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Resumen

Abstract

La palma Brahea berlandieri Bartlett (Arecaceae) se encuentra enlistada
en la NOM-059-SEMARNAT-2010, bajo la categoria de riesgo: Sujeta a
proteccién especial (Pr); es una planta endémica que sélo se ubica en
los bosques de encinos de la Sierra Madre Oriental, principalmente
del noreste de México. Las palmas de esta especie son afectadas por
factores biéticos y abidticos, y las enfermedades que contraen consti-
tuyen uno de los factores principales que determinan la dindmica de
los ecosistemas forestales de esta region. El objetivo de esta investi-
gacion fue identificar posibles agentes causales presentes en las hojas
de B. berlandieri tanto en hojas sanas como en las que tienen sinto-
mas del manchado marrén o chancros en las hojas. Las muestras de
B. berlandieri se recolectaron en el Area Natural Protegida (ANP) Altas
Cumbres, Victoria, Tamaulipas, México. La identificacién de los hon-
gos se realizé mediante extraccién de ADN, amplificacion en PCR, y se
analizaron en GenBank por la herramienta BLAST. Como resultado de
este estudio, en esta ANP se reporta, por primera vez, la presencia de
Alternaria alternata, Epicoccum sorghinum, Nigrospora oryzae, Setosphae-
ria rostrata 'y Cladosporium cladosporioides sobre B. berlandieri, y ademis
se detect6 que poseen la capacidad de generar manchas necréticas irre-
gulares, por lo que suelen provocar un dafio o deterioro, lo cual podria
disminuir la densidad poblacional de la palma.

Palabras clave: caracterizacion molecular de hongos, mancha foliar,
Nigrospora oryzae, Palma.

The palms (Brahea berlandieri Bartlett; Arecaceae) are listed in NOM-
059-SEMARNAT-2010 under the risk category ‘Subject to special pro-
tection’ (Pr). Palms are endemic, established in the oak forests of the
Sierra Madre Oriental, mainly from Northeast Mexico. Palms are
affected by biotic and abiotic factors, among them, diseases are one
of the main factors determining forest ecosystems’ dynamics. The cu-
rrent research aimed to identify possible causal agents present in the
leaves of B. berlandieri, both in healthy leaves and those with symp-
toms of brown spotting and cankers on the leaves. The samples of B.
berlandieri were collected in the Natural Protected Area (NPA) Altas
Cumbres, Victoria, Tamaulipas, Mexico. The identification of the
fungi was carried out by DNA extraction and PCR amplification. The
data obtained were analyzed in GenBank by the BLAST tool. Alternaria
alternata, Epicoccum sorghinum, Nigrospora oryzae, Setosphaeria rostrata,
and Cladosporium cladosporioides on B. berlandieri are reported for the
first time in this NPA. Thus, they can generate irregular necrotic spots,
which usually cause damage or deterioration and could decrease the
population density of the palm.

Keywords: molecular characterization of fungi, leaf spot, Nigrospora
oryzae, Palm.

INTRODUCCION

a palma Brahea berlandieri Bartlett (Arecaceae), que es endémica de la Sierra
Madre Oriental, estd ubicada en los estados de Tamaulipas, San Luis Po-
tosi, Guanajuato, Querétaro e Hidalgo (Quero 1992; Quero 2004). Esta especie
presenta variaciones, dependiendo de las condiciones ambientales en las que se
desarrolla. En bosques cerrados de encino, sus hojas son muy suaves y sus pecio-
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los poco dentados o inermes, pero en habitats abiertos las hojas son mas duras
y los peciolos tienen mayor cantidad de dientes (Quero 2004). Las hojas de B.
berlandieri se utilizan para techar casas sencillas y para elaborar artesanias, como
sombreros, canastas, abanicos, entre otras (Quero 1992), por lo cual, la hoja debe
tener cierta calidad para poder emplearla como materia prima en la elaboracién
de esos productos artesanales y asi generar mds recursos econémicos (Pulido
y Coronel-Ortega 2015). La palma se encuentra catalogada en la NOM-059-SE-
MARNAT-2010 bajo la categoria de riesgo: Sujeta a proteccion especial (Pr), lo que
indica que puede estar amenazada por factores que afectan negativamente su
viabilidad, por lo cual existe la necesidad de promover su recuperacion y conser-
vacion (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales [Semarnat] 2010).

La palma, como miembro de un ecosistema forestal, puede verse afectada
por factores bidticos y abiéticos (Luke et al. 2016), y segun la Ley de Desarrollo
Forestal Sustentable y su reglamento, asi como la NOM-152-SEMARNAT-2006, es-
tablecen que la conservacion de biodiversidad debe incorporarse al manejo fo-
restal (Jardel-Peldez 2015); a partir de esta disposicion, la palma cumple con altos
valores para privilegiar su conservacién, de entre los que destacan: su estatus de
amenaza, endémica, habitat esencial para la conservacién de la biodiversidad, su
unicidad o su extension reducida y presiones de cambio, ademads de estar ubicada
en un drea clave para el mantenimiento de servicios ambientales o ecosistémicos,
ademds de ser un recurso natural con condiciones tales, que satisface algunas
necesidades de las comunidades locales.

Los brotes de plagas y patégenos de drboles pueden tener impactos econé-
micos y ambientales negativos, especialmente cuando se ven afectadas grandes
dreas de bosque (Macpherson et al. 2017). Las enfermedades son uno de los cua-
tro principales factores que determinan la dindmica de los ecosistemas forestales,
junto con las plagas, los incendios y las condiciones climaticas. Los hongos son los
principales agentes causantes de enfermedades forestales que atacan diferentes
partes de las plantas, afectando su funcionamiento de varias formas: disminu-
yen la tasa fotosintética, aumentan el riesgo de caidas inesperadas y reducen la
absorcion de agua y minerales (Pildain y de-Errasti 2011). Los sintomas visuales
de las enfermedades letales de las palmas suelen ser similares, como manchas ne-
créticas (Downer et al. 2009), por lo que resulta dificil conocer, por sus signos y
sintomas, qué patdgenos hacen o se encuentran en las manchas necroéticas.

Las enfermedades de las plantas que son causadas por hongos patégenos re-
presentan una grave amenaza para la productividad de las plantas, la seguridad
alimentaria (FAO 2022) y los ecosistemas naturales. Un marco util para la alerta
temprana y el manejo rapido es un elemento esencial para prevenir el impacto
biolégico y ecoldgico de los patdgenos en sus plantas hospederas. Por estas razo-
nes, las herramientas de deteccién juegan un papel esencial en el seguimiento de
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la sanidad vegetal, la vigilancia y la evaluacién cuantitativa del riesgo de patoge-
nos (Phytoma 2007). La necesidad de reducir el tiempo de diagnéstico ha llevado
a los fitopatélogos a avanzar hacia métodos mads sensibles y rdpidos como las
técnicas moleculares (Luchi et al. 2020), por lo que es necesario aislar o detectar
el patégeno con métodos de cultivo, microscépicos o moleculares (Downer et al.
2009). Hasta el momento no se ha reportado ningtin microorganismo patogéni-
co presente en las hojas de la palma de B. berlandieri. El objetivo de este estudio
fue identificar, mediante técnicas moleculares, a los microorganismos presentes

tanto en hojas sanas como con manchas marrén que se encuentran en las hojas
de B. berlandieri.

MATERIALES Y METODOS

El Area Natural Protegida Altas Cumbres se localiza: 23°37,659 N y 99°12,462 W/,
a 1061 msnm, en Victoria, Tamaulipas, México; su temperatura anual oscila entre
10 a 35 °C, con una precipitacién media anual de 234 a 285 mm (Periédico Oficial
del Estado de Tamaulipas 2015).

Para realizar este estudio se establecieron cuatro transectos de 100 m cada uno
dentro del ANP. Cada transecto fue de 100 m y se recolectaron muestras de hojas de
B. berlandieri. Se recolect6 una hoja (1.5 + 3.0 m de didmetro) de cinco palmas con
signos de manchas cloréticas y necréticas. Ademas, se recolectaron cinco hojas que
no presentaban signos ni sintomas de patégenos. Se cortaron cinco rectangulos de
3x10 cm de cada hoja recolectada, lo que dio un total de 100 muestras (5 cuadros/
hoja/5 palmas/4 transectos). La recoleccién de palmas fue un trabajo arduo por el
tamafo, y por encontrarse dentro de un drea natural protegida; se seleccioné un
método no destructivo y las muestras obtenidas se almacenaron individualmente
en bolsas de papel, dentro de una hielera a 5 £ 2 °C, para realizar el analisis de los
microrganismos patogénicos.

Al momento de efectuar el estudio se aislaron las hojas de B. berlandieri que
presentaban sintomas caracteristicos del patdgeno y las asintomaticas. Se cul-
tivaron en cajas Petri con medio al 1.5% de papa dextrosa agar (PDA, DIFCO
254920) a 25 £ 2 °C durante cinco dias; el medio se complementé con cloran-
fenicol a una concentracién de 25 pg/uL (Abass et al. 2016). La inoculacién del
medio se realizé cortando trozos de hoja de 1 cm? los cuales se esterilizaron con
hipoclorito de sodio al 10% durante cinco minutos, para posteriormente lavarlos
con agua destilada estéril.

Para inocular las cajas Petri se colocé en el centro un trozo de la hoja de la
palma, y para realizar una posterior limpieza y separacién de los microorganis-
mos, se llevo a cabo por punta de hifas (Recep et al. 2009). Los especimenes de
hongos purificados se almacenaron en PDA a 4 °C en el Laboratorio de Genémi-
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ca Funcional y Comparativa del Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y
TECNOLOGICA (IPICYT).

Para extraer el ADN se cultivaron los hongos en PDA a 18 °C durante 14
dias, el micelio (aproximadamente 4.0 g) se molié con un mortero previamente
enfriado, hasta obtener un polvo fino bajo N,. El micelio molido se colocé en
un tubo de centrifuga de 35 mL y se re-suspendi6 a 0 °C en 10 mL de buffer de
extraccion de ADN (buffer Tris 10 mM, pH 8.0, EDTA 10 mM, SDS al 0.5 %). Se
afladio fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1, 10 mL) a la solucién acuosa
de micelio y se mezcl6 lentamente durante 15-30 minutos, en un rotor cilindrico
horizontal. Las fases se separaron por centrifugacién a 6 000 rpm durante 15
minutos a 4 °C. Se elimind el sobrenadante y se repiti6 el procedimiento de ex-
traccion con fenol/separacion hasta quedar clara. Se eliminé cualquier rastro de
fenol mediante una mezcla de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), y las fases se
separaron como antes. Se afadié 1 uL de ribonucleasa A (pancreas bovino) a la
solucién acuosa y se incub6 a 37 °C durante 30 minutos.

La extracciéon con fenol, seguida de la extracciéon con cloroformo, se repitid
una vez mds y el ADN precipitado de la solucién acuosa con 2.5 volimenes de
etanol al 100% y 1/10 de volumen de solucién de LiCl (4 M) a 32 °C durante la
noche. El ADN se recuper6 por centrifugaciéon a 13 000 rpm durante 10 minutos;
el sedimento se lavd con etanol al 70% a 4 °C, se sec6 al aire y se re-suspendi6
durante la noche en aproximadamente 1 mL de buffer TE (Tris-HCI 10 mM, pH
8,0, EDTA 1 mM). El ADN gendmico, para ser usado como plantilla en reacciones
de PCR, se almacené a 4 °C (Nicholson et al. 2001; Peters et al. 2008).

La unidad de ADNr nuclear de 5.8 S, junto con sus secuencias espaciadoras
transcritas internas (ITS), se amplificaron usando los cebadores ITS1 (5 TCC
GTA GGT GAA CCT GCG G 3) e ITS4 (5TTC TTC GCT TAT TGA TAT
GC3’) (10 M) (Abass et al. 2014), utilizando una mezcla de amplificacién con un
volumen final de 20 pL (13.58 pL MQ-H20, 2 uL MgCl, (10 X), 0.32 uL buffer
(32 mM) MgCl, , 0.4 uL de dNTP’s (10 mM), 0.5 uL de I'TS (10 M), 0.2 uL de ADN
polimerasa taq 1U y 1 uL de ADN (40 ng/L)). La PCR se realiz6 en un termociclador
Veriti de Applied Biosystems. Para la amplificacién por PCR, se incluyeron pasos
de desnaturalizacién a 94 °C durante 5 min, seguidos de 35 ciclos de 94 °C durante
30, 57 °C durante 30 s y 72 °C durante 40 segundos.

Se realizé un paso final de elongacién a 72 °C durante 5 min. Los productos
de PCR se visualizaron mediante electroforesis horizontal en un gel de agarosa
al 2%, después de tefiirlos con bromuro de etidio a 0.5 pg/mL. Los productos
de la PCR de 580 y 750 pb se clonaron en el vector pJET1.2 (Thermo Scientific,
CloneJET PCR Cloning Kit Cat. No. K1231), siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Los productos de ligacién utilizados para transformar células TOP
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10F de Escherichia coli quimicamente competentes y cinco clones diferentes, se
seleccionaron para cada reaccién de ligadura/transformacion.

Los plasmidos recombinantes se extrajeron y secuenciaron mediante la
técnica de Sanger en el secuenciador AB3130 Applied Biosystems. El plasmido
secuenciado se analizé por comparacién con todas las secuencias disponibles
del Centro Nacional de Informacién Bio-
tecnologica (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov) usando la herramienta de alinea-
cion local BLAST (por sus siglas en inglés:
Basic Local Alignment Search Tool). Los
especimenes de soporte de los hongos se
localizan en el Laboratorio de Gendémica
Funcional y Comparativa del Instituto Po-

tosino de Investigacion Cientifica y Tecno-
légica (IPICYT), a una temperatura de 4 °C.

RESULTADOS Y DISCUSION

En cada transecto se contabilizaron 15 + 5
palmas, de las cuales 2 = 1 hojas de 5 + 3
palmas manifestaban sintomas con ma-

YOI' frecuenCIa €n las ho]as ]Ovenes, atra- Figura 1. Sintomas de hongos en hojas de Brahea berlan-

dieri. A) Manchas marrones en toda la hoja, desde la base
hasta la punta; B) Manchas marrones alargadas.

vés de manchas irregulares-ovaladas de
color marrén oscuro, de una longitud
aproximada de dos a cinco mm en el haz y envés de la hoja, extendiéndose a lo
largo de la base hasta el apice, como se muestra en la Figura 1. Ademas, se observé
que en palmas jovenes las manchas son ovaladas, irregulares, de color marrén
palido con bordes amarillos, mientras que en palmas maduras se presenta el dafio
mayor en casos severos, con el progreso de la infeccién que posiblemente puede
conducir a la muerte del raquis. Las manchas marrones y el tizén estan correla-
cionadas con una disminucién de la tasa fotosintética (Pildain y de-Errasti 2011);
esto, aunado con las condiciones ambientales del ANP, puede provocar que la en-
fermedad se incremente en las poblaciones de B. berlandieri. El patégeno A. alter-
nata puede ser el responsable de esta sintomatologia, ya que causa marchitamiento
vascular, lesiones necréticas, manchas en hojas y tallos, y su presencia también
puede representar una amenaza para la salud de personas consumidoras debido a
la produccién de micotoxinas (Agrios 2005 y Pavén-Moreno et al. 2012).
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Figura 2. Hongos aislados de hojas de Brahea berlandieri. A) Alternaria alternata, B) Epicoccum sorghinum, C) Nigrospora
oryzae, D) Setosphaeria rostrata, E) Cladosporium cladosporioides

Caracterizacion molecular de aislados

De los aislamientos de hongos se obtuvieron cinco cultivos puros, las pruebas
moleculares identificaron a: Alternaria alternata, Epicoccum sorghinum, Nigrospora
oryzae, Setosphaeria rostrata y Cladosporium cladosporioides. En la Figura 2 se ob-
servan macroscopicamente las caracteristicas de los aislados puros de los hongos
de las hojas de la palma. La secuencia ITS mostr6 un alto porcentaje de similitud
con las secuencias ITS de hongos fitopatégenos (Cuadro 1). Downer et al. (2009)
recomiendan el aislamiento o detecciéon del patégeno con métodos de cultivo o
moleculares. Por otro lado, Hariharan y Prasannath (2021) mencionan que el me-
jor método para el diagndstico preciso de enfermedades de las plantas es el que se
basa en el ADN, por su deteccién e identificacion precisa y rapida de los hongos que
infectan a las plantas, lo cual facilita el manejo de la enfermedad.

Los hongos encontrados en las hojas de B. berlandieri presentan habitos sapro-
fitos y parésitos. Huan et al. (2007) mencionan que algunos microorganismos
pueden cambiar sus hébitos, dependiendo del ambiente en el que se desarrollen;
por ejemplo, pueden ser endéfitos y/o patdgenos, por lo que se puede observar ho-
mologia de resultados moleculares; en 2014, Abass y Mohammed caracterizaron
dos especies de Nigrospora causantes de enfermedad en la palma datilera y en dis-
tintos aislados de cultivos de palma identificaron a N. oryzaey a N. sphaerica. Estos
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Cuadro 1. Comparacién de secuencias en el banco de genes del NCBI

de los hongos asociados a B. berlandieri y porcentaje de similitud, asi como su ubicacion.

Clave de Identificacion Porcentaje de Numero de Origen
identificacion molecular identificacion acceso

IPICYT

HA A. alternata 100 % KX783399.1 China
HB E. sorghinum 100 % MF948994.1 China
HH N. oryzae 99 % KC341981.1 México
18sH6 S. rostrate 99 % KJ159579.1 Bélgica
18sH9 C. cladosporioides 99 % KP788715.1 México

resultados mostraron que ambos patégenos son capaces de invadir a las plantas
con distinta virulencia.

La mayoria de las especies de Alternaria son hongos saprofitos que se encuen-
tran en el suelo y en plantas en descomposicion. Sin embargo, algunas especies son
patégenos oportunistas que, colectivamente, causan un rango de enfermedades
a una variedad de cultivos como cereales, plantas ornamentales, cultivos oleagi-
nosos, vegetales como la coliflor, el brécoli, la zanahoria y la papa, y frutas como
tomate, citricos y manzana (Thomma 2003). Ammar y Naggar (2011) reportaron
a A. alternata causando manchas marrones en las hojas de la palma datilera, Phoenix
dactylifera L. (Arecaceae). Estas manchas son similares a las que se reportan en este
estudio. Ellos mencionan que esta palma se considera el principal cultivo social y
econdmico en la regién desértica de Arabia Saudita.

Por otro lado, A. alternata es un hongo que provoca alergia en humanos (Dang
etal. 2015), lo cual podria generar un dafo al ecoturismo de la zona si se incremen-
tan las plantas hospederas de este agente, asi como a la comunidad. Actualmente
la tasa de crecimiento de las alergias respiratorias es alarmante y se considera un
fendmeno mundial (Rodriguez et al. 2010). En Europa, un estudio multicéntrico
realizado por D’Amato et al. (1997), documentaron la prevalencia de la alergia res-
piratoria relacionada con sensibilizacién a hongos, particularmente a Alternaria'y
Cladosporium, desde 3% en Portugal hasta 20% en Espana.

Las especies del género Epicoccum son endéfitos (Elkhateeb y Daba 2019).
Abass et al. (2016) reportaron que Epicoccum sorghinum causa manchas foliares a
otra especie de palma, de la familia Arecaceae (P. dactylifera). Estos autores docu-
mentaron que este patégeno reduce significativamente el crecimiento, desarro-
llo y produccién de la palma datilera. E. sorghinum causa un impacto econémico
severo en la produccién de sorgo (Oliveira et al. 2019), debido a la facilidad que
tiene para dispersarse y propagarse a través de las corrientes de aire, por lo que
este patdgeno podria propagarse y causar pérdidas econdmicas en los cultivos de
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sorgo en Tamaulipas, principal estado productor de sorgo en México (Fideicomi-
sos Instituidos en Relacién con la Agricultura México [FIRA] 2020).

Las especies del género Nigrospora son fitopatogenos, enddfitos y saprobios en
diferentes hospederos (Hao et al. 2020). N. oryzaey N. sphaerica son las més reporta-
das como fitopatdgenos (Hao et al. 2020). N. oryzae provoca manchas foliares en la
palma P, dactylifera, las cuales son similares a las observadas en las hojas de B. berlan-
dieri (Abass et al. 2007; Abass y Mohammed 2014). Ademas, el hospedero principal
de N. oryzae es el arroz, Oryza sativa L., que causa la enfermedad de la mancha del
grano de arroz, mientras que, en Zea mays L. produce la pudricion de la raiz (Mew y
Gonzales 2002; Saunders y Kohn 2008). Es importante considerar que B. berlandieri
puede ser un hospedero de este patdgeno y puede afectar a los cultivos adyacentes
al area de estudio, como el maiz, el cual es una de las principales actividades agro-
pecuarias de los pobladores del ANP Altas Cumbres (Periddico Oficial del Estado de
Tamaulipas 2015).

El género Cladosporium es uno de los hongos mds comunes que se encuentran
en distintos sustratos e incluye especies con estilos de vida diversos. C. cladospo-
rioides afecta a varios cultivos tales como los de la mandarina (Citrus reticulata
Blanco), la papaya (Papaya carica L.), el maracuya (Passiflora edulisc Sims.), mango
(Mangifera indica L.) y zapote (Pouteria campechiana Baehni) (Nabor-Romero et
al. 2018). Ademads, del comportamiento saprofito y fitopatégeno (Torres et al.
2017), se ha descrito como antagonista de Venturia inaequalis (K6hl et al. 2009) y
de Puccinia striiformis f. sp. tritici (Zhan et al. 2014).

Setosphaeria rostrata (= Exserohilum rostratum) es otro patégeno aislado de las
hojas de B. berlandieri. S. rostrata tiene varios habitos de sobrevivencia como paté-
geno vegetal, patégeno humano oportunista y heterotilico, y sus hospederos son:
pastos, bananos, maiz, arroz, cafia de aztcar, sorgo, tomate, trigo y humanos (Wu'y
Turgeon 2013; Kusai et al. 2016). Este patdgeno causa la enfermedad de las manchas
foliares y afecta a una amplia gama de especies de plantas, principalmente grami-
neas (Kusai et al. 2016). Las manchas de color marrén observadas en las hojas de B.
berlandieri fueron similares a las reportadas por Majeed et al. (2016) y Kusai et al.
(2016) en hojas de Oryza sativa.

Los hongos fitopatégenos pueden provocar el deterioro de la palma y reducir
directamente su densidad poblacional, ademas de ser hospederos alternos, para
después dispersarse a cultivos de interés econémico de la zona y, posiblemente,
provocar un impacto en la productividad de los cultivos. Se requieren mas estu-
dios para conocer si un solo patégeno es causante de las manchas marrones o si
es una sinergia, por lo que se deben iniciar medidas de manejo efectivas para el
control de la enfermedad, la recuperacién y conservacién de las poblaciones de
B. berlandieri, las cuales se encuentran bajo la categoria de riesgo: Sujeta a protec-
cion especial (Pr), enlistada en la NOM-059-SEMARNAT-2010; también es necesa-
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rio obtener datos precisos sobre la epidemiologia y sintomatologia que las man-
chas pueden llegar a ejercer dentro de la dindmica de los ecosistemas forestales.

CONCLUSION

En este estudio, con el diagnéstico molecular, se identificaron los patégenos A.
alternata, E. sorghinum, N. oryzae, S. rostrata y C. cladosporioides que probablemen-
te son los causantes de las manchas marrones presente en las hojas de la palma
B. berlandieri, localizadas en el Area Natural Protegida Altas Cumbres, Victoria,
Tamaulipas, México. Estos patdgenos pueden presentar diferentes habitos de so-
brevivencia como fitopatogenos y saprofitos (C. cladosporioides, S. rostrata 'y A. alter-
nata), otros sélo como fitopatdgenos (N. oryzae y E. sorghinum).
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