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conocimiento

de la mancha
negra de la tuna
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México superficie total de 100.000 ha frutas, 10.500 ha para nopal

verdura 1.000.000 ha para forraje (ganado vacuno, ovino y caprino).
SIAP 2010.

Las plagas, patogenos y malezas causan la pérdida de mas del 40 %
del suministro mundial de alimentos. FAO (2012)

El nivel de produccion en
los diferentes sistemas
productivos de tuna es

bajo:

» situaciones econémicas
y sociales precarias,
»calidad del
germoplasma,

»alta incidencia de plagas
y enfermedades.




 Determinar si existe variabilidad en el agente causal en
cuanto a su patogenicidad y tolerancia en especies

hospederas.

1 Seleccionar y multiplicar plantas de nopal resistentes o
tolerantes a partir de evaluaciones de especies, variedades e
Individuos con aparente sanidad frente a “mancha negra del
nopal”.

4 Incrementar la variabilidad en la tolerancia a “mancha
negra del nopal” utilizando semilla producida bajo polinizacion
abierta, variacion somaclonal y mutagénesis inducida.

 Seleccionar y micropropagar plantulas provenientes de
semilla, resistente o tolerantes hacia la mancha negra.

O Ajustar protocolos de micropropagacion de los materiales
vegetales seleccionados por su sanidad.

Objetivos
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O Determinar si existe variabilidad en el
agente causal en cuanto a su patogenicidad y

tolerancia en especies hospederas.

Ojuelos Lat. N 21° 43" 41,8” 2280 msnm
(produccién de tuna)

Estacion humeda y seca
2012 y 2013 se recolectaron cladodios con
diferentes sintomas de la enfermedad.

San Esteban y Santa Lucia, Zapopan Lat. 20° 78 33”
1420 msnm (nopal verdura)




Pruebas de patogenicidad

La patogenicidad y virulencia del hongo se probd: a) cladodios pre-cortados b)
explantes “in vitro” y c) cladodios en condiciones de campo e invernadero. En
otros hospederos se inocularon plantas de Phaseolus vulgaris.

La inoculacion del material vegetal se realizd en todos los casos a una
concentracion de 8 x 103 conidios mL* producidos en el medio MEA 2 % en 16/8 h
luz/oscuridad a 27° C utilizando buffer fosfato pH 7 para asegurar la adherencia
del conidio.

Desinfeccion y
Evaluacion semanal

10 d cubiertas M Aspercion de
HR T la solucion

conoidal




Pruebas de patogenicidad “in vitro”

Inyeccion de 20 L de suspension conoidal

> _

tolerante control resistente §




Pruebas de patogenicidad en cladodios individuales
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Resultados y Discusion

Sintomas encontrados en campo

Sintomas en forma circular en un estado avanzado de la enfermedad,
presentando una baja incidencia en verano y alta en otofno y principios del
invierno. El ciclo de incubacidon del patégeno es muy lento 90 d después de que
las plantas se infectaron, lo que concuerda con lo reportado por (Quezada-
Salinas et al. 2006; Ayala-Escobar et al. 2006). Los distintos sintomas se pueden
presentar simultaneamente en un mismo cladodio.




Caracterizacion morfologica

Después de 60 d Pseudocercospora presenta una mejor produccion de
conidios en el medio MEA 2 %, en condiciones de 16/8 h luz/
obscuridad a 27° C. Estos resultados difieren con los de Ayala-Escobar
et al. (2006) quienes encontraron el mejor desarrollo de
Pseudocercospora en el medio NA.

Medio @ de la colonia @ de la colonia Micelio Conidios
30d 60 d

—

2.2cm 4.3.ém Marron/ verde Aéreo conidios a
olivo i los 30 d

2.7cm 6.9 cm Verde oscuro/ |- Aéreo conidios a
blanguecino los60d

NA Verde oscuro/ Aéreo Sin conidios
blanguecino

AA Verde olivo Inmerso conidios a
los 30 d
MEA 2 % NA




Pruebas de patogenicidad a campo
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Semanas después de la infeccion 109 dias!

Evolucion de los sintomas después de la inoculacién

Resultados




Phaseolus vulgaris

Los sintomas son similares a los encontrados en cladodios de nopal. Con esto se
comprueba que la cepa de Pseudocercospora opuntiae aislada de nopal, tiene la
capacidad de infectar otras especies de importancia econdmica. Ademas de que

la cepa conserva su patogenicidad y virulencia.

Evolucion de los sintomas causados por Pseudocercospora opuntiae aislada de cladodios
de Opuntia en P. vulgaris.




Caracterizacion Molecular: Resultados aportados por el CNRG y COLPOS

— DQ073922 Pseudocercospora opuntia

——— DQO073921 Pseudocercospora opuntia CPC 11772

GU214679 Pseudocercospora opuntlae CPC 11772

| seudocercospora opuntiae BS]1*

]N190956 Pantospora guazumae voucher BP1:880778

FJ556909 Aspergillus versicolor M2

Dendrograma basado en los ITS (espaciador transcribible interno) secuencias de la regién 1
y 2 de la cepa de Pseudocercospora identificada en este estudio. Las secuencias de
referencia se obtuvieron de la base de datos GenBank.

ORGANISMO Pseudocercospora opuntiae
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina;
Dothideomycetes;, Dothideomycetidae, Capnodiales;
Mycosphaerellaceae, Pseudocercospora.

El agente causal de la “mancha negra” en los sistemas productivos de fruta y verdura en el
estado de Jalisco, Meéxico, se identific6 morfolégica y molecularmente como
Pseudocercospora opuntiae




Articulo terminado y enviado

“Mancha negra” causada por Pseudocercospora opuntiae en
sistemas productivos de nopal en Jalisco, México
"Black spot” caused by Pseudocercospora opuntiae in productive
systems of nopal in Jalisco, Mexico
Maria Judith Ochoal2, Luis Angel Rivera3, Arteaga-Garibay R4,
Martinez Pena, M. D%., Javier Ireta M3, Liberato Portillo?2
L_Facultad de Agronomia-UNSE, Argentina,?-Universidad de
Guadalajara3-INIFAP-Tepatlitan, “CNRG-INIFAP.

Yallmme M, Nlay DGR
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Conclusiones

v'El agente causal de la “mancha negra” en los sistemas productivos
de fruta y verdura en el estado de lJalisco, México, se identifico
morfologica y molecularmente como Pseudocercospora opuntiae.

v'La evolucion de los sintomas observados en las pruebas de
patogenicidad mostraron que los aislamiento de P. opuntiae no
presentan variabilidad de virulencia en cladodios sanos.

v'Las observaciones de los sintomas encontrados en campo
mostraron que P. opuntiae tiene una mayor incidencia en la época
humeda, presentando un largo periodo de incubaciéon, lo que
permitio hacer recomendaciones practicas de manejo que reduzcan el
inoculo e infeccidon de los hospedantes.

v'A partir de las pruebas de patogenicidad se identificaron plantas de
Opuntia ficus indica con tolerancia P. opuntiae




1 Seleccionar y multiplicar plantas de nopal resistentes o tolerantes a
partir de especies, variedades e individuos con aparente sanidad
frente a “mancha negra del nopa
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Proliferacion de yemas Ty R

BA: T1: 1,1 mg/L, T2: 2,2 mg/L, T3: 3,3 mg/L
medio de induccién. Luego se pasan a medio
de expresion MS

Las dosis de BA no tienen incidencia en
las etapas de induccion y de expresion.
el genotipo si, mostrandose mejor el R
en la etapa de induccién y el T en la

Numero de brotes

O R N W & 0 O ~ O

N |

10 20 30 40 etapa de expresion

o

Dias durante la inducciéon

N
o

Numero de brotes

10 20 30
Dias durante la expresion




Propagacion de los genotipos seleccionados como tolerantes a
Pseudocercospora opuntiae. Felker (com.pers.2013)




diIncrementar la variabilidad en la tolerancia a “mancha negra del
nopal” utilizando semilla producida bajo polinizacion abierta,
variacion somaclonal y mutagénesis inducida.

Estimulacion de la Cultivar Germinadas
germinacion Altare et al. (2006) Cristalina 2
Copena Torreoja 2
Rojo Ojuelos 3
Reyna
Amarilla Platano
Pico Chulo

Huesona
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OTROS PROTOCOLOS




Callos de los diferentes genotipos
cigoticos. Influencia de diferentes
facores sobre |a ES:

PEG, sacarosa, hidrolizado de
caseina, Sin resultados hasta el
momento.

Genotipo
G1
G2
G3
G4
G5
G7
G8

Produccion de callo
Medio

Bajo

Alto

Medio

Medio

Bajo

Bajo




Raices y fragmentos de explantes de genotipos cigdticos a induccion
de callo

Gomes et al. (2006)

Estereomicroscopio Stemi 2000 C zeiss®




Analisis proteico

—

SDS — PAGE

Estimar el peso molecular de las
proteinas excretadas al medio por el
hongo Pseudosercospora opuntiae

Cuantificar la concentracion de
proteinas, utilizando curva patron
de albumina sérica bovina




BIORAD

Extracto hongo Dilucién 1:5, 1:10, 1:20 por
liofilizado triplicado
Agitacién en BORTEX

Concentracion proteica
Curvaestandar y-o.0016s + 00041
R = 09945 l"l’g / ”’L

En cada pozo 160 pL muestray
40 plL colorante BIORAD

Se lee absorbancia a 589nm




Analisis del Filtrado, Proteinas Totales: Perfil Proteico SDS-
Page (Duodecil sulfato de sodio)

Tenido con
azul de
comassie

Gel de poliacrilamida mostrando las proteinas excretadas al medio por el
Hongo Pseudosercospora opuntiae. 1-2: Medio Zapeck, 3-4 Medio V8, 5-6 PDA




Analisis genomico

_

e Extraccion de ADN total

— e Verificacion en gel poliacrilamida 1%
Extraccion

de ADN o Limpieza de ADN

/ e Verificacion en gel poliacrilamida 1%

PCR (Reaccidn

en cadena de la

polimerasa) base de datos \

Variabilidad
Secuenciacion genética

Comparacion en




Extraccion de ADN total

s 9
Liofilizacion de Se pesa 0.1 gde Morteros previamente esterilizados; muestra
muestras muestra mas 1mL buffer de extraccién (Tris-HClI 100mM,

EDTA 20mM, CTAB 4%, NaCl 1.4 mM, 3-mercaptoetanol
2%)

Lavado de pellet con Se transfiere fas - ; Adicion de un volumen de
etanol al 70%, eliminar 1 ,evo tubo mas un volumen fenol:cloroformoy

etanol y resuspender en . . . Ny
centrifugacion a 14000
tris-HCL 10mM pH 8 de |sopr0|:<>)anol frio mcu.bando g .
a-20" Cpor 15 min rpm, 15 min

Incubar en tubos
eppendorf 1.5mLa
60° C por 60 min




Gel de poliacrilamida

AL 3

e

Preparacion de gel de Inyeccidn de muestras Condiciones de corrida:
poliacrilamida al 1% (0.6 g de en gel; 3ulL colorante 120v, 400 mA, 60 min.

agarosa , 60mL buffer SB 1X, naranja 6X y 7 uL de
3uL de bromuro de etidio) Rl Rrl Gl G2 G3 G3 G6 G6_ S S Ti3Tr3

Nm -N& R4 R4 R1 Rinv R1*.M AP R C RO
e | . -h-—l

‘ &




1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1l 1) pelS 14 15 16 17 18 19 20 2 [

1:Rojo ojuelos, 2:Reyna, 3:Morada, 4:Nopalea, 5:Nopalea(madura), 6:Nopalea(tierna), 7:G1, 8:G2, 9:G3, 10:G6,
11:Tr3,12:Tr3, 13,14 y15: R1, 16: R*, 17:Rinv, 18:R4, 19:S, 20:S1, 21:S2, 22:Blanco




Calco fluor white stain

_ Pectina

1 Lamela
| media

| Pared
primaria

1+ Membrans
| plasmética

‘ / ‘r l TE-.'r'ua:zj‘t:ria'E::z:

Micro fibrilas de

Ve / - celliosa

Froteinas solubies

Reaccion enzimatica del filtrado de Pseudocercospora



Seleccion de genotipos resitentes in vitro con Pseudocercospora puro
y filtrado del mismo

A partir del hongo cultivado en medio Czapeck 30 d en agitacion constante, se
centrifugd dos veces 3000 rpm durante 15 min., se recupero el sobrenadante y se
filtré con una membrana de 0.22 pm.

Para realizar la seleccién de plantas resistentes al hongo aplicando directamente
este filtrado a las plantas

R oL N

- ._‘1;520 Ul
inoculo
puro
se
repite la
prueba
para el
filtrado




Seleccion de genotipos o . | Obtencion de callos friables y
tolerantes de una segunda gy suspenciones celulares
A 5 -

prueba de patogenicidad

7 \

Seleccidn por exposicion
directa del filtrado de
Pseudocercospora

Propagacion por proliferacion

N

Material para liberar tolerante S Regeneracion a traves de
a mancha negra . organogénesis?




Clorenquima

Haces vasculares




Mecanico

Desinfeccién y/o limpieza del equipo
y herramientas utilizadas en cada
labor de cultivo, en especial durante la
cosecha se debe evitar pasar de
lugares con plantas enfermas a zonas
con plantas sanas.

Lo cual se puede hacer con un litro
de agua aplicando una cucharada de
cloro comercial.

Debido a la forma en que se presenta
la enfermedad y a las caracteristicas
del agente causal es muy importante
que todos los productores que trabajen
en parcelas cercanas traten de seguir
en conjunto las medidas preventivas.

Ya que deben considerar que cada
una de sus parcelas pertenece a un solo
sistema, por tal motivo hay que trabajar
en conjunto y bajo coordinacion.

ZAPOPAN UNIDO ||

Mas informacidén: M. Sc. Judith Ochoa,
Bidl. Luis Rivera y Dr. Liberato Portillo.

Departamento de Botanica y Zoologia,
CUCBA, Universidad de Guadalajara.
judith@unse.edu.ar
luis_tastuan@hotmail.com
portillo@cucba.udg.mx

Direccién de Desarrollo Agropecuario
con la Ing. Patricia Ortiz Silva en el
Tel. 3818-2200 Ext. 3240 y 3242
portiz@zapopan.gob.mx

MANEJO DEL
HONGO PATOGENO
DEL NOPAL

(Pseudocercospora Opuntiae)




La Mayoria de las
Enfermedades del Nopal

Se ven favorecidas por la presencia
de humedad en el cladodio o penca y
sobre todo, por heridas causadas por
insectos, roedores, aves asi como por
dafos mecanicos que provoca el mismo
hombre en su manejo.

Algunas de las principales causas por las
gue las enfermedades han proliferado
en este género son:

» El método de propagaciéon y multi-
plicaciéon del nopal.

» La poca diversidad genética con la
cual se inicio la expansion del cultivo.

» El deficiente manejo agrondémico
de los huertos.

» E|l desconocimiento de sintomas
(confusion de dafnos, sinonimia y agentes
causales) y estrategias de control.

Sintomas

En campo se pueden apreciar dos
tipos diferentes de sintomas provocadas
por este patdogeno, la mancha negra
en forma circular o bien en forma
de mapa.

La mancha circular se inicia con la
decoloracién de la cuticula cambiando
a un blanco transparente con puntos
pequefios color olivo;, después se
tornan de color café-oscuro y aumentan
de tamario.

Las manchas atraviesan el cladodio,
y cuando las lesiones alcanzan un
diametro de 3 a 4 cm, presentan un
margen y la parte afectada se hunde, para
despueés desecarse, permaneciendo el
tejido lefoso gque a veces se desprende
dejando agujeros en las pencas.

En cambio la mancha negra en forma
de mapa se caracteriza por la invasion
parcial o total de la penca sin una
forma definida. Las pencas enfermas
predominan en parcelas localizadas
en lomerios, con temperaturas frescas
y humedad relativa alta.

Medidas Preventivas

Esta enfermedad ha mostrado un gran
avance y dafo en las plantaciones
de Jalisco.

Control Cultural

» Cada productor debe estar consciente
gue es el primer involucrado y beneficiario
de evitar la propagacién de esta
enfermedad dentro de su parcela, por
lo que las revisiones periddicas son
importantes, para detectar los inicios
de la enfermedad.

> Al momento de establecer una
nueva plantacion se debe de tomar en
cuenta la utilizacidon de pencas sanas
y libres de enfermedades vy plagas.

» Detectar plantas que presenten
resistencia o menor severidad al dafio
de la mancha negra; con el objetivo de
utilizarlas en plantaciones nuevas.

» Realizar podas de formacion de
manera preventiva para mantener una
ventilacion adecuada de la planta y podas
sanitarias una vez que se encuentren
los primeros sintomas y signos de la
mancha negra. Se deben destruir las
pencas enfermas, se recomienda que
se entierren aplicandoles cal o bien
que se quemen totalmente las plantas
afectadas. Estas practicas de preferencia
se deben realizar fuera de la parcela en
la que se encuentra el cultivo.

» Evitar la utilizacién de fungicidas sin
previa recomendacion, ya gue aumenta
la perdida de sensibilidad del hongo,
ademas de su virulencia. por otro lado
provoca contaminacién en el ambiente
y problemas en la salud humana.
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La enfermedad
no es sistemica

Cladodios
sanos,
nuevos

menos de
un ano

Cladodios

enfermos

mas de un
ano




Planta con
mutacion ambas
con y sin espinas
enfermas,
siempre los

cladodios mas
viejos.
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Manejo del tunal se debe tratar
como un cultivo “noble”







Poda sanitaria: Robles







Recomendaciones

%* La enfermedad no es sistemica, el contagio
es por salpicaduras (lluvia) o insectos.

#* Utilizar solo material sano para nuevas
plantaciones.
Realizar manejo del tunal.

plantaciones muy enfermas (caso Robles).
Para conversion de plantaciones de fruta a
forraje se “convivira” con la enfermedad por
lo antes mencionadas.

¥ Capacitacion de la gente!!!!

3
¥ Realizar podas sanitarias en el caso de
3




