphotypes were isolated consistently, which
were inoculated individually and together in healthy tetecho plants, reproducing the same
symptoms of yellowness and necrosis at 45 days after inoculation. Six strains of each
morphotype were characterized and identified phenotypically and by analysis of the 16S rDNA,
ISR 16S-23S rDNA, gyrB and rpoB genes. The results identified the genera Pseudomonas,
Curtobacterium, Leuconostoc and Carnobacterium as causal agents of these symptoms. This is
the first investigation on bacteria in internal tissue of the stem causing external yellowing and
internal necrosis in Mexico.

Additional keyword: Cactacea, yellowing, necrosis, Pseudomonas, Curtobacterium,

Carnobacterium, Leuconostoc.
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2.3. INTRODUCCION
La Reserva de la Biosfera de Tehuacan-Cuicatlan es una region semiarida con la mayor
diversidad de especies endémicas y se ubica en el centro de México en los estados de Puebla y
Oaxaca. La vegetacion se clasifica como bosque xerofito con alta diversidad de cactaceas
columnares (Leonor y Sierra, 2011); dentro de estas, destaca la cactacea columnar “tetecho”
(Neobuxbaumia tetetzo (Coultier [Backeberg]) (Arias et al., 2015) y el Valle de Zapotitlan
Salinas, Puebla es la region con la mayor abundancia que se distribuye hasta la cafiada de
Cuicatlan, Oaxaca (Ruedas et al., 2006).
El tetecho es de gran importancia dentro del ecosistema semiarido; la etapa reproductiva de esta
cactacea ocurre desde abril a junio y en la parte apical emergen flores que producen una gran
cantidad de néctar y polen del cual se alimentan aves, insectos y murciélagos que polinizan y
dispersan la semilla en toda la zona (Godinez, 2001). Asimismo, es muy importante para la
poblacion humana debido al aprovechamiento de los botones florales, frutos y semillas con los
que se preparan aproximadamente 50 platillos culinarios como alimento en esta region
(Godinez, 2001).
En recorridos realizados en Zapotitlan Salinas durante 2015-2017, se observaron plantas de
tetecho con areas de tejido amarillo a lo largo del tallo y el tejido interno del tallo de estos
individuos mostré zonas con necrosis. En la actualidad, no existen estudios en México que
aporten informacion de referencia sobre la etiologia de enfermedades en esta cactacea. Nuestra
hipotesis es que estos sintomas de amarillamiento externo y necrosis interna del tallo en tetecho
son causados por bacterias.
Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue identificar y caracterizar la o las bacterias

que causan el amarillamiento externo y necrosis en el tejido interno del tallo del tetecho.
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2.4. MATERIALES Y METODOS

2.4.1. Aislamiento del patdégeno

De 2015 a 2017 se colectaron muestras de tejido de 80 plantas de tetecho con sintomas de
amarillamiento externo de tallo y necrosis del tejido interno en la region de Zapotitlan Salinas,
Puebla, México (18°20'N, 97°28'W) . La parte externa del tallo se desinfestd con hipoclorito de
sodio (NaOH) al 1% (v/v) por un min y se lavo con agua destilada estéril; porciones de tejido
(0.5 cm?) interno con necrosis se sembraron en solucion amortiguadora (Tris-EDTA), en los
medios caldo nutritivo (CN) y Casaaminodcidos, peptona y glucosa (CPG) y se incubaron a 4, 18
y 26 °C por 3, 7 y 10 dias. Posteriormente, 20 L de cada cultivo se sembraron por extension con
una asa Digralsky en los medios B de King (BK), R2A y Agar Nutritivo (AN) y se incubaron con
las mismas condiciones experimentales descritas anteriormente. De aqui, se aislaron
consistentemente cuatro morfotipos bacterianos (TetA, TetB, TetN y TetG) a partir del tejido
necrético interno. Las colonias bacterianas se preservaron en cultivo puro en CPG a -20°C
(Schaad et al., 2001).

2.4.2. Patogenicidad

Treinta aislados de cada morfotipo bacteriano se inocularon en plantas de tetecho de 5 afios de
edad y 8 cm de altura (dos cactus por cada aislamiento) con 20 uL de una suspension con
1.5x10%° UFC/ mL™ (Stommel et al., 1996). Previo a la inoculacion, el tejido del tetecho se
desinfestd con etanol al 70% (v/v) y se lavd con agua estéril. Las plantas inoculadas se
mantuvieron en invernadero (25-30° C; HR 80% con luz natural) durante 50 dias. Como testigo,
se inocularon 30 plantas con agua estéril .Todas las bacterias inoculadas (n=120) causaron
necrosis en los tejidos internos de plantas de tetecho. De estas, seis aislados de cada morfotipo

(TetA8, TetAl9, TetA34, TetA46, TetAS4, TetA63, TetB6, TetB22, TetB33, TetB41, TetB49,
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TetB51, TetN2, TetN8, TetN11, TetN26, TetN28, TetN30, TetG4, TetGl7, TetG22. TetG29,
TetG31 y TetG33) se seleccionaron al azar para su identificacion y caracterizacién. Ademas,
estos aislados (n=6) se inocularon en plantas jovenes de la cactdcea columnar conocida
localmente como garambullo (Myrtilocactus geometrizans) la cual convive con el tetecho en la
misma zona de Zapotitlan Salinas, Puebla. La inoculacion de M. geometrizans se realizo6 bajo las
mismas condiciones experimentales descritas para la inoculacion del tetecho.

2.4.3. ldentificacion y caracterizacion fenotipica

Los seis asilados se caracterizaron fenotipicamente por tincion de Gram, metabolismo
facultativo, fluorescencia en BK, oxidasa, catalasa. Adicionalmente, se evaluo la sensibilidad a
12 antibidticos mediante el kit de discos comerciales (Bio-Rad, CA. EUA) y se caracteriz6 el
perfil biogquimico mediante el sistema API20 E™ (Biomerieux, USA). (Palleroni, 1994; Kim et
al., 2008; Pikuta y Hoover, 2014; Chase et al., 2016).

2.4.4. ldentificacion y caracterizacion molecular

2.4.4.1. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de los aislados bacterianos se obtuvo a partir de colonias de un cultivo
puro con 24 h de crecimiento en medio CPG a 28°C, utilizando el producto comercial
PureLink™Genomic DNA Kits (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), siguiendo
las instrucciones del fabricante.

2.4.4.2. Secuenciacion del gen 16S rDNA

Para amplificar la secuencia del gen 16S rDNA se utilizaron los iniciadores 8F
(5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y 1492R (5'GGTTACCTTGTTACGACTT-3"). que
corresponden a las posiciones 8-27 y 1507-1492 respectivamente del 16S rRNA (Eden et al.,

1991). La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se llevo a cabo en un volumen final de 50
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pL, con 1 x PCR Buffer, 1.5 mM de MgCl;, 0.2 mM de cada dNTP, 0.6 uM de cada
oligonucleo6tido, 1.5 U de Taq polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y 10 ng de DNA. La
PCR incluyd un paso inicial de desnaturalizacion a 95°C por 5 min, seguido por 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 50 s, apareamiento a la temperatura de 57°C, durante 30 seg, con
extension a 72°C durante 90 seg. La extension final se llevd acabo a 72°C, durante 5 min (Eden
et al. 1991). Se analizé una alicuota de 5 pL por electroforesis en gel de agarosa (Promega,
USA) al 1.5% (w/v) en Buffer TBE. EIl gel se tifié con bromuro de etidio y se visualizd en un
fotodocumentador (DNR minibis-pro). El producto amplificado se purificé a partir del gel
utilizando el kit Wizard® SV gel and PCR Clean-Up System (Promega, USA), siguiendo las
instrucciones del fabricante y se secuencié de forma directa en un Genetic Analyzer 3100
(Applied Biosystem Corp., CA, USA).

2.4.4.3. Secuenciacion de ISR 16S-23S rDNA, gyrB y rpoB

Se amplifico la region espaciadora intergénica (ISR) 16S-23S rDNA de los seis aislados del
morfotipo TetB con los iniciadores especificos para el género Carnobacterium 16s-2 (5-
CTTGTACACACCGCCCGTC-3) y 23s-7 (5-GGTACTTAGATGTTTCAGTTC-3), los cuales
corresponden a la posicion 1390 a 1407 y 188 a 208 respectivamente (Rachman et al., 2004). La
PCR se llevo a cabo en un volumen final de 50 pL con 1x PCR buffer, 2.5 mM de MgCl», 0.25
mM de cada ANTP, 0.3 uM de cada oligonucleotido, 1.5 U de Taq polimerasa (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) y 10 ng de DNA. La PCR incluy6 una desnaturalizacion inicial de 94°C por
5 min, seguido de 35 ciclos a 94°C por 1 min, 56°C por 1 min, 72°C por 1 min y una extension
final de 72°C por 5 min (Rachman et al., 2004). Los productos amplificados se visualizaron por

electroforesis en un gel de agarosa (Promega, USA) al 1.5%. El producto amplificado se purificd
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a partir del gel con el kit Wizard® SV gel and PCR Clean-Up System (Promega, USA) y se
secuencio de forma directa en un Genetic Analyzer 3100 (Applied Biosystem Corp., CA, USA).
Para los seis aislados del morfotipo TetN se amplificd el gen que codifica la DNA girasa B
(gyrB) con los iniciadores especificos para el género Curtobacterium 2F (5-
ACCGTCGAGTTCGACTACGA-3) y 4R (5- CCTCGGTGTTGCCSARCTT-3"), los cuales
corresponden a la posicion 220-239 y 760-778 respectivamente (Richert, Brambilla, and
Stackebrandt 2005). La PCR se llevé a cabo en un volumen final de 50 pL con 1x PCR buffer,
2.5 mM de MgClz, 0.2 mM de cada ANTP, 0.6 uM de cada oligonucledtido, 1 U de Taq
polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y 10 ng de DNA. La PCR incluyd una
desnaturalizacion inicial de 94°C por 3 min, seguido de 30 ciclos a 94°C por 1 min, 56°C por 1
min, 72°C por 3 min y una extension final de 72°C por 5 min (Richert et al., 2005). Los
productos amplificados se visualizaron por electroforesis en un gel de agarosa (Promega, USA)
al 1.5%. El producto amplificado se purific6 a partir del gel con el kit Wizard® SV gel and PCR
Clean-Up System (Promega, USA) y se secuencié de forma directa en un Genetic Analyzer 3100
(Applied Biosystem Corp., CA, USA).

Con los seis aislados del morfotipo TetA se amplifico el gen que codifica la subunidad beta de la
RNA polimerasa (rpoB) con los iniciadores especificos para el género Pseudomonas LAPS5 (5-
TGGCCGAGAACCAGTTCCGCGT-3) y LAPS27 (5'-CGGCTTCGTCCAGCTTGTTCAG-3),
que cubren la secuencia rpoB de AE004842 en su posicion 1531-2760 (Ait Tayeb et al., 2005).
La PCR se llevo a cabo en un volumen final de 50 puL con 1x PCR buffer, 3 mM de MgCl,, 0.2
mM de cada dANTP, 0.2 uM de cada oligonucledtido, 1.5 U de Taq polimerasa (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) y 10 ng de DNA. La PCR incluy6 una desnaturalizacion inicial de 94°C por

1.30 min, seguido de 40 ciclos a 94°C por 10 seg, 50°C por 20 seg, 72°C por 50 seg y una
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extension final de 72°C por 5 min (Ait Tayeb et al., 2005). Los productos amplificados se
visualizaron por electroforesis en un gel de agarosa (Promega, USA) al 1.5%. El producto
amplificado se purificé a partir del gel con el kit Wizard® SV gel and PCR Clean-Up System
(Promega, USA) y se secuencié de forma directa en un Genetic Analyzer 3100 (Applied
Biosystem Corp., CA, USA).
Las secuencias de los tres genes (ISR 16S-23S rDNA, gyrB y rpoB) se analizaron y compararon
mediante la herramienta BLAST con secuencias similares disponibles en el Centro Nacional
para la Informacion Biotecnoldgica (GenBank-EMBL) (Altschul et al., 1990). Las secuencias
fueron incorporadas al GenBank para obtener su nimero de acceso.

2.5. RESULTADOS
2.5.1. Aislamiento del patdégeno
Cuatro morfotipos bacterianos se aislaron de forma constante a partir de tejido con
amarillamiento externo y necrosis interna de tallo: TetA, TetB, TetG y TetN con una frecuencia
de aislamiento de 88, 83, 97 y 47% respectivamente. Las condiciones 6ptimas de aislamiento se
observo con todos los medios de cultivo liquidos (CN, CPG y Tris-EDTA) y posterior re-siembra
en los medios sélidos BK, R2A y AN. Los cuatro morfotipos bacterianos inoculados
individualmente o combinados con la misma densidad celular en condiciones de invernadero,
indujeron amarillamiento externo y necrosis en los tejidos internos de las plantas de tetecho; sin
embargo, los cuatro morfotipos inoculados en mezcla indujeron una necrosis mas severa. Los
mismos morfotipos bacterianos inoculadas fueron re-aislados a partir del tejido necrético de

tetecho.
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2.5.2. Patogenicidad

Los sintomas de amarillamiento externo (Figura 6a) en plantas de tetecho y necrosis interna del
tallo (Figura 6b) observado en campo, se reprodujeron en plantas de tetecho bajo condiciones
experimentales en invernadero con la inoculacién individual de los seis aislados bacterianos de
cada morfotipo. Las plantas de tetecho inoculadas mostraron la coloracion amarilla del tejido
externo del tallo (Figura 6¢) y necrosis a los 45 dias después de la inoculacién (ddi). La necrosis
fue mas severa con la inoculacion de la mezcla de los 4 morfotipos (Figura 6d). Las bacterias
inoculadas se re-aislaron a partir del tejido necrético. No se observaron sintomas de forma

externa (Figura 6e) o interna (Figura 6f) en las plantas control.
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Figura 6. Sintomas externos e internos de tetecho en campo: (a) zonas de tejido amarillas, (b)
necrosis interna. Sintomas en plantas inoculadas bajo condiciones de invernadero: (c) zona

amarilla de tallo, (d) tejido interno con necrosis, (€) tejido externo de tetecho control y (f) tejido
interno de tetecho control.

2.5.3. Identificacion y caracterizacion fenotipica

Las cepas bacterianas del morfotipo TetB formaron colonias circulares de color blanco-grisaceo,
brillante y apariencia himeda, la morfologia de las células fue bacilar corta, no movil, Gram
negativas, catalasa positiva, no fluorescen en medio BK, crecimiento en pH 9 en el medio de
cultivo AN. Estas caracteristicas coinciden con lo reportado para el género Carnobacterium

(Car) (Wood y Holpzafel, 1995). ElI morfotipo TetA, formaron colonias circulares de color
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amarillo, apariencia humeda, brillante, células de forma bacillar, mdviles, Gram negativas,
catalasa positiva y coinciden con el perfil del género Pseudomonas. ElI morfotipo TetN formo
colonias color naranja, circular, de aspecto himedo, células de forma bacilar corto, Gram
positivas, crece a 36°C en medio GNA y tolera 7% de cloruro de sodio (NaCl) en caldo nutritivo,
ureasa negativa y coinciden para el género Curtobacterium. EI morfotipo TetG mostro colonias
circulares menores a 1 mm, color gris, aspecto humedo, Gram positiva, oxidasa y catalasa
negativa, caracteristicas que coinciden con el género Leuconostoc.

2.5.4. ldentificacion y caracterizacion molecular

El andlisis de las secuencias del gen 16S rDNA de las seis cepas del morfotipo TetA indicaron
100% de similitud con secuencias similares reportadas en el Genbank para el género
Pseudomonas (numero de acceso KP279879) y se confirmé con el andlisis de las secuencias del
gen rpoB con 97% de identidad con este género. Con el morfotipo TetB, el analisis del 16s
rDNA mostro una similitud de 98% con el género Carnobacterium, confirmado con el analisis
de las secuencias del ISRs 16s-23s con 100% de similitud. Con el morfotipo TetN, la
comparacién de las secuencias del gen 16s rDNA mostraron 99% de similitud con el género
Curtobacterium (numero de acceso KR906485), confirmado por el analisis del gen gyrB con
95% de similitud. Las secuencias del gen 16s rDNA de las seis cepas seleccionadas del
morfotipo TetG mostraron una similitud del 99% con Leuconostoc sp. (nimero de acceso
KY427111).

La PCR de los morfotipos bacterianos aislados de tetecho TetA, TetB y TetN usando los genes
rpoB (Ait et al., 2005), ISRs16s-23s (Rachman et al., 2004) y gyrB (Richert et al., 2004)

respectivamente, generaron las bandas esperadas en gel de agarosa al 1.5% (Figura 7).
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1500 pb >

Figura 7. Amplificacion molecular de diferentes géneros bacterianos: A). Marcador
molecular 100 pb, B) gen rpoB de Pseudomonas sp. (1247 pb), C) gen 16s-23s rDNA

ISRs de Carnobacterium sp. (550 pb), D) gen gyrB (pb) de Curtobacterium sp. (680 pb).
Por lo anterior, con base en la caracterizacion fisioldgica, bioquimica, molecular y pruebas de
patogenicidad, se identificaron a los géneros Pseudomonas, Curtobacterium, Leuconostoc y

Carnobacterium como los agentes causales del amarillamiento externo de plantas de tetecho asi

como la necrosis interna de tejido

2.6. DISCUSION
Las plantas de tetecho que presentan sintomas de amarillamiento de forma externa del tallo,
muestran necrosis de los tejidos internos.
Los géneros bacterianos Pseudomonas, Curtobacterium, Leuconostoc y Carnobacterium se
aislaron e identificaron de muestras de tejido de estas plantas y reprodujeron los sintomas al

inocularse en plantas sanas. Estas bacterias mostraron crecimiento lento en los medios de
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cultivo CPG, AN y R2A. EI crecimiento optimo se observo en los medios de cultivo liquidos a
4°C por 10 dias y posterior transferencia a medios sélidos por 10 dias. La inoculacion individual
de estas bacterias causo diferente grado de necrosis de tejido interno en tetecho y garambullo
(Myrtilocactus geometrizans). Sin embargo, cuando se inocul6 la mezcla de los cuatro
morfotipos con la misma cantidad y densidad celular (20 pL con 1.5x106 UFC mL™), se
incrementd la severidad de la necrosis del tejido interno; lo anterior sugiere un nivel de
interaccion entre estas bacterias. Investigaciones previas han documentado que en diversas
especies de plantas coinciden comunidades bacterianas de mdltiples especies que pueden
interactuar en diferentes niveles y que bajo ciertas condiciones contribuyen o desencadenan
enfermedades en las plantas (Passos et al., 2014; Kudela et al., 2010; Lamichhane y Venturi
2015; Vinatzer et al., 2014; Uller et al., 2016; Bulgarelli et al., 2013 y Buonaurio et al., 2015).
Investigaciones en otras cactaceas columnares han abordado el estudio de bacterias asociadas
con el sintoma de pudriciones y necrosis de tejido. Un estudio con el cactus Stenocereus
gummosus (Foster y Fogleman, 1994) sugirié que esta especie de cactus cuando sufre un dafio
por estrés ambiental o senescencia, promueve la colonizacién y desarrollo de bacterias y
levaduras en el tejido causando muerte celular de los tejidos de este cactus y que es la fuente de
alimento y substrato de reproduccion de la mosca endémica Drosophila mojavensis en el
desierto de Sonora México, la cual disemina estas bacterias a otros cactus. En esta investigacion
asociaron la necrosis de este cactus a las especies P syringae y P. fluorescens

Martinez et al., (2011) identificaron al género Leuconostoc como parte de la microflora
bacteriana en los tejidos con pudricidn de la cactacea columnar Isolatocereus dumortieri y en el
intestino de la larva del insecto Copestylum (Diptera: Syrphidae) como parte del complejo de

microorganismos causantes de la degradacion del cactus. Este género también ha sido reportado
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como patdgeno en cultivos como tomate (Solanum lycopersicum L.) (Conn et al., 1995), betabel
(Beta vulgaris L.) (Strausbaugh, 2016), Ajo (Allium sativum L.) (Bonasera et al., 2017) y
zanahoria (Daucus carota L.) (Lampert et al., 2017).

El género Curtobacterium hasta ahora incluye Gnicamente a la especie flaccumfaciens como
fitopatdgeno en frijol (Phseolus vulgaris L.) (Chase et al., 2016); poblaciones bacterianas dentro
de este género también se han identificado como endéfitos-simbiontes (Bulgari et al., 2009), que
induce una respuesta de defensa en las plantas (Bulgari et al., 2011), disminuye la severidad de
los sintomas inducidos por Xylella fastidiosa en Catharanthus roseus (Lacava et al., 2007) y
promueve el crecimiento vegetal (Sturz et al., 1997).

En el presente estudio se evidencia que la inoculacion experimental de las cepas identificadas
como Carnobacterium (morfotipo TetB), causaron amarillamiento y necrosis de tejido en
plantas de tetecho. Carnobacterium spp. se han reportado como endofitos en trigo (Triticum
durmu) (Minervini et al., 2015), que induce una respuesta de defensa contra el patdgeno
bacteriano Pectobacterium atrosepticum en plantas de papa (Kdiv et al., 2015); asi mismo, se
relaciona con la induccion de resistencia y promocion del crecimiento vegetal (Jain and
Choudhary, 2014; Jain et al., 2014). Sin embargo, hasta nuestro conocimiento, el género
Carnobacterium no se ha reportado como patdgeno de plantas. Es posible que Carnobacterium
sea un endofito natural en plantas de tetecho y que bajo ciertas modificaciones del tejido en esta
cactacea pueda expresar mecanismos relacionados con la patogénesis asi como los otros
morfotipos aislados en el presente estudio. Kdiv et al., (2015) concluyé que algunos
microorganismos descritos como endofitos son patdgenos latentes bajo ciertas condiciones y que
estos inducen o participan en la infeccion de plantas. Patdgenos y enddéfitos utilizan mecanismos

moleculares similares de comunicacion con su planta hospedante. Lo anterior resalta la
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necesidad de realizar una investigacion profunda de la interaccion de este género bacteriano
sobre el proceso de colonizacién y patogenicidad en tetecho y otras cactaceas de la zona
estudiada. En condiciones de campo en Zapotitlan Salinas, las plantas de tetecho mostraron dafio
en el tallo por la formacion de galerias de insectos que se reproducen en esta cactacea; lo
anterior podria ser un factor relevante que ocasiona modificaciones en el tejido y estimule la
colonizacion e infeccién de estas bacterias, provocando las condiciones Gptimas en el tejido para
que otros patdgenos con mayor agresividad en su actividad enzimatica causen la pudricion
externa, desintegracion y muerte de la planta.

Las galerias de insectos observadas en el tallo del tetecho con amarillamiento en esta region de
Zapotitlan salinas, son causadas principalmente por larvas del género Lagocheirus (Datos no
publicados). Tovar (2011), reportd estos dafios causados por insectos y sugiere que esto permite
el ingreso de bacterias que inducen la pudricion blanda. Investigaciones futuras deberan
profundizar en el estudio de la posible interaccién activa o pasiva de los géneros bacterianos
reportados en este estudio con los insectos nativos en la zona relacionados con la pudricion
blanda de esta cactacea.

Curtobacterium, Leuconostoc y Carnobacterium no se han reportado como patdgenos de
cactaceas en México; se desconoce su virulencia, distribucion geografica y rango de hospedantes
en otras cactaceas o cultivos horticolas.

El amarillamiento del tallo y necrosis interna de tejidos en tetecho fueron causados por los
géneros bacterianos Pseudomonas, Curtobacterium, Leuconoscoc y Carnobacterium en
Zapotitlan Salinas, Puebla, México. La inoculacion experimental de plantas de tetecho con la
mezcla de las cuatro cepas bacterianas incrementd la severidad de la necrosis de los tejidos

internos. El género Carnobacterium se reporta por primera vez como patogeno de plantas; su
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inoculacién individual o mezclado con Pseudomonas, Curtobacterium y Leuconostoc causé

necrosis de tejido en plantas de tetecho.
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CAPITULO Ill. DETECCION DE BACTERIAS EN EL INTESTINO DE INSECTOS
ASOCIADOS A LA PUDRICION BLANDA DE Neuboxbaumia tetetzo ((;oultier)
Backeberg EN EL VALLE DE ZAPOTITLAN SALINAS PUEBLA, MEXICO.

3.1. RESUMEN
El tetecho (Neobuxbaumia tetetzo (Coultier [Backeberg]) es una cactacea columnar endémica de
México. Las plantas, frutos, flores y semillas de tetecho desempefian un papel importante dentro
del ecosistema semiarido, ya que sirven de refugio y alimento de insectos, murciélagos, aves y es
de amplio uso por diferentes etnias desde tiempos prehispanicos. Individuos de la poblacion de
esta cactacea en el valle de Zapotitldn Salinas Puebla. México es afectada por una pudricion
blanda, que eventualmente puede dafar a toda la planta y provocar su caida y desintegracion; en
el tejido con pudricion blanda, se asocian diferentes larvas y adultos de insectos. El objetivo de
esta investigacion fue identificar las poblaciones méas abundantes de insectos asociados a este
sintoma y detectar e identificar las bacterias presentes en el intestino de estos insectos. Se realizo
una colecta dirigida de los insectos mas abundantes en ochenta plantas de tetecho con esta
pudricion. Se identificaron como los insectos méas abundantes a Lagocheirus lugubris
(Coleoptera: Cerambycidae), Chalcolepidius sp. (Coleoptera: elateridae) y Glyphidops flavifrons
(Diptera: Neriidae). Del intestino de larvas y adultos de estos coledpteros y adulto del diptero, se
detectaron por PCR las bacterias dentro de los géneros Pseudomonas, Curtobacterium,
Carnobacterium, y Pectobacterium. Los géneros Carnobacterium y Curtobacterium se
detectaron en las larvas de Lagocheirus lugubris; el género Pseudomonas se detect6 en todos los
insectos excepto en el adulto de Chalcolepidius sp., Pectobacterium carotovorum subsp.
brasiliense se detect6 en larvas y adultos de Lagocheirus y en el adulto de Glyphidops flavifrons.
En ninguno de los insectos se detect6 el género Leuconostoc. En un estudio anterior por nuestro

grupo de investigacion, se evidencio que estas bacterias causan la necrosis interna del tallo y
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pudricion. Este es el primer reporte de las bacterias en insectos asociados a la necrosis interna y

pudricion blanda en esta cactacea en México.

Palabras clave: Cactacea, insectos, Pseudomonas, Curtobacterium, Carnobacterium,
Leuconostoc, Pectobacterium.

3.2. ABSTRACT

Tetecho (Neobuxbaumia tetetzo (Coultier [Backeberg]) is a columnar cactus endemic to Mexico.
Plants, fruits, flowers and tetecho seeds play an important role in the semi-arid ecosystem, as
they serve as a refuge and food for insects, bats, birds and is widely used by different ethnic
groups since pre-Hispanic times. Individuals of the population of this cactus in the valley of
Zapotitlan Salinas Puebla. Mexico is affected by a soft rot, which can eventually damage the
entire plant and cause its fall and disintegration; in soft rotted tissue, different larvae and adults
of insects are associated. The objective of this research was to identify the most abundant
populations of insects associated with this symptom and to detect and identify the bacteria
present in the intestine of these insects. A directed collection of the most abundant insects was
carried out in eighty tetecho plants with this rot. The most abundant insects were Lagocheirus
lugubris (Coleoptera: Cerambycidae), Chalcolepidius sp. (Coleoptera: elateridae) and
Glyphidops flavifrons (Diptera: Neriidae). From the intestine of larvae and adults of these
Coleoptera and adult of the Diptera, were detected by PCR:Pseudomonas, Curtobacterium,
Carnobacterium, and Pectobacterium. The genera Carnobacterium and Curtobacterium
weredetected in the larvae of Lagocheirus lugubris; the genus Pseudomonas was detected in all
insects but not in the adult Chalcolepidius sp., Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense

was detected from larvae and adults of Lagocheirus and adults of Glyphidops flavifrons. In none
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of the insects was the genus Leuconostoc detected. In a previous study, it was evidenced that
these bacteria cause internal necrosis of the stem and decay. This is the first report of bacteria in

internal necrosis and soft rot ans that areassociated to insects in this cactus in Mexico.

Additional keyword: Cactacea, insects, Pseudomonas, Curtobacterium, Carnobacterium,

Leuconostoc, Pectobacterium.
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3.3. INTRODUCCION

La Reserva de la Bidsfera Tehuacan-Cuicatlan es una region semiarida con una gran diversidad
de Cactaceas endemicas. Dentro de estas abundan las cacticeas columnares (Jiménez, 2011)
como Neobuxbaumia tetetzo (Coultier [Backeberg]) (Arias et al., 2013) principalmente en el
Valle de Zapotitlan Salinas, Puebla y la cafiada de Cuicatlan, Oaxaca (Arias et al., 2010).

Esta cactacea es fundamental dentro del ecosistema ya que desde abril a junio tiene su etapa
reproductiva y de la parte apical emergen flores que producen una gran cantidad de néctar y
polen del cual se alimentan aves, insectos y murciélagos que polinizan y dispersan la semilla
(Godinez, 2001). Asi mismo, es muy importante para la poblacion humana de esta region, ya que
aprovechan los botones florales, frutos y semillas como alimento (Godinez, 2001).

En Zapotitlan Salinas, se han observado individuos de tetecho enfermos. Los sintomas en estas
plantas incluyen areas externas de tejido en el tallo de color amarillento, tejido interno con
necrosis, ruptura de corteza y escurrimiento de exudado a partir de las galerias formadas por
insectos. Las plantas enfermas posteriormente muestran una pudricién blanda que invade todo el
tallo y provoca la desintegracion y colapso de la planta completa. Asi mismo, en las plantas
afectadas se observa abundante exudado acuoso que emana de las galerias de insectos que atrae
mas insectos. Este fendmeno habia sido referido por Cibrian (2011) quien asocié esta exudacion
como consecuencia de la infestacion de insectos barrenadores y en cuyas lesiones se desarrollan
bacterias que aceleran la muerte del tetecho. Sin embargo, Cibrian no evidencia sobre la posible
interaccion entre patogenos e insectos. Otras investigaciones con cactaceas columnares
demostraron que las bacterias establecen una intima interaccion con insectos (Basset et al.,
2000; Muniz et al., 2007). El sintoma de necrosis en el tejido de la cactacea columnar

Stenocereus gummosus sirve como alimento y sustrato de reproduccion de la mosca Drosophila
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mojavensis, la cual es endémica en el desierto de Sonora, México (Fogleman y Foster, 1989);
cuatro especies endémicas de Drosophila se alimentan y reproducen en este tejido necrético en
cinco especies de cactus columnares (Fogleman y Danielson, 2001).

En un estudio previo, nuestro equipo de investigacion evidencié que en la necrosis interna del
tallo del tetecho se encuentran involucradas bacterias de los géneros Curtobacterium,
Pseudomonas, Leuconostoc y Carnobacterium, mientras que la posterior pudricion blanda es
causada por Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense; estos resultados representan el
primer reporte a nivel mundial de este patdgeno causando pudricion blanda en cactaceas (en
prensa); Asi mismo, se ha observado la predominancia de ciertas poblaciones de larvas e
insectos en las galerias, tejido necrotico y pudricion blanda en el tetecho. Se desconoce si existe
una relacién de estas bacterias identificadas anteriormente con las poblaciones de insectos
asociados a estos sintomas. Nuestra hipotesis establece que estos insectos tienen una relacion
como portadores o vectores con las bacterias previamente identificadas y desempefian un papel
fundamental en el patosistema del tetecho. Hasta la fecha no existe ninguna investigacion que
aborde la identificacion de bacterias en los insectos asociados a la pudricién blanda del tetecho
en Mexico, por lo que el objetivo de esta investigacion fue identificar los insectos mas
abundantes asociados a los sintomas de pudricion blanda y determinar la presencia de las

bacterias en el intestino de estos insectos .
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3.4. MATERIALES Y METODOS

3.4.1. Colecta e identificacion de insectos

De 2015 a 2017 en la region de Zapotitlan Salinas, Puebla (18°20'N, 97°28"W), México, se
colectaron larvas de insectos dentro del tallo de 80 plantas enfermas de tetecho con sintomas de
pudricién blanda. El muestreo se realiz6 principalmente de plantas o brazos podridos que
colapsaron naturalmente; asi mismo, se colectaron adultos de coledpteros presentes en tejidos
con pudricion. A partir de las galerias del tallo de tetecho de donde emanaban abundantes
exudados y burbujas por la presencia de gases, se colectaron adultos del diptero presente en
mayor abundancia y de forma constante. Las larvas colectadas en la médula de la planta con
mayor presencia se mantuvieron en recipientes estériles de plastico con suelo de la region y
trozos de tejido de tetecho sano como fuente de alimento. Los recipientes se cubrieron con malla
mosquitera de acero inoxidable (tipo 304, marca Solford.) de 20 cm en la parte superior para
mantener las condiciones adecuadas de oxigenacién, temperatura y humedad durante 4 meses.
Los adultos que emergieron a partir de estas larvas fueron utilizados para su identificacion y para
la deteccion de bacterias en el intestino. Los insectos adultos coledpteros mas abundantes en los
tejidos macerados y los dipteros presentes en las galerias del tallo de donde emanan exudados,
también se mantuvieron en recipientes plasticos con tejido sano de tetecho, bajo condiciones de
laboratorio.

Los insectos colectados més abundantes asociados con la pudricion blanda del tetecho fueron
identificados de acuerdo a claves taxonomicas y literatura disponible (Toledo et al., 2007,

Aguirre, 2009; Casari, 2002; Tatiana, 2013).
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3.4.2. Deteccion molecular especifica de bacterias en el intestino de insectos

3.4.2.1. Desinfestacion de insectos

Previo a la separacion del intestino, las dos especies de coledpteros y el diptero se desinfestaron
superficialmente en una solucién de cloro al 3% y alcohol al 70% durante 3 min; después, se
lavaron tres veces con agua destilada esterilizada. El intestino se separd bajo condiciones
asépticas (Chung et al., 2017) con pinzas estériles bajo un microscopio estereoscopico y se
coloco en un mortero estéril con 5 mL de agua estéril. EI mortero con el tejido se enfri6 a -75°C
en un ultracongelador (Revco. Thermo scientific). El tejido se macerd y se utilizd para la
extraccion del ADN total (Chandler et al., 2011a; Chung et al., 2017)

3.4.2.2. Extraccion de ADN

La extraccion del ADN total se realizd con el producto comercial PureLink™Genomic DNA Kits
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante.
El ADN extraido de dos especies de coledpteros (larva y adulto) y adultos de una especie de
diptero colectados de tetecho enfermo, se utilizé para la amplificacion de genes especificos de
los géneros y especie de las bacterias previamente reportados en esta planta como se detalla a
continuacion.

3.4.2.3. Amplificacion de IGS 16S-23S rDNA de Pectobacterium carotovorum subsp.
brasiliense y el género Carnobacterium

Para detectar la presencia de Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense se amplifico la
region espaciadora intergénica (IGS) 16S-23S rDNA con los iniciadores BR1f (5-
GCGTGCCGGGTTTATGACCT-3) y L1r (5-CAAGGCATCCACCGT-3") especificos para esta
bacteria. El iniciador BR1f fue generado de la regiéon IGS en base al corte de la enzima de

restriccion SEXAL y L1r de la direccion 5™ del gen 23s rRNA (Duarte et al., 2004). La PCR se
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llevd a cabo en un volumen final de 50 pL con 1x PCR buffer, 2 mM de MgCl2, 0.1 mM de cada
dNTP, 0.3 uM de cada oligonucleétido, 1.5 U de Taq polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) y 10 ng de DNA. La PCR considerd una desnaturalizacion inicial a 94°C por 2 min,
seguido de 30 ciclos a 94°C por 30 s, 62°C por 45 s, 72°C por 90 min y una extension final de
72°C por 7 min (Choi y Kim, 2013). Los productos amplificados se visualizaron por
electroforesis en un gel de agarosa (Promega, USA) al 2%.

3.4.2.4. Amplificacion especifica del Género Carnobacterium

Para detectar la presencia del género Carnobacterium se amplificé la region espaciadora
intergénica (ISR) 16S-23S rDNA con los iniciadores especificos 16s-2 (5-
CTTGTACACACCGCCCGTC-3) y 23s-7 (5-GGTACTTAGATGTTTCAGTTC-3"), los cuales
corresponden a la posicion 1390 a 1407 y 188 a 208 respectivamente (Rachman et al., 2004). La
PCR se llevo a cabo en un volumen final de 50 pL con 1x PCR buffer, 2.5 mM de MgCl,, 0.25
mM de cada dANTP, 0.3 uM de cada oligonucledtido, 1.5 U de Taq polimerasa (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) y 10 ng de DNA. La PCR incluyo una desnaturalizacion inicial a 94°C por
5 min, seguido de 35 ciclos a 94°C por 1 min, 56°C por 1 min, 72°C por 1 min y una extension
final de 72°C por 5 min (Rachman et al. 2004). Los productos amplificados se visualizaron por
electroforesis en un gel de agarosa (Promega, USA) al 1.5%.

3.4.2.5. Amplificacion del gen gyrB de Curtobacterium

Para evidenciar la presencia del género Curtobacterium se amplificé el gen que codifica para la
DNA girasa B (gyrB) con los iniciadores especificos 2F (5- ACCGTCGAGTTCGACTACGA-3)
y 4R (5- CCTCGGTGTTGCCSARCTT-3), los cuales corresponden a la posicion 220-239 y
760-778 respectivamente (Richert et al., 2005). La PCR se llevé a cabo en un volumen final de

50 pL con 1x PCR buffer, 25 mM de MgCl,, 0.2 mM de cada dNTP, 0.6 uM de cada
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oligonucleodtido, 1 U de Tag polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y 10 ng de DNA. La
PCR incluy6 una desnaturalizacion inicial a 94°C por 3 min, seguido de 30 ciclos a 94°C por 1
min, 56°C por 1 min, 72°C por 3 min y una extension final de 72°C por 5 min (Richert et al.,
2005). Los productos amplificados se visualizaron por electroforesis en un gel de agarosa
(Promega, USA) al 1.5%.

3.4.2.6. Amplificacion del gen rpoB de Pseudomonas

Para detectar la presencia del género Pseudomonas se amplificé el gen que codifica la subunidad
beta de la RNA polimerasa (rpoB) con los iniciadores especificos LAPS5 (5-
TGGCCGAGAACCAGTTCCGCGT-3) y LAPS27 (5'-CGGCTTCGTCCAGCTTGTTCAG-3),
que cubren la secuencia rpoB de AE004842 en su posicion 1531-2760 (Ait Tayeb et al., 2005).
La PCR se llevd a cabo en un volumen final de 50 puL con 1x PCR buffer, 3 mM de MgCly, 0.2
mM de cada dNTP, 0.2 uM de cada oligonucleétido, 1.5 U de Taq polimerasa (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) y 10 ng de DNA. La PCR incluy6 una desnaturalizacion inicial a 94°C por
1.30 min, seguido de 40 ciclos a 94°C por 10 s, 50°C por 20 s, 72°C por 50 s y una extension
final de 72°C por 5 min (Ait Tayeb et al., 2005). Los productos amplificados se visualizaron por
electroforesis en un gel de agarosa (Promega, USA) al 1.5%.

3.4.2.7. Amplificacion especifica con 16S rDNA de Leuconostoc

Para determinar la presencia del género Leuconostoc se utilizaron los iniciadores LeuF (5°-
CGAAAGGTGCTTGCACCTTTCAAG-3") el cual corresponde a la posicion 74-98 y LeuR
(5" TTTGTCTCCGAAGAGAACA-3") que corresponde a la posicion 1023-1040 (Jang et al.,
2003). La PCR se llevo a cabo en un volumen final de 50 pL con 1x PCR buffer, 25 mM de
MgCl,, 0.25 mM de cada ANTP, 0.5 uM de cada oligonucle6tido, 1.25 U de Taq polimerasa

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y 10 ng de DNA. La PCR incluyo una desnaturalizacion inicial
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a 94°C por 5 min, seguido de 30 ciclos a 94°C por 30 s, 55°C por 30 s, 72°C por 1 min y una
extension final de 72°C por 7 min (Jang et al. 2003). Los productos amplificados se visualizaron

por electroforesis en un gel de agarosa (Promega, USA) al 1.5%.

3.5. RESULTADOS

3.5.1. Colecta e identificacion de insectos

De ochenta muestras de tejido de plantas de tetecho con sintomas de pudricion blanda, el 100%
evidencid la presencia de una larva apoda, color crema, mandibulas fuertes y quitinizadas
(Figura 8a). De estas larvas conservadas en los recipientes plasticos, emergieron adultos
Cerambicidos con las tipicas antenas largas, el cual se identific6 como Lagocheirus lugubris
(Coleoptera: Cerambicidae) (Figura 8b) de acuerdo a las claves y descripcion de esta especie
(Noguera 2002; Noguera, 2014); en 40 muestras (50%), se observaron larvas y adultos de
Elateridae (coledptero) el cual se identificd dentro del géenero Chalcolepidius (Casari, 2002;
Aguirre, 2009) (Figura 8d). De las 80 muestras, 50 provinieron de plantas de tetecho en pie y en
30 (60%) de ellas se observaron galerias en el tallo, de las cuales emanaban exudados acuosos,
con formacion de burbujas que sugiere la produccion de algun tipo de gas. En la periferia de
estas galerias, se observé alimentdndose un diptero cominmente conocido como mosca de los
cactus, el cual se identifico como Glyphidops flavifrons (Diptera: Neriidae) (Figura 8c ) de

acuerdo a las claves e informacion de referencia (Sepulveda, 2013).
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Figura 8. Insectos frecuentes en la pudricion blanda del tetecho. a) Larva de
Lagocheirus lugubris. b) Adulto de Lagocheirus lugubris. ¢) Adulto de Glyphidops
flavifrons y d) Adulto de Chalcolepidius sp.
3.5.2. Amplificacién molecular de bacterias del intestino de insectos
La larva del Cerambicido Lagocheirus fue el insecto mas abundante asociado con la pudricion
blanda de tetecho. A partir del ADN extraido del intestino se obtuvo la amplificacion molecular
especifica de Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense, los géneros Carnobacterium,

Pseudomonas y Curtobacterium (Figura 9a, 9b, 9c y 9d); en adultos que emergieron de los

recipientes conservados bajo condiciones de laboratorio solo se detectd P.c. subsp. brasiliense
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(Figura 9a y 9b), lo cual podria sugerir que existe una relacion mas estrecha entre esta bacteria
causante de la pudricion blanda con este insecto, al detectarse tanto en larvas como adultos.

Del insecto Glyphidops flavifrons presente en las galerias de los tallos del tetecho donde emanan
exudados, se detect6 a P.c. subsp. brasiliense y Pseudomonas (Figura 9a y 9b). El insecto menos
abundante en tejido de tetecho con pudricion blanda fue el coledptero Chalcolepidius sp, en el
cual se detectd unicamente al género Pseudomonas en larvas pero no en el adulto (Figura 9c). En

ninguno de los insectos (larva y adulto) se detectd al género Leuconostoc (Cuadro 1).
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Figura 9. a) amplicones de Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense (381 pb). b)
Carnobacterium sp. (550 pb ). ¢) Pseudomonas sp. (1247 pb) y d) Curtobacterium sp.
(680 pb). Carril 1 y 8. Marcador molecular de 100 pb (Promega). Carril 2. Positivo.
Carril 3 y 4. Larva y adulto de Lagocheirus. Carril 5 y 6 larva y adulto de
Chalcolepidius sp. Carril 7. Adulto de Glyphidops.
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Cuadro 1. Bacterias detectadas en el intestino de los diferentes estados de los insectos.

Lagocheirus lugubris  Chalcolepidius sp. Gliphidops

flavifrons
Larva Adulto Larva Adulto Adulto
P.c.subsp. brasiliense +2 + _ _ +
Carnobacterium sp. + _ _ _ _
Pseudomonas sp. + + + _ +
Curtobacterium sp. + _ _ _ _
Leuconostoc sp. b

aDeteccion positiva por PCR; °Deteccion negativa por PCR

3.6. DISCUSION

En este estudio se identificaron los insectos mas abundantes asociados al sintoma de pudricion
blanda y necrosis del tetecho y se detectd en el intestino de larvas y adultos las bacterias
previamente identificadas como los agentes causales de estos sintomas. Los insectos mas
abundantes asociados a la pudricion fueron Lagocheirus lugubris (Coleotera: Cerambycidae),
Chalcolepidius sp. (Coledptera: Elateridae) y Glyphidops flavifrons (Diptera: Neriidae).

En las plantas de tetecho se observd que las larvas de Lagocheirus barrenan el tallo y solo
permanecen en el tejido macerado cuando estd humedo; sin embargo, en cuanto se seca el tejido,
las larvas migran posiblemente a otras plantas o al suelo. Estos h&bitos coinciden con lo
reportado para la especie y otras especies del mismo género, las larvas barrenan los tejidos,

alteran el transporte de agua y nutrientes en la planta y favorecen el ingreso de patdgenos
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(Noguera et al., 2002). Algunos miembros de este grupo de insectos desempefian un papel
ecologico importante en la degradacion de la madera, hay especies que se alimentan de raices,
ramas Y tallos herbaceos de plantas anuales. Sin embargo, cuando un ecosistema es perturbado,
algunos cerambicidos pueden provocar severos dafios a especies arboreas (Noguera, 2014). En la
reserva de la biosfera Tehuacan-Cuicatlan donde crece el tetecho, se encuentra el jardin botanico
Helia Bravo, en donde se desarrollan diversas actividades antropogénicas que podrian ser un
factor que modifica el ecosistema natural xerofito y favorecer la accion de estos cerambicidos.

Chalcolepidius, hiberna debajo de la corteza de algunos arboles, en grietas u oquedades de
troncos ( Casari, 2002; Aguirre-Tapiero, 2009) (Figura 1c). Por otro lado, la familia Neriidae (al
cual pertenece el diptero Glyphidops flavifrons identificado en este estudio) se ha descrito
asociada a cactus y se alimenta ademas de la savia de la planta y de tejidos en descomposicién
(Sepulveda et al., 2013).Fogleman y Danielson (2001) han descrito un sistema similar de
dipteros asociados a necrosis de cactus columnares en el desierto de Sonora, México, como un
modelo cactus-microorganismo-Drosophila. En dicho modelo se observaron cuatro especies
endémicas de Drosophila que se alimentan y reproducen en cinco especies columnares,
mostrando especificidad entre dipteros y cactus y que esta especificidad esta influenciada por la
actividad metabdlica de bacterias y levaduras que se desarrollan en el tejido con necrosis de los
cactus y que esta infeccion genera compuestos quimicos volatiles especificos, los cuales atraen
solo a ciertas especies de Drosophila. Un modelo similar podria ocurrir en la pudricion del
tetecho; en los exudados que emanan de las galerias del tallo, se forman abundantes burbujas por
la produccion de gases 0 compuestos quimicos volatiles atrayentes; lo anterior podria explicar la

mayor abundancia del diptero Glyphidops flavifrons colectado e identificado en ese tejido.
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En el patosistema de tetecho en la reserva de la Biosfera de Tehuacan-Cuicatlan, se identificado
a los géneros Leuconostoc, Pseudomonas, Carnobacterium y Curtobacterium como inductores
de necrosis interna del tallo (no publicado) y a Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense
como responsable de la pudricion blanda del tetecho (en prensa). En esta investigacion se
describen los insectos mas abundantes asociados directamente al tetecho enfermo y
evidenciamos la presencia de las mismas bacterias en el intestino de estos insectos; sin embargo,
se desconoce el tipo de asociacion entre estas bacterias, los insectos y la planta. Investigaciones
futuras deberan enfocarse en dilucidar si los insectos son portadores o vectores de estas bacterias
que contribuyan a su dispersion; determinar la naturaleza de los compuestos quimicos volatiles
producidos en el exudado y en los tejidos con pudricion y si existe selectividad con estos
insectos.

Estudios de la necrosis de la cactacea columnar Isolatocereus dumortieri (Cactacea)
evidenciaron colonizacion bacteriana de la planta y del intestino de las larvas del diptero
Copestylum (Diptera: Syrphidae). Los autores sugieren que estas bacterias causan lisis de las
células vegetales, exponen el contenido celular y crean un microambiente cuyos productos
quimicos volatiles atraen insectos cactofilos como moscas (Diptera) y escarabajos (Coledptera),
los cuales al alimentarse pueden dispersar a las bacterias a otra planta que ha sido atacada por
insectos o tiene estrés de algun tipo. Esto contribuye al reciclado de nutrientes en estos
ambientes xéricos (Martinez et al., 2011).

Estudios en el desierto de Sonora, Mexico, con tejido necrdtico de Stenocereus gummosus
(Cactacea) encontraron que sirve como fuente de alimento y substrato de reproduccién de la
mosca endémica en el desierto de Sonora Drosophila mojavensis (Diptera). Destacando la alta

frecuencia de bacterias con capacidad de modificar el tejido, fomentar la emision de volatiles
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que atraen a otras Drosophilas; incluso que esta interaccion quimica permite especializar el tipo
de diptero con el tipo de cactus (Fogleman y Foster 1989; Fogleman y Danielson, 2001).

En muchos insectos, la presencia de ciertas bacterias en su intestino tiene diferentes funciones
bioldgicas ya que pueden ser esenciales para la supervivencia del insecto, o desempefiar un papel
central en la fisiologia y adaptacién ecolédgica del mismo (Chandler et al., 2011).

La presencia de los géneros Pectobacterium y Pseudomonas se han reportado en el intestino de
insectos en otros sistemas, como es el caso de la mosca oriental de la fruta (Bactrocera dorsali)
y el barrenador de los bosques europeos (Melolontha hippocastani) respectivamente (Wang et
al., 2011; Arias et al,, 2012). Los autores indicaron que la presencia de estas bacterias en el
intestino de estos insectos va mas alla de un simple fendmeno de colaboracién alimenticia y que
mas bien involucra aspectos de co-evolucion. EI género Leuconostoc ha sido reportado como
parte de la microflora bacteriana en los tejidos con pudricion de la cactdcea columnar
Isolatocereus dumortieri y en el intestino de la larva del insecto Copestylum (Diptera:
Syrphidae) como parte del complejo de microorganismos causantes de la degradacion del cactus
(Martinez et al., 2011)

En la presente investigacion se identificaron asociados a la pudricién blanda del tetecho los
insectos Lagocheirus lugubris (Coleoptera: Cerambycidae), Chalcolepidius sp. (Coledptera:
Elatéridae) y Glyphidops flavifrons (Diptera: Neriidae). Del intestino de larvas y adultos de estos
coledpteros y adulto del diptero, se detectaron las bacterias reportadas por nuestro equipo de
investigacion (en prensa) como responsables de la necrosis interna del tallo y pudricién blanda
del tetecho con los genes 16s rDNA, IGS 16S-23S rDNA vy rpoS. Se evidencié la presencia de
Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense en intestino de larvas y adultos de Lagocheirus y

adultos de Gliphidops, mientras que los géneros Carnobacterium y Curtobacterium sélo se
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detectaron en larvas de Lagocheirus. ElI género Pseudomonas se detectd en todos los insectos
excepto en el adulto de Chalcolepidius. En ningun insecto se detectd al género Leuconostoc.
Algunos miembros de estos insectos se han reportado como depredadores de insectos
esternorincos de cuerpo suave (como céccidos y pulgones) y de invertebrados pequefios, otros se
alimentan de frutas maduras o caidas, néctar, polen, partes florales, cuerpos fructiferos, nectarios
extra-florales y secreciones radiculares (Zurita et al., 2014) La evidencia aportada sobre la
presencia diferencial de estas bacterias en el intestino de los insectos estudiados, merece
profundizar en la investigacion de la posible interaccion que ocurre entre insectos-bacteria como
promotores y dispersores de las bacterias causantes de la pudricion y necrosis de tejido del

tetecho en Zapotitlan Salinas, Puebla.

Los resultados sugieren que los insectos Lagocheirus lugubris y Gliphidops flavifrons estan
estrechamente relacionados con las bacterias identificadas como agentes causales de la
pudricion blanda y necrosis interna del tetecho, ya que el mayor nimero de bacterias se detectd
en las larvas de Lagocheirus lugubris. Para el agente causal de la pudricién blanda (P.c. subsp.
brasiliense) se detectaron tanto en larvas como en adultos de este insecto y en el adulto de

Gliphidops flavifrons. Pseudomonas se detecto en los tres insectos mas abundantes identificados.
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CONCLUSIONES GENERALES
La pudricién blanda del tetecho en Zapotitlan Salinas, Puebla es causada por Pectobacterium
carotovorum subsp. brasiliense. Este es el primer reporte a nivel mundial de esta subespecie de
carotovorum causando enfermedad en la familia Cactacea.
La inoculacion experimental de Pectobacterium carotovorum subsp.brasiliense causo
maceracién de tejido en diversas hortalizas de importancia agricola en México incluyendo nopal
verdura, lo cual podria representar un riesgo potencial en estos cultivos.
La necrosis del tejido interno del tallo de tetecho es causado por los géneros bacterianos
Leuconostoc, Curtobacterium, Curtobacterium y Pseudomonas.
La inoculacion experimental en plantas jovenes de tetecho con la misma densidad celular y
cantidad de inoculo de estas bacterias, incrementa la severidad de la necrosis del tejido interno.
Lagocheirus lugubris (Coleoptera: Cerambycidae), Chalcolepidius sp. (Coledptera: Elateridae) y
Glyphidops flavifrons (Diptera: Neriidae), son los insectos mas abundantes asociados con la
pudricion y el colapso del tetecho.
Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense y los géneros Carnobacterium, Pseudomonas y
Curtobacterium, se encuentran en el intestino de los insectos méas abundantes asociados con la
pudricion y colapso del tetecho.
El mayor numero de bacterias identificadas previamente se encuentran en las larvas de
Lagocheirus lugubris.
Pseudomonas se encuentra en el intestino de los tres insectos mas abundantes identificados
Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense, agente causal de la pudricion blanda del
tetecho, se encuentra en el intestino tanto de larvas como adultos del insecto Lagocheirus, lo

cual sugiere que existe una relacion mas especifica con este insecto. Investigaciones futuras
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deben enfocarse en dilucidar el nivel de interaccidn que existe entre los insectos identificados en

este estudio como potenciales vectores de estas bacterias.
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