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Vale mas terminar un asunto que comenzario.

Eclesiastés 7. 8a

Y todo lo que te venga a la mano, hazlo con todo empeiio,
porque en el sepulcro, a donde te diriges, no hay trabajo ni
planes ni conocimiento ni sabiduria.

Eclesiastés 9: 10

Todo esfuerzo tiene su recompensa, pero quedarse solo en
palabras lieva a la miseria.

Proverbios 14: 23
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RESUMEN

Con el fin de establecer las semejanzas existentes entre los tibicos y las secreciones
gomosas del nopal Opuntia ficus-indica, se determind la micobiota presente en
secreciones gomosas, aislandose 30 microorganismos, de los cuales 6 correspondieron
al género Penicillium, habiéndose identificado P. aurantiogriseum (1), P. crustosum (1), P.
griseofulvum (1), y Penicillium spp. (3). Los 24 aislamientos restantes correspondieron a
levaduras determinadas como C. guilliermondii (1), C. lambica (7), C. famata var. famaté
(1), Clavispora opuntiae (12), Rhodotorula mucilaginosa (2) y Pseudozyma fusiformata
(1). Las secreciones gomosas de las que se hicieron los aislamientos se encontraron
asociadas a una especie de gusano barrenador no identificada. De la micobiota
presente, solo Cl. opuntiae es autdctona de pudriciones de diferentes especies de
Opuntia, y por la afinidad que guarda con insectos cactéfilos vectores, quiza tenga una
relacion directa con el gusano barrenador del nopal. Las demas especies aisladas son
aloctonas o generalistas, bien distribuidas en otros habitats. De acuerdo a su
composicidon quimica y microbiana, los tibicos, las secreciones gomosas de nopal y las
pudriciones de cactos, son habitats para levaduras totalmente diferentes entre si. Y por
su composicidon quimica particular solo las pudriciones de cactaceas son nichos de
especiacion para levaduras. El escarabajo barrenador del nopal en sus diferentes
estadios representa un habitat para levaduras hasta ahora no estudiado que puede

contener nuevas especies. Se requieren de mas investigaciones para determinar la



micobiota asociada al gusano barrenador y poder dilucidar su relacién con las especies

aisladas en este trabaijo.
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INTRODUCCION

Antecedentes sobre tibicos

Los tibicos son microbiogleas o macrocolonias, en forma de masas compactas y
gelatinosas, de color blanquecino a amarillento, translicidas u opalescentes, de forma
irregular y de tamafo variable, desde unos cuantos milimetros hasta 1 o 2 cm. Estan
compuestos principalmente por agua y una matriz de dextranas donde se encuentran
embebidas diversas bacterias y levaduras (Rubio et al.,, 1993), constituyendo una
asociacion simbiodtica muy estable (Horisberger, 1969; Moinas et al.,, 1980). Aunque el
origen de los tibicos es incierto se piensa son originarios de México, ya que la primera
descripcion de ellos fue presentada por Lutz (1898, 1899 a y b), quien encontro estas
masas gelatinosas, semejantes a granos de arroz cocido, a los que denomind “tibi”, en los
cladodios y frutos de varias especies de Opuntia.

Horisberger (1969) estudio la estructura quimica de la dextrana de estas microbiogleas y
determind que era un polisacarido sintetizado por Lactobacillus brevis, constituido por
cadenas de glucopirandsidos, con enlaces alfa (1-6), formando el esqueleto principal, y
enlaces alfa (1-3) ramificados (Pidoux, 1988, 1989).

En 1980 Moinas y colaboradores dilucidaron la estructura de los tibicos mediante
microscopia de luz, de barrido y de transmision. Establecieron que la dextrana,
componente de la matriz de dichas microbiogleas, se encuentra dispuesta en dos capas:
una externa, compacta y densamente poblada de lactobacilos, estreptococos y levaduras,

y otra interna, de estructura esponjosa, debido a la acumulacién de CO, producido



durante el proceso de fermentacion, en donde la dextrana es mas abundante y hay menor -
cantidad de microorganismos.

Los tibicos se han utilizado en México desde la época precortesiana para producir
bebidas lacticas ligeramente alcohdlicas (tepache de tibicos), cuando el tiempo de
fermentacion es corto (1 o 2 dias), pero cuando el proceso se prolonga por mas tiempo (2
a 3 semanas) el tepache de tibicos se transforma en una bebida alcohdlica-acética o
acética, que es el vinagre de tibicos (Ruiz-Oronoz, 1932; Hesseltine, 1965; Taboada et
al.,, 1987; Ulloa et al., 1987 b; Rubio et al., 1993). {
El tepache de tibicos es una bebida fermentada, de origen indigena, que consume‘
mucha gente en México con el fin de adelgazar, combatir la arterioescierosis y prevenir
algunos males cardiacos; este uso es totalmente empirico y aun no existen bases
cientificas para recomendario. Segun la conseja popular, su consumo frecuente puede
causar lesiones renales u otras alteraciones (Saint-Phard Delva, 1984; Taboada et al.,
1987; Godoy, 1987, Ulloa et al., 1987 a)

En Inglaterra, Francia y Suiza, los tibicos se utilizan para producir bebidas fermentadas
acidas, ligeramente alcohdlicas, como el sugary kefir y la cerveza de jengibre o ginger
beer (Hesseltine, 1965; Pidoux et al., 1988, 1989).

En 1987, Taboada y colaboradores demostraron que los tibicos podian utilizarse como
complemento para la alimentacion de animales de traspatio. En 1988 Diaz-Garcés y
colaboradores sugirieron que la produccion de tibicos podria instrumentarse a nivel
casero, también para el consumo humano directo.

Desde 1898 se han realizado diversos estudios microbianos sobre tibicos que han
permitido identificar algunas de las especies de estreptococos, bacterias lacticas y

levaduras que los componen (Tabla 1).



Tabla 1. Microbiota aislada de tibicos.

Referencias de los
autores

Microbiota aislada

Lutz, 1898, 1899a, 1899b

Saccharomyces radaisii', Bacillus mexicanus’

Ruiz Oronoz, 1932

Pichia radaisii’, Sacch. radaisii”

Moreno y Diaz, 1932

Escherichia coli, Bacillus megaterium, B. subtilis, Acetobacter
peroxidans, Sacch. ellipsoideus (= Sacch. -cerevisiae),
Proteus vulgaris

Mascott y Terrés, 1952

Sacch. oviformis (= Sacch. cerevisiae), Sacch. bayanus,
Pichia chodati var. trumpy (= P. membranifaciens),
Cyanebacternum spp.

Hesseltine, 1965

Bacterium vermiforme

Horisberger, 1969

Lactobacillus brevis, Streptococcus lactis, Sacch. cerevisiae

Ulloa y Herrera, 1981

Pichia membranifaciens, Sacch. cerevisiae

Herrera et al., 1984

Klebsiella oxytoca

Estrada Cuéllar, 1985

Brettanomyces intermedius (= Dekkera bruxellensis), Sacch.
cerevisiae

Calderdn y Herrera, 1989

Sacch. cerevisiae raza steineri (= Sacch. cerevisiae),
Zygosaccharomyces fermentati (= Torulaspora delbrueckii),
Brettanomyces intermedius (= Dekkera bruxellensis)

Pidoux, 1989

Zygosaccharomyces florentinus, Torulaspora pretoriensis (=
Sacch. pretoriensis), Candida valida, C. lambica, Kloeckera
apiculata, Lactobacillus hilgardii, L. casei spp. casei, L. casei
spp. rhamnosus, L. plantarum, Leuconostoc mesenteroides,
Streptococcus lactis, S. cremoris

~ Armijo et al., 1991

C. valida, C. famata

Lappe et al., 1992

C. valida, Cryptococcus albidus var. albidus (= Cry. albidus),
Pichia kluyveri Sacch. cerevisiae, Schizosaccharomyces

pombe

Rubio et al., 1993

Brettanomyces clausseni, Candida guilliermondii, C. valida,
Cry. albidus, Rhodotorula rubra (= R. mucilaginosa), Sacch.
cerevisiae, Bacillus brevis, B. circulans, B. coagulans, B.
firmus, B. macerans, B. polymyxa, B. pumilus, Enterobacter
aerogenes (= Klebsiella mobilis)

1. Para algunas especies no se encontrd el nombre valido actual.



Secreciones gomosas de nopal

Los tibicos aislados por Lutz en 1898 de cladodios y frutos de Opuntia se asemejan a las
secreciones gomosas de la misma planta. Estas son exudados que al contacto con el aire
se van endureciendo paulatinamente. Sirven para taponar las heridas causadas por
diversos animales (pequefios mamiferos, roedores, escarabajos y otros insectos) o por un
dafio mecanico provocado por factores ambientales o por el hombre (Coronado, 1939;
Bravo, 1964), inmovilizando bacterias que pueden causar infecciones a la planta (Kircher,
1982). Las secreciones gomosas se han encontrado asociadas con diversas plagas del
nopal, como el picudo barrenador, Cactophagus spinolae, y el picudo de la espina,
Cylindrocopturus birradiatus (Coronado, 1939; Bravo, 1964; Brom, 1970). Al alimentarse
de los cladodios y troncos del nopal, las larvas y los adultos hacen galerias, cuyas
entradas quedan taponadas con las gomas o mucilagos que fluyen de las heridas y que
forman parte de los tejidos de la planta (Coronado, 1939).

En diferentes especies de Opuntia se ha determinado la composicion quimica de las
gomas y los mucilagos; asi la “goma cholla” de O. fulgida (Sands y Klaas, 1929; Mc
Garvie y Parolis, 1979), la goma de O. megacantha (Churms et al., 1973, citado por Mc
Garvie y Parolis, 1979) y el mucilago de O. ficus-indica (Amin et al., 1970; McGarvie y
Parolis, 1979; Paulsen y Lund, 1979), que es una forma horticola de O. megacantha
(Benson y Walkington, 1968), tienen la misma composicion: acido galacturénico,
galactosa, xilosa y ramnosa, con la excepcion de la goma de O. megacantha, que en vez
de acido galacturénico contiene acido glucurdnico. Las secreciones gomosas de O. ficus-
indica son el mucilago deshidratado y endurecido por el contacto con el aire, por lo que

su composicién quimica es la misma que la del mucilago.



En las secreciones gomosas se han encontrado embebidas algunas levaduras, como
Candida lambica, C. valida, Cryptococus albidus var. albidus y Pichia kiuyveri (Lappe y

Ulloa, 1990), de las cuales C. lambica y Cr. albidus var. albidus han sido reportadas

también para tibicos (Lappe et al., 1992; Rubio et a/., 1993).

Comunidad, habitat y nicho de levaduras

Las levaduras no se encuentran aisladas en la biosfera sino formando comunidades que
son entidades constituidas por varias poblaciones de diferentes especies agrupadas en
un area determinada. Una comunidad se define por su habitat y por su nicho,
entendiendo por habitat el lugar fisico en el que vive una asociacion de levaduras, y por
nicho el papel que juega cada una de las diferentes especies en la comunidad bidtica,
incluyendo los requerimientos alimenticios de cada especie, y sus interrelaciones de
competencia o simbiosis (Arana, 1990). Las especies de levaduras aisladas de una
misma comunidad pueden tener diferentes nichos que se sobreponen unos con otros en
un determinado habitat. En un mismo habitat coexisten tanto especies autéctonas como
aloctonas. Las autéctonas son componentes esenciales de la comunidad y ocupan un
habitat singular, por lo que se consideran especialistas, que de acuerdo a sus habilidades
nutricionales son oligotroficas, es decir, necesitan pocas fuentes alimenticias para
desarrollarse; las aloctonas son especies transitorias en la comunidad, se presentan
fortuitamente, estan dotadas de un nicho amplio que les permite ocupar varios habitats,
se consideran generalistas y son politréficas, es decir, que tienen la capacidad de asimilar

gran cantidad de nutrientes (Lachance et al., 1988; Lachance y Starmer, 1998).



Seleccion de habitats por levaduras

En las levaduras es muy notoria la especializacién por el habitat, lo cual parece ser la
regla mas que la excepcion (Phaff y Starmer, 1980). Recientemente se ha realizado una
activa investigacion en relacion a la ecologia de las levaduras. Se han reconocido nuevos
habitats, como son insectos, exudados y pudriciones de plantas (resinas, secreciones
gomosas, tejidos necrosados de frutos y tallos), en los que se han encontrado nuevas
especies de levaduras.

Debido a la necesidad de crecer en sustratos con nutrientes especificos para su
desarrollo, las levaduras estan lejos de ser tan cosmopolitas como muchas especies de
bacterias. Sin embargo, su habilidad para asimilar una gran variedad de fuentes de
carbono ha expandido su posibilidad para ocupar diversos habitats (Bowles y Lachance,
1983; Phaffy Starmer, 1980).

Dentro de los factores que determinan qué comunidades de levaduras ocupen un habitat
y nicho especificos estan: su especializacion fisiologica intrinseca, su capacidad de
competencia (comensalismo, toxinas zimocidas o antibiosis hacia bacterias, mohos y
otras especies de levaduras), su resistencia a compuestos secundarios de las plantas
que pueden inhibir su crecimiento, su tolerancia a factores ambientales como la
concentracion de oxigeno, la temperatura, la humedad y el pH, entre otros, y su
interrelacidon con insectos vectores, adultos y en estado larvario (Starmer et al., 1980,

1987, 1988a, b; Starmer y Phaff, 1983; Barker y Starmer, 1982).

Levaduras aisladas de tejidos necrosados de cactaceas
Los tejidos de cactaceas en estado de pudricion son un habitat altamente especifico para

ciertas comunidades de levaduras. Los microorganismos asociados con el proceso de



pudricién son inoculados por animales vectores después de que la planta ha sufrido un
dafio causado por heladas, insectos, aves, algunos mamiferos o el hombre (Lachance et
al., 1988).

Primero el tejido se pudre lentamente por la accién de diferentes especies de bacterias,
como Erwinia cacticida, E. herbicola, E. uredovora, Xanthomonas fragariae, Citrobacter
freundii, y Staphylococcus aureus, entre otras (Foster y Fogleman, 1993), y los
compuestos que se producen durante la fermentacion bacteriana atraen a los insectos
vectores, como especies cactofilas de Drosophila, que inoculan en el tejido de la planta a
las levaduras que serviran de alimento a sus larvas (Fogleman, 1982). Dentro de las
comunidades de levaduras aisladas de tejidos necrosados de cactaceas se han
encontrado especies cactofilas, autdctonas (residentes) tipicas de estos habitats, como
Pichia cactophila, Candida sonorensis y Sporopachydermia cereana (Tabla 2) (Rosa et
al., 1994), que son oligotréficas, lo que indica que forman parte de comunidades
especializadas (Bowles y Lachance, 1983). También se presentan levaduras no
cactdfilas, aloctonas (transitorias), nutricionalimente politroficas, como Rhodotorula
mucilaginosa, Candida famata y C. guilliermondii (Lachance et al., 1988), que se
encuentran también en otros sustratos (Davenport, 1980, Kurtzman y Fell, 1998,
Lachance y Starmer, 1998).

La composicion quimica de los tejidos de cactaceas es un factor limitante que determina
las especies que forman las comunidades de levaduras que se desarrollan en ellos, asi
como la presencia de insectos vectores que se asocian a dichas comunidades. Las
modificaciones en la composicion quimica de varias especies de cactaceas representan
estrategias bioquimicas necesarias para asegurar su supervivencia (Janzen, 1973). Los

compuestos secundarios en especies de cactos columnares no pueden ser asimilados



por muchas especies de levaduras limitando potenciaimente su crecimiento (Lachance et
al., 1988), y por ser también toxicos para otros organismos forman una defensa efectiva
contra el ataque por depredadores (Starmer y Phaff, 1983). Se han encontrado mas
especies de levaduras en tejidos de Opuntia que en cactos columnares, ya que no tienen
compuestos tdxicos, como glucdsidos de triterpeno o acetato de etilo. Debido a la
presencia de monosacaridos (glucosa, galactosa) en los tejidos de especies del género
Opuntia, durante el proceso de pﬁdricién. las levaduras son las que ocupan primero el
habitat, mientras que en especies columnares, debido a la existencia de azlcares
complejos (glucosidos de triterpeno y de fenol), alcaloides, lipidos y esteroles, es

necesaria la intervencion de bacterias para iniciar el proceso de pudricion (Lachance et

al., 1988).

Levaduras aisladas de exudados de arboles

Al igual que las pudriciones de cactos columnares, los exudados producidos por
diferentes especies de arboles al ser dafados mecanicamente, son habitats selectivos
para levaduras oligotroficas (Tabla 2), debido a la presencia de hidrocarburos de
monoterpenc que son compuestos toxicos para ciertos microorganismos (Andrews et al.,
1980, citado por Leufvén y Nehis, 1986). El tipo de levaduras que se desarrollan en ellos
depende de varios factores como: la composicion quimica y las caracteristicas fisicas de
los exudados, los insectos asociados a los exudados, la localizacion geografica de los
arboles, la cantidad y el tipo de vegetacién adyacente, y la interaccién con otros

organismos vivos (Bowles y Lachance, 1983).
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Tabla 2. Levaduras aisladas

de pudriciones de diferentes

exudados de algunas especies de arboles por varios autores.

especies de Opuntia y de

Especie de levadura

Sustrato de aislamiento

Autores

Arthroascus javanensis
= Saccharomycopsis javanensis)

Exudado de Quercus rubra

Bowles y Lachance, 1983

Lachance et al., 1982

Candida boidinii

Opuntia sp.

O. stricta

Exudado de Q. rubra

Exudado de Q. rubra y Pseudotsuga
menziesii

Lachance et al., 1988
Barker et al., 1984
Bowles y Lachance, 1983
Lachance ef al,, 1982

C. caseinolytica

Qpuntia sp.

Lachance et al., 1988

C. deserticola

Q. phaeacantha

Ganter, 1988

C. diddensii (= C. diddensiae)

O. tomentosa

Barker et al., 1984

C. krissii (= C. zeylanoides)

O. streptacantha, O. stricta, O.

tomentosa
Exudado de Q. kellogii

Barker et a/., 1984
Shehata et al.,, 1955

Barker et al., 1984

C. lipolytica O. stricta, O. tomentosa
C. maritima Exudado de P. menziesii Lachance et al., 1982
C. mesenterica Exudado de P. menziesii Lachance et al., 1982
C. mucilagina (= Myxozyma | Opuntia sp. Lachance et al., 1988
mucilagina) O. stricta Barker et al., 1984
C. mycoderma (= C. vini) Exudado de Q. kellogii Shehata et al,, 1955
C. norvegica Exudado de Q. rubra Bowles y Lachance, 1983
Exudado de Q. rubra y Ulmus|lLachance etal., 1982
americana
C. parapsilosis Lesion de Q. kellogii y lesién de pino | Shehata et a/, 1955
C. pulcherrima O. monacantha, O. stricta, O.|Barker etal., 1984
tomentosa
Exudado de Q. rubra Bowles y Lachance, 1983
Lachance et al., 1982
- : Lesién de Q. kellogii Shehata et al., 1955
C. sake - Exudado de Q. rubra Bowles y Lachance, 1983
L Lachance et al., 1982
| C. shatavii - Exudado de U. americana Lachance et al., 1982
C. sonorensis O. phaeacantha Ganter, 1988
o O. streptacantha, O. stricta, O.|Barker etal., 1984
: tomentosa
C. sorbosa Q. stricta Barker et al., 1984
C. tenuis Q. tomentosa Barker et al., 1984

C. vanderwalltii

Q. streptacantha

Barker et al., 1984

Clavispora opuntiae

Opuntia sp.

Lachance et al., 1988

Clavispora sp.

O. monacantha, O. streptacantha, O.

stricta, Q. tomentosa

Barker et a/., 1984




Tabla 2. Continuacion.

Especie de levadura Sustrato de aislamiento Autores
Cryptococcus albidus O. stricta, O. tomentosa Barker et al., 1984
Exudado de Q. rubra Bowles y Lachance, 1983
Exudado de pino Shehata et a/., 1955
Cry. albidus var. diffluens (= Cry. | O. tomentosa Barker ef al., 1984
diffluens)
Cry. cereanus (=i O. phaeacantha Ganter, 1988
Sporopachydermia cereana) Opuntia sp. Lachance et al., 1988
: O. monacantha, O. streptacantha, O. | Barker et al., 1984
stricta, O. tomentosa
Cry. gastricus Exudado de U. americana Lachance et al., 1982
Cry. laurentii var. laurentii (= Cry. | O. stricta, O. tomentosa Barker et a/., 1984
laurentii) Exudado de Q. rubra Bowles vy Lachance, 1983
Lachance et al., 1982
Cry. luteolus O. stricta, O. tomentosa Barker et al.,, 1984
Exudado de Q. rubra Bowles y Lachance, 1983
Exudado de U. americana Lachance et al., 1982
Cry. macerans O. monacantha, O. stricta Barker et al., 1984
Cry. magnhus : Exudado de U. americana Lachance et a/., 1982
Debaryomyces hansenii O. monacantha, O. streptacantha, O. | Barker et al., 1984
: stricta, O. tomentosa )
Exudado Q. rubra Bowles y Lachance, 1983
: Lachance et al., 1982
Deb. polymorphus Exudado de Q. rubra Bowles y Lachance, 1983
Lachance et al., 1982
Dipodascus australiensis Opuntia sp. Lachance et al., 1988
Geotrichum penicillatum (= G.|Exudado de Q. rubra Bowles y Lachance, 1983
klebahnii) Exudado de Q. rubra y P. menziesii | Lachance et al., 1982
Geotrichum sp. Opuntia sp. Lachance et al., 1988
Hanseniaspora quilliermondii 0. manacantha : Barker et al., 1984
Hansenula californica (= Willopsis | O. stricta Barker et al., 1984
californica)
Hansenula glucozyma (= Pichia| Q. stricta Barker et al., 1984
glucozyma)
Hansenula minuta (= P. minuta) Exudado de Populus tremuloides Lachance et al., 1982
Hansenula polymorpha (= Pichia} O. phaeacantha Ganter, 1988
angusta) Opuntia sp. Lachance et al.,1988
Q. stricta Barker et al., 1984
Exudado de Q. kellogii Shehata et al., 1955
Hansenula sp. Exudado de Populus tremuloides Lachance et al., 1982
Kloeckera apiculata N O. stricta Barker et al., 1984
o Exudado de U. americana Lachance et al., 1982
Klo. japonica o Q. stricta Barker et al,, 1984
Kluyveromyces . drosophilarum (=) Exudado de Q. rubra Bowles y Lachance, 1983
K. lactis) Lachance et al., 1982
K. vanudenii (= K. lactis var, | Exudado de U. americana Lachance et a/.,, 1982
drosophilarum)

12.




Tabla 2. Continuacion.

Especie de levadura

Sustrato de aislamiento

Autores

Pichia amethionina var.
amethionina (= Starmera
amethionina var. amethionina)

Opuntia sp.
O. stricta, O. tomentosa

Lachance et al.,, 1988
Barker et al., 1984

P. amethionina var. pachycereana | Opuntia sp. Lachance et al., 1988
(= S. amethionina var.
achycereana)
P. antillensis Opuntia sp. Lachance ef a/.,, 1988
P. barken’ Opuntia sp. Lachance et al., 1988
P. cactophila O. phaeacantha Ganter, 1988
Opuntia sp. Lachance et al., 1988
O. streptacantha, O. stricta, O.|Barker ef al., 1984
tomentosa
P, deftensis Exudado de P. tremuloides Lachance et al., 1982
P. deserticola Opuntia sp. Lachance et a/., 1988
P. fluxuum Exudado de Q. rubra Bowles y Lachance, 1983
Exudado de Q. rubra y P. menziesii | Lachance et al., 1982
P. heedii Opuntia sp. Lachance et al,, 1988
P. kluyveri var. cephalocereana Opuntia sp. Lachance et a/,, 1988
P. kluyveni var. eremophila Opuntia sp. Lachance et al., 1968
P. kluyveri var. kluyveri Opuntia sp. Lachance et al., 1988
P. membranaefaciens (= P.|Opuntia sp. Lachance et al., 1988
membranifaciens) O. stricta Barker et al., 1984
Exudado de Q. rubra Bowles y Lachance, 1983
Exudado de Q. rubra, P.menziesii y{lLachance ef al., 1982
U. americana
Lesién de pino Shehata et al.,, 1955
P. nakasei Opuntia sp. Lachance et al., 1988
P. norvegensis Opuntia sp. Lachance et al.,, 1988
P. opuntiae var. opuntiae (=)Opuntia sp. Lachance et al., 1968
Phaffomyces opuntiae) O. tomentosa Barker et al., ,1984
P. opuntiae var. thermotolerans (=| Opuntia sp. Lachance et al.,, 1988

Pha. thermotolerans)

P. pastoris

Exudado de Q. rubra
Exudado de Q. rubra, U. americana y
P. tremuloides

Bowiles y Lachance, 1983
Lachance et al., 1982

P. pinus (= P. pini) Exudado de Q. rubra Bowles y Lachance, 1983
Lachance et al., 1982

P. pseudocactophila Opuntia sp. Lachance et al,, 1988
Bowles y Lachance, 1983

P. vini (= Debaryomyces carsonii)

Exudado de Q. rubra

Lachance et al,, 1982
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Tabla 2. Continuacion.

Especie de levadura

Sustrato de aislamiento

Autores . ¢

Rhodotorula fujisanensis

Q. stricta

| Barker efal, 1984 gt

Rh. glutinis

Exudado de Q. rubra

Bowles y Lachafice,
Lachance et al., 1982

1983 |-

Rh. glutinis var. glutinis (= Cry.
glutinis)

O. streptacantha

Barker et al., 1984

Rh. glutinis var. rubescens (=
Rhodosporidium toruloides)

Lesion de pino

Shehata et a/., 1955

Rh. graminis

Exudado de Q. rubra

Bowles y Lachance, 1983

Rh. minuta var. minuta, Rh. minuta
var. texensis, Rh. pallida (= Rh.
minuta)

O. stricta, O. tomentosa
Exudado de Q. rubra

Barker ef al., 1984
Bowles y Lachance, 1983

Rh. pilmane (= Rh. mucilaginosa)

O. stricta, O. tomentosa
Exudado de Q. kellogii

Barker et al., 1984
Shehata et a/., 1955

Saccharomyces dairensis Exudado de Q. rubra Bowles vy Lachance, 1983
o : Lachance et al., 1982

Sacch. delbruckii, Sacch. | Exudado de Q. rubra Bowles y Lachance, 1983

fermentati, Sacch. rosei (= Lachance et al., 1982

Torulaspora delbruckii) Exudado de pino Shehata et al., 1955

Sporopachydermia quercum Exudado de Q. rubra Bowles y Lachance, 1983

Lachance et al., 1982

Trichosporon capitatum (= O. stricta Barker et al., 1984

Dipodascus capitatus) :

T. cutaneum Exudado de Q. rubra Bowles y Lachance, 1983

Lachance ef a/., 1982

T. fermentans (= Geotrichum

fermentans)

Exudado de Q. kellogii

Shehata et al., 1955

T. variabile (= Pichia burtonii)

O. stricta

Barker et al,, 1984

Torulopsis aeria (= Cryptococcus
aerius)

Exudado de pino. =~

Shehata et al.,, 1955
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Levaduras asociadas con insectos

Los insectos son probablemente el principal vector en la distribuciéon de levaduras en la
naturaleza. Su frecuente asociacion es indudablemente el resultado de la importancia
nutricional de los microorganismos en el ciclo de vida de muchas especies de insectos
(Phaff, 1966), estableciéndose fuertes relaciones mutualistas (Rosa et al., 1994).

Los insectos vectores establecen una conexion para las comunidades de levaduras con
los diferentes tipos de habitats en los que se desarrollan, como son pudriciones de
diferentes especies de cactos y exudados de arboles (Ganter, 1988).

Tal es el caso de los insectos cactéfilos, Drosophila serido, la mariposilla Sigelgaita sp. y
el escarabajo Omolodes marseuli, que distribuyen activamente a la levadura Clavispora
opuntiae en los tallos necrosados y frutos del cacto Pilosocereus arrabidae (Rosa et al.,
1994). Otras plagas del nopal, como escarabajos barrenadores, seguramente inoculan
levaduras en los tejidos de la planta al momento de hacer sus galerias, las cuales
serviran de alimento a sus larvas. Los escarabajos son habitats de levaduras que han
sido escasamente estudiados y pueden contener miles de especies de levaduras

desconocidas (Lachance, 2000).
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OBJETIVOS

Con el fin de establecer las semejanzas existentes entre los tibicos y las secreciones

gomosas de nopal se planteé la siguiente investigacion, que tuvo como objetivos:

1. Conocer la micobiota de las secreciones gomosas del nopal.
2. Comparar dicha micobiota con la encontrada en los tibicos y en las pudriciones de

Opuntia para determinar su posible afinidad.



MATERIALES Y METODOS

Procedencia de las muestras

Se colectaron 17 secreciones gomosas de cladodios y tallos de nopales, Opuntia ficus-
indica, en una parcela localizada en San Francisco Tecoxpa, Milpa Alta, D.F (Mapa 1).
Seis de ellas estaban asociadas a dafos en la planta causados por un gusano barrenador
que parasitaba el cultivo, y 11 a un dafio mecanico.

En la delegacion Milpa Alta se practica la agricultura de temporal desde épocas remotas,
y el cultivo del nopal, consumido como verdura o como fruta fresca (Bravo y Pifia, 1979;
Meyer y Mc Laughlin, 1981; Bautista, 1982), es la principal actividad agricola de la regién

(Bautista, 1982), ia que por ello se eligid como zona de muestreo.

Aislamiento de la micobiota

Se seleccionaron al azar 3 secreciones gomosas, dos formadas sobre lesiones causadas
por gusano barrenador y una formada sobre lesidon causada por dafio mecanico, las
cuales se hidrataron en agua corriente; una vez suavizadas se enjuagaron varias veces
con agua destilada y se cortaron a la mitad. De cada una de las muestras, una de las
mitades se desinfectd superficialmente con hipoclorito de sodio diluido (2:1) y la otra no.
Se molid 1 g de cada una de las muestras (desinfectada o no) en 99 ml de una solucién
de peptona (0.1%) agar (0.02%). Se hicieron suspensiones seriadas, y a partir de las
suspensiones 1:10° hasta 1:107 se sembraron alicuotas de 0.1 ml por el método de
extension en placa en varios medios de cultivo: ACP Difco (agar-cuenta en placa marca
Difco); GELPA (glucosa-extracto de levadura-peptona-agar: glucosa 20 g, extracto de

levadura 5 g, peptona 10 g, agar 20 g), acidificado a pH 3.7 con &acido clorhidrico
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(Lachance et al., 1988); PDA (papa-dextrosa-agar: se hizo una infusién con 300 g de
papa pelada y cortada en cuadros en 1000 ml de agua, se filtré y se afadieron 20 g de
glucosa y 20 g de agar, aforando a 1000 ml) acidificado con acido clorhidricoa pH 3, y
EMA (extracto de malta-agar: extracto de malta 20 g, peptona 1 g, glucosa 20 g, agar 20
g, agua 1000 ml). De las colonias de levaduras con morfologia colonial diferente, se
hicieron resiembras por el método de siembra en estrias multiples en medios de GELPA
diluido (glucosa 10 g, extracto de levadura 2.5 g, peptona 5 g, agar 20 g, agua 1000 ml),
acidificado a pH 3.7, y en RBCA (Rosa de Bengala-cloranfenicol-agar: KH2PO4 0.5 g,
K;HPO4 0.5 g, MgS0,.7H.0 0.5 g, peptona 0.5 g, dextrosa 10 g, extracto de levadura 0.5
g, Rosa de Bengala 0.05 g, cloranfenicol 1 g, agar 20 g, agua 1000 ml), con la finalidad
de obtener cultivos libres de bacterias. Los cultivos puros se mantuvieron en tubos
inclinados de GELPA y en tubos con agua destilada estéril a una temperatura de 4°C
para su posterior identificacion. Las colonias de mohos, que correspondieron Unicamente
al género Penicillium, se resembraron en tubos inclinados de CELA (Czapek-extracto de
levadura-agar: K;HPO4 1 g, Czapek concentrado 10 mi, extracto de levadura 5 g,
sucrosa 30 g, agar 15 g, agua 1000 ml), y se mantuvieron también a una temperatura de

4°C para su posterior identificacion.

Identificacion de los aislamientos de levaduras

Para la identificacion de levaduras se realizaron las pruebas sefialadas en la metodologia
de van der Walt y Yarrow (1984) y Yarrow (1998), y las pruebas adicionales propuestas
por Lachance et al (1988) (Tablas 3 y 4). Se siguieron las claves taxonémicas y se
cotejaron las descripciones de cada una de las especies en los tratados de Kreger-van Rij

(1984), Barnett et a/ (1990, 2000) y Kurtzman y Fell (1998).

1R



ldentificacion de los aislamientos de Penicillium

Se realizé de acuerdo con la metodologia y las claves taxonémicas propuestas por Pitt

1985 (Tabla 5).
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Mapa 1. San Francisco Tecoxpa, Milpa Alta, México, D. F,

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Tabla 3. Caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas y bioquimicas consideradas para la
identificacién de las levaduras (van der Wait y Yarrow, 1984; Yarrow, 1998).

I. Caracteristicas morfolégicas

A. Macromorfologia o caracteristicas culturales de
los aislamientos

1. Crecimiento en medio liquido GELP, formacion de
pelicula o de anillo

2. Crecimiento en medio sélido GELPA, desarrollo
de colonia gigante para observar textura, color,
superficie, elevacion y margen

B. Micromorfologia
1. Caracteristicas de las células vegetativas

a) morfologia en medio sélido GELPA

b) morfologia en medio liquido GELP

c) formacién de seudomicelio y micelio verdadero en
placa de Dalmau en HMA (Difco), AA y PDA

2. Caracteristicas de la reproduccién asexual ©
vegetativa en los medios GELPA, EMA, AML (Difco)
y AML

3. Caracteristicas de la reproduccion sexual

a) Proceso de formacidn de ascas y ascosporas

b) caracteristicas de las ascas y ascosporas en
GELPA, EMA, AML (Difco), AML, GWA, FWA y
McClaryA

Il. Caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas

1.Utilizaciéon de compuestos de carbono
a) fermentacion de 6 carbohidratos
b) asimilacidn de 42 compuestos de carbono

2. Asimilacion de compuestos de nitrégeno
a) nitrato de potasio

b) nitrito de sodio

c) cadaverina

d) etilamina

e) lisina

f) creatina

g) creatinina

h) D-glucosamina

3. Requerimientos de vitaminas para el crecimiento
a) crecimiento en medio libre de vitaminas

4. Resistencia al antibiético cicloheximida (100 y
1000 ppm)

5. Crecimiento en medios de alta presién osmdtica
a) tolerancia a 50% y 60% de glucosa
b) 10%NaCli/5% glucosa

6. Crecimiento a 37°C y 40°C en GELP

7. Reaccién al colorante azul B de Diazonio (DBB)
8. Produccién de almidén extracelular

9. Hidrdlisis de urea

10. Liquefaccién de gelatina

Abreviaturas:

GELPA (glucosa-extracto de levadura-peptona-agar): glucosa 20 g, extracto de levadura 5 g, peptona 10
g, agar 20 g, agua 1000 ml; GELP(glucosa-extracto de levadura-peptona). glucosa 20 g, extracto de
levadura 5g, peptona 10 g, AML (Difco) (agar para morfologlia de levaduras marca Difco); AML (agar
para morfologia de levaduras ). extracto de malta 3 g, extracto de levadura 3 g, peptona 5 g, glucosa 10
g, agar 20 g, agua 1000 mi; AA (arroz-agar). infusién con 20g de arroz en 1000 m! de agua, filtrada,
aforada a 1000 mi, més 20 g de agar; PDA (papa-dextrosa-agar): infusién con 300 g de papa pelada y
cortada en cuadros en 1000 ml de agua, filtrada, mas 20 g de glucosa y 20 g de agar, aforada a 1000 ml;
GWA (Gorodkowa-agar). glucosa 1g, peptona 10 g, cloruro de sodio 5 g, agar 20 g, agua 1000 ml; FWA
(Fowell-agar). acetato de sodio 5g, agar 20 g, agua 1000 ml; EMA (extracto de malta-agar): extracto de
malta 20 g, peptona 1 g, glucosa 20 g, agar 20 g, agua 1000 ml; HMA (Difco) (harina de maiz-agar marca
Difco): harina de malz Difco 20 g, peptona 20 g, dextrosa 20 g, agar 20 g, agua 1000 ml, McClaryA
(McClary-agar). glucosa 1 g, cloruro de potasio 1.8 g, acetato de sodio 8.2 g, extracto de levadura 2.5 g,
agar 15 g, agua 1000 m!
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Tabla 4. Metodologia propuesta por Lachance et al. (1988) para la identificacion de

levaduras aisladas de pudriciones de cacticeas.

1. Realizar las pruebas sefialadas en ia metodologia de van der Walt y Yarrow (1984) y

Yarrow (1998).

2. Realizar las siguientes pruebas adicionales:

a) Asimilacion de acetato de etilo: se extienden 0.25 ml de acetato de etilo en una placa
de base nitrogenada para levadura (Difco)-agar solidificado, un dia antes de la
inoculacién, incubar por 3 dias a 25°C.

b) Crecimiento en medio sdlido de agar para morfologia de levaduras (AML) adicionado
con digitionina 8mg/L (Sigma) a 25°C.

c) Hidrolisis de Tween-80.

d) Asimilacién en medio liquido de metanol, hexadecano y N-acetil-D-glucosamina.
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Tabla 5. Resumen de la metodologia propuesta por Pitt (1985) para la identificacién

de especies del género Penicillium.

1.

Colocar una suspension de conidios en una solucién semisdlida de detergente-agar

para uniformar su dispersion.

Inocular cajas de Petri con los medios Czapek-extracto de levadura-agar (CELA),
extracto de malta-agar (EMA) y 25% de glicerol-nitrato-agar (G25N). Las cajas de
EMA y CELA que se incuban a 25°C son inoculadas por un solo cultivo en tres puntos,
equidistantes uno del otro, del centro y de la orilla de ia caja. Las cajas de los otros

medios son inoculadas con dos puntos por cultivo (Fig. 1).

Incubar por 7 dias: CELA, EMA y G25N a 25°C y CELA también a 5°C y 37°C.

Después de 7 dias de incubacion medir los diametros de las colonias y registrar los

rangos de crecimiento.

Examen de los cultivos: textura del micelio y de la colonia, grado de esporulacion,
agregacién de los conididforos, presencia de exudado, color de los conidios,
pigmentacion del micelio y del exudado, pigmento difundido en el medio de cultivo,
coloracion del reverso de la placa, ondulaciones o rugosidades en el medio.

Caracteristicas microscopicas: estructura de los penicillios (Fig. 2); forma y longitud de
fidlides, métulas, ramas y ramillas; forma y tamafio de los conidios, textura de las
paredes de los elementos del conidiéforo y de los conidios, presencia de ascocarpos

Yy ascosporas.

7.

Seguir las claves taxonémicas y cotejar con las descripciones de las especies.

Abreviaturas:
Czapek concentrado: NaNO; 30 g, KCL 5 g, MgS0,.7H;0 5 g, FeS0,7H;0 0.1 g, agua 100 ml; CELA

(Czapek-extracto de levadura-agar): K;HPO4 1.0 g, Czapek concentrado 10 ml, extracto de levadura 5 g,
sucrosa 30 g, agar 15 g, agua 1000 ml; EMA (Extracto de malta-agar): extracto de malta 20 g, peptona 1.0
g, glucosa 20 g, agar 20g, agua 1000 ml; G25N (25% de glicerol-nitrato-agar): K:HPO4 0.75 g, Czapek
concentrado 7.5 ml, extracto de levadura 3.7 g, glicerol 250 g, agar 12 g, agua 750 ml.
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Fig. 1. Esquema del régimen utilizado para inocular y cultivar los aislamientos del género
Penicillium en los medios de cultivo estandarizados.
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RESULTADOS Y DISCUSION

De la secrecién gomosa de nopal formada sobre una lesién causada por dafio mecanico
(3b) no se aislé ningun microorganismo, quiza porque el principal vector de la micobiota
sea el gusano barrenador. De las dos secreciones gomosas de nopal formadas sobre
lesiones causadas por gusano barrenador (1a y 2a) se aislaron 30 microorganismos, de
los cuales 24 correspondieron a diversas especies de levaduras y 6 a especies del
género Penicillium. La micobiota interna de las secreciones gomosas se aislé después de
desinfectarlas superficialmente, obteniéndose 332 ufc/g, y 16 aislamientos puros de las
especies: Candida lambica (4), Clavispora opuntiae (7), Rhodotorula mucilaginosa (1),
Pseudozyma fusiformata (1), P. aurantiogriseum (1), P. crustosum (1), y P. griseofulvum
(1). De las secreciones no desinfectadas superficialimente se aislé una micobiota tanto
externa como interna; se obtuvieron 239 ufc/g, con 14 aislamientos puros Qque
correspondieron a: Candida famata var. famata (1), C. guilliermondii (1), C. lambica (3),
Cl. opuntiae (5), Rh. mucilaginosa (1), y Penicillium spp. (3). Rhodotorula mucilaginosa,
C. lambica, Cl. opuntiae y las especies de Penicillium fueron aisladas del exterior e
interior de las secreciones gomosas, C. famata var. famata y C. guilliermondii de la
superficie, y P. fusiformata del interior. La carga microbiana fue baja pues, basicamente,
los aislamientos se obtuvieron de las diluciones 10° 10*y 10°. Los medios de cultivo en
los que se obtuvo el mayor nimero de aislamientos fueron ACP pH 7 y GELPA pH 3.7; en
PDA con pH 3 no crecié ninguna colonia, mostrando que este grado de acidez inhibe el

crecimiento de microorganismos, no asi el pH 3.7 (Tablas 6 y 7).
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Tabla 6. Micobiota aislada de secreciones gomosas de nopal.

Mocobiota externa e interna aislada de Micobiota interna aislada de secreciones
secreciones gomosas no desinfectadas __gomosas desinfectadas

Candida famata var. famata (1) Candida lambica (4)

Candida guilliermondii (1) Clavispora opuntiae (7)

Candida lambica (3) Rhodotorula mucilaginosa (1)

Clavispora opuntiae (5) Pseudozyma fusiformata (1)

Rhodotorula mucilaginosa (1) Penicillium aurantiogriseum (1)

Penicillium spp. (3) P. crustosum (1)

P. griseofulvum (1)

239 ufc/g y 14 aislamientos 332 ufc/g y 16 aislamientos

Levaduras ascomicétinas

Candida guilliermondii (anamorfo de Pichia guilliermondii) corresponde al 4% del total de
los aislamientos, formando parte de la micobiota externa de la secrecion gomosa de
nopal (Tablas 6 y 7). Su capacidad de asimilar galactosa y xilosa, que son algunos de los
componentes del mucilago de Opuntia ficus-indica, le permite desarrollarse en este
sustrato. Aunque ha sido aislada de tibicos por Rubio et al. (1993), y de frutos y tallos
necrosados del cacto columnar Pilosocereus arrabidae (Rosa et al., 1992, 1994; Morais
et al., 1995), C. guilliermondii no es autéctona de estos habitats ni guarda una asociacién
especifica con las secreciones gomosas de nopal o con el gusano barrenador, sino mas
bien es cosmopolita, ampliamente distribuida en diversos sustratos. Aparece
esporadicamente en tejidos vegetales podridos y en frutos fermentados (Meyer et al.,
1984, citado por Lachance et al/,, 1988). En su estado sexual, P. guilliermondii, ha sido
aislada de arboles, suelo y diferentes especies de insectos (Kurtzman y Fell, 1998;
Barnett et al., 2000), incluyendo las especies cactdfilas Drosophila serido y larvas de la

mariposilla Sigelgaita sp. (Rosa et al., 1994).
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Candida lambica (anamorfo de Pichia fermentans) se obtuvo en 29% del total de los
aislamientos: 4 aislamientos de secrecion gomosa desinfectada y 3 de secreciéon no
desinfectada, es decir, se halld dentro y fuera de la secrecién (Tablas 6 y 7). Ha sido
aislada de tibicos por Pidoux (1989) y de secreciones gomosas de Opuntia ficus-indica
por Lappe y Ulloa (1990); Lachance et al. (1988) la reportan esporadicamente de
necrosis de cactos. Se ha aislado de muy diversos sustratos por lo que es una especie
cosmopolita, politréfica, que asimila una gran variedad de fuentes de carbono, incluyendo
xilosa, uno de los polisacaridos que constituyen el mucilago de Opuntia ficus-indica
(Kurtzman y Fell, 1998; Barnett et al., 2000).

Candida famata var. famata, al igual que C. guilliermondii, se obtuvo del exterior de la
secrecion gomosa correspondiendo al 4% del total de los aislamientos (Tablas 6 y 7). Es
una especie que asimila galactosa y xilosa, lo que le permite desarrollarse sobre el
mucilago de O. ficus-indica. Ha sido aislada de tibicos (Armijo et al, 1991) y de la
mariposilla Sigelgaita sp. asociada al cacto columnar P. arrabidae (Rosa et al., 1992). En
su estado sexual, Debaryomyces hansenii, ha sido reportada de tallos necrosados de
varias especies de Opuntia (Barker et al.,, 1984). Candida famata var. famata es una
especie homotélica, xero y osmotolerante (Lachance et al., 1988), politrofica (Bowles y
Lachance, 1983), caracteristicas que le dan una gran versatilidad para ocupar diferentes
habitats. No es una levadura cactofila, sino generalista distribuida por todo el mundo
(Kurtzman y Fell, 1998; Barnett ef al., 2000), por lo cual se cree no tenga una asociaciéon
especifica con las secreciones gomosas o con el gusano barrenador del nopal.

Clavispora opuntiae se aislé a partir de secreciones gomosas desinfectadas y no
desinfectadas, es decir de dentro y fuera de dichas secreciones, en un 50% (Tablas 6 y

7). Es una levadura que no se ha encontrado en tibicos ni en secreciones gomosas de
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nopal. Se ha aislado de necrosis de diversas especies de Opuntia y de cactos
columnares (Phaff et al., 1986; Lachance et al., 1988; Rosa et al., 1994; Kurtzman y Fell,
1998; Barnett et al., 2000). Se encuentra asociada principalmente con insectos cactdfilos
como Drosophila serido, la mariposilla Sigelgaita sp., el escarabajo Omolodes marseuli
(Rosa et al.,, 1994; Morais ef al., 1994), la mariposa del nopal Cactoblastis cactorum
(Starmer et al., 1988, citado por Rosa et al., 1992), y otros insectos no cactdfilos, como
D. fasciola de bosques tropicales himedos (Morais et al., 1995). Ha sido aislada también
de exudados de roble (Quercus emoryi) creciendo cerca de un cacto en Arizona, y de
frutos de cactos en estado de descomposicion (Kurtzman y Fell, 1998; Barnett et al.,
2000).

Clavispora opuntiae es una levadura confinada a especies de Opuntia y otros cactos
columnares, mas por su afinidad con insectos cactéfilos vectores (larvas de Sigelgaita
sp., Drosophila spp.) que por tener una preferencia por ila planta hospedera (Starmer et
al., 1998 citado por Rosa et al., 1992). Por el nimero de aislamientos obtenidos y por su
afinidad con insectos cactofilos, quiza Cl. opuntiae guarde una relacién directa con el
gusano barrenador del nopal, lo que podria confirmarse con posteriores estudios en los

gue se aisle la micobiota del escarabajo barrenador del nopal.

Levaduras basidiomicétinas

Los 2 aislamientos de Rhodotorula mucilaginosa obtenidos de la parte interna y externa
de las secreciones gomosas corresponden al 8% del total de los aislamientos (Tablas 6 y
7). Rh. mucilaginosa no es una especie cactdfila, sino politréfica y cosmopolita (Bowles y
Lachance, 1983; Lachance et al., 1988), ampliamente distribuida por todo el mundo en

ambientes terrestres, acuaticos y marinos, en una gran variedad de sustratos (Kurtzman y
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Fell, 1998). Por lo anterior se deduce que esta presente en secreciones gomosas de
nopal como una levadura transitoria. Anteriormente no se habia encontrado en estas
secreciones de nopal pero si en tallos podridos de Opuntia stricta y O. tomentosa (Barker
et al.,, 1984, Tabla 2) pues asimila galactosa, xilosa y acido galacturénico (Tabla 9), que
son algunos de los carbohidratos que componen el mucilago de diferentes especies de
Opuntia. En 1988, Lachance ef al. la aislaron de frutos de Opuntia sp. con escasa
frecuencia, por lo que se cree que no tenga un papel importante en la ecologia de las
pudriciones de cactos, mas que el de una levadura degradadora por sus propiedades
pectinoliticas. También ha sido aislada de pudriciones del cacto Pilosocereus arrabidae y
se ha encontrado asociada a insectos que se desarrollan en esta planta, como:
Drosophila serido y Sigelgaita sp. (Rosa et al., 1992, 1994; Morais et al., 1994). Ha sido
aislada de tibicos por Rubio et al. (1993) y de exudado de Quercus kellogii (Shehata et
al., 1955) (Tabla 2).

La cepa ‘L” correspondiente a la especie Pseudozyma fusiformata presentd dificultades
para su identificacion debido a la variabilidad en la asimilaciéon del nitrato. Siguiendo las
claves taxondmicas propuestas por Kurtzman y Fell, (1998) y con la asimilacion del nitrato
negativa se llego a la especie Fellomyces penicillatus, aunque con algunas diferencias en
las caracteristicas fisioldégicas y bioguimicas (Tabla 10).

Con el fin de corroborar la identidad de esta cepa la Dra. Patricia Lappe y el Biél. Manuel
Rodrigues realizaron la secuenciacion del dominio D1-D2 del gen 26S ADNR que se
compard con el banco de datos del Gen Bank, determinandose una similitud del 99% con
la especie Pseudozyma fusiforrnata. Sin embargo, con esta especie también se

presentaron diferencias en algunas caracteristicas fisiologicas y bioquimicas (Tabla 10).

30



Aunque P. fusiformata ha sido aislada de coliflor y hojas de cebada (Kurtzman y Fell,
1998; Barnett et al., 2000), puede estar relacionada directamente con el gusano
barrenador por encontrarse en el interior de la secrecién gomosa (Tablas 6 y 7) y por la
asociacion de otra de sus especies, P. aphidis, con insectos (Kurtzman y Fell, 1998,
Barnett et al., 2000).

Pseudozyma fusiformata como otras de sus especies, ha sido asilada de plantas, en este
caso es capaz de asimila xilosa y acido galacturénico polisacaridos presentes en el

mucilago de Opuntia ficus-indica permitiéndole colonizar este sustrato.

Especies de Penicillium.

Del género Penicillium se obtuvieron seis aislamientos gque correspondieron a: P.
crustosum (1), P. aurantiogriseum (1), P. griseofulvum (1) y Penicillium spp. (3) obtenidos
de la parte interna y externa de las secreciones gomosas de nopal, representando 20%
del total de la micobiota aislada (Tablas 6 y 7). Estas especies de mohos no son
autéctonas de cactos; P. crustosum es un biodegradador comun que se encuentra
ampliamente distribuido en todas partes, raramente reportado como aislado de suelo, se -
ha encontrado como patdégeno de frutos pomaceos, y ha sido aislado de cereales y de
forraje para animales. P. gurantiogriseum es un hongo cosmopolita, también raramente
aislado de suelo; se encuentra en granos secos y maduros, especialmente de cereales, y
en otros alimentos, y P. griseofulvum es también una especie cosmopolita, degradadora
de vegetacion, presente en semillas, cereales y alimentos ( Pitt, 1979,1985). Los otros
tres aislamientos de Penicillium no pudieron identificarse a nivel de especie debido a
marcadas irregularidades en las caracteristicas culturales y microscopicas, que

impidieron seguir adecuadamente las claves taxonémicas de Pitt (1985).
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Tabla 7. Recuento total de microorganismos (ufc/g) aislados de las secreciones gomosas de nopal e
identificados.

Muestra  Tratamiento  Medio de Diluciones ufc/g Cepas Especies identificadas
aislamiento aisladas

1a nd PDA pH 3 10>, 10, 10° 0 0 0

1a nd ACP 10° 195 9 Rhodotorula mucilaginosa (1)

Candida guilliermondii (1), Candida
lambica (2), Clavispora opuntiae
(3), Penicillium spp (2)

10° 15 2 Penicilliurn spp (1)
Candida famata var. famata(1)
o
B . . 107 0 0
1a d. PDA pH 3 10°,10°, 10" 0 0 0
1a d. ACP 10° 4 1 Rh. mucilaginosa (1)
10° 4 0
SR 107 1 0
2a ‘nd - GELPA pH 3.7 107 4 3 C. lambica (1), Cl. opuntiae (2)
104 1 0
S 10° 1 0
2a . xnd: .o o ACP 10° 17 contaminadas O
e 10? 3
2a od . ] GELPApPH 3.7 10° 157 5 C. lambica (2)
. Pseudozyma fusiformata (1)
Cl. opuntiae (2)
10 1 4 C. lambica (1)
Cl. opuntiae (3)
10° 3 6 C. lambica (1)
Cl. opuntiae (2)
Penicillium crustosum (1)
P. aurantiognseum (1)
P. _griseofulvum (1)
2a d ACP 107 126 contaminadas 0
10! 17
10° 9
3b nd GELPA pH3.7, 10° 10%,10° © 0 0
: ACP y EMA
3b d GELPA pH3.7, 10%, 10°,10° © 0 0
ACP y EMA

Abreviaturas:
a: secreciones gomosas formadas sobre lesiones causadas por gusano bafrenador; b: secreciones gomosas formadas

sobre lesiones causadas por dafio mecanico; nd: no desinfectada superficialmente; d: desinfectada superficiaimente
con hipoclorito (3 partes de agua/1 de hipociorito); PDA: papa-dextrosa-agar; ACP: agar-cuenta en placa; GELPA:
glucosa-extracto de levadura-peptona-agar, EMA: extracto de malta-agar.
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Tabla 8. Caracteristicas macro y micromorfolégicas de las especies de levaduras aisladas
de las secreciones gomosas de nopal.

Candida famata var.

Candida guliliermondii

Candida lambica

famata
A. Macromorfologia o
caracteristicas de los
cultivos:
1. Crecimiento en medio | Sedimento presente y | Sedimento abundante, anillo | Sedimento abundante,

liquido (GELP)

2, Crecimiento en medio
solido (GELPA)

pelicula ausente

Colonia de 3.15 cm de
didmetro a los 30 dias,
umbonada, opaca, con
surcos discretos, butirosa,
con borde continuo, color
crema (fig. 13)

ascendente, pelicula

ausente

Colonia de 3.25 cm de
didmetro a los 30 dias,
plana, opaca, con sectores
radiales discretos, butirosa,
con borde continuo, blanca
(fig. 16)

pelicula , anillo ascendente

Colonia de 3.85 cm de
didmetro a los 30 dias,
ligeramente umbonada, con
sectores radiales lisos,
brillantes, con borde
continuo y rugoso, opaca
con borde lobado, butirosa,
color crema-amarillento (fig.
19-21)

B. Micromorfologia

1. Caracteristicas de las
células vegetativas

a. Morfologia en medio
sélido (GELPA)

b, Formacion de
seudomicelio y micelio

verdadero en placa de
Dalmau (HMA)

2, Caracteristicas de |ia
reproduccién  asexual o
vegetativa (GELPA)

3, Caracteristicas de Ia
reproduccioén sexual

(GELPA)

a. Proceso de formacion de
ascas

b, Medios de esporulacion
c. Caracteristicas de ascas
y ascosporas

Células esféricas, de 1.6-6.4
um, aisladas o formando
cadenas cortas (fig. 14)

Seudomicelio y  micelio
verdadero ausentes (fig. 15)

Gemacién multilateral (fig.
14)

Ausentes

Células esféricas, de 1.6-8
um de didmetro, y ovaladas
a elongadas, de 1.548 X
2.0-15.0 ym,  aisladas, en
pares o formando cadenas
cortas (fig. 17)

Seudomicelio bien
desarrollado en
anaerobiosis, constituido por
seudohifas ramificadas que
portan cadenas de
blastosporas (fig. 18)

Gemacién multilateral (fig.

17)

Ausentes

Células esféricas, de 1.6-9.6
um de didmetro, y ovaladas
a elipsoidales, de 3.2-6.4 X
4.8-12.8 um, aisladas, en
pequefias agrupaciones o
formando cadenas cortas
(fig. 22)

Seudomicelio bien
desarrollado en
anaerobiosis, constituido por
seudohifas ramificadas que

portan cadenas de
blastosporas (fig. 23)
Gemacién multilateral  (fig.

22)

Ausentes

Ex




Tabla 8. Continuacioén.

Clavispora opuntiae

Rhodotorula mucilaginosa

Pseudozyma fusiformata

o
los

A.
caracteristicas
cultivos

1. Crecimiento en medio
liguido (GELP)

Macromorfologia
de

2. Crecimiento en medio
sélido (GELPA)

Pelicula gruesa y abundante

Colonia de 3.7 cm de
didgmetro a los 30 dias,
umbonada, lisa, brillante,
en [a periferia rugosa,
opaca, surcada,
sectorizada, mucoide, con

borde continuo, de color
crema y crema-amarillento
hacia la periferia (fig. 24)

Sedimento moderado,
pelicula y anillo ausentes

Colonia de 3 cm de
diametro a los 30 dias,
umbonada, opaca, rugosa,
granulosa en el centro,
mucoide, con borde entero,
de color coral intenso (fig.
28-29)

Pelicula, anillo ascendente

Colonia de 3.5 cm de
diametro a los 30 dias,
umbonada, rugosa,
convoluta, opaca, mucoide,
con margen continuo vy
discontinuo, de color crema-
amariliento (fig. 32)

B. Micromorfologia

1. Caracteristicas de las
células vegetativas
a. Morfologia en medio

sélido (GELPA)

b. Formacién de
seudomicelio y micelio
verdadero en placa de

Dalmau (HMA)

2. Caracteristicas de la
reproduccién asexual o
vegetativa (GELPA)

3. Caracteristicas de la
reproduccién sexual
(GELPA)

a. Proceso de formacién de
ascas

b. Medios de esporulacién
c. Caracteristicas de ascas
y ascosporas

Células esféricas, de 1.6 a 8
um de didmetro u ovaladas
a elongadas de 1.6-4.8 X
3.2-11.2 um, aisladas, en
pares, o formando cortas
cadenas (fig. 25-26)

Seudomicelio bien
desarrollado en aerobiosis y
anaerobiosis, constituido por
seudohifas ramificadas que
portan cadenas de
blastosporas (fig. 27)

Gemacién multilateral
(fig. 25-26)

Ausentes

Células esféricas a
ovaladas, de 2.4-4.8 X 4.8-8
um, aisladas, en pares, o
formando pequerias
agrupaciones (fig. 30)

Seudomicelio y  micelio
verdadero ausentes (fig. 31)

Gemacién multilateral
(fig. 30)

Ausentes

Células de 1.6-3.2 X 3.2-8
um, ovaladas, obipiriformes,
apiculadas a elongadas,
aisladas, en agrupaciones o
formando cortas cadenas,
propagandose por la
formacion de células
blasticas (conidios) en Ila
punta de denticulos (fig. 33-
35)

Micelio verdadero con
septos bien definidos (fig.
36-37)

Gemacién polar
(fig. 33-35)

Ausentes

34



Tabla 9, Caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas y bioquimicas de las especies de levaduras'
aisladas de secreciones gomosas de nopal.

Candida famata Candida Candida | Clavispora | Rhodotorula Pseudozyma
var. famata quilliermondii | lambica opuntiae mucilyinosa fusiformata

A. Utilizacion de compuest
’_d_e carbono

Fermentacién

Giucosa -
Galactosa -
Sacarosa -
Malosa -
| Lactosa

Rafinosa
Asimilacién
Glucosa
Galactosa
L-Sorbosa
Sacarosa

Maltosa

Celobiosa
Trehalosa

Lactosa

Melibiosa
Rafinosa
Melezitosa

Inulina

Almidén soluble
D-Xilosa
L-Arabinosa
D-Arabinosa
D-Ribosa
L-Ramnosa
D-Glucosamina
Etanol

Glicerol

Eritritol

Ribitol

Galactitol

Xilitol

D-Manitol
D-Glucito!
a-metil-D-glucosido
Salicina
D-Gluconato
DL-Lactato
Succinato

Citrato
2-ceto-D-gluconato
§-ceto-D-gluconato
Gluconolactona
D-Glucuranato
Inositol

+itle
'
+l+]4]e
'
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Tabla 9. Continuacién.

Candida famata Candida Candida | Clavispora Rhodotorula Pseudozyma
var. famata _gquilliermondii lambica opuntiae mucilaginosa fusiformata

B. Utilizacién de
compuestos de nitrégeno
Nitrato de potasio - -
Nitrito de sodio -
Etilamina
Lisina
Cadaverina
Creatina
Creatinina
D-Glucosamina N
C. Utilizacién de
vitaminas
Crecimiento en medio libre -
de vitaminas
D. Crecimiento en medios
de alta presién 6ti
50% de Glucosa
60% de Glucosa
E. Caracteristicas
adici ]
Crecimiento a 37°C -
Crecimientoc a 40°C
0.01% Cicloheximida
0.1% Cicloheximida
10% NaCl/5% glucosa +
Formacién de Almidén -
Hidrélisis de Urea
DBB -
Liguefaccién de gelatina
Arbutina
Micelio verdadero -
Seudomicelio -
Pelicula -
Anillo -
Floculos
F. Pruebas adicionales
para levaduras aisladas
de cacticeas
Metanol - -
Hexadecano +
N-acetil-D-Glucosamina + +
Tween 80-agar ,
Digitionina-Agar para
Morfologla de ievaduras
AEBNLA re

-d -
+

+[+]+| ]+

+{4] 4]

Abreviaturas:
DBB8: tincién de pared celular con azul B de diazonio, AEBNLA: acetato de etilo-base nitrogenada para levaduras (Difco)-agar, Cédigo

de respuesta a las pruebas: positivo (+), negativo (-), débil (d), variable (v}, positivo tardio (+t).
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Tabla 10. Principales diferencias en algunas de las caracteristicas morfolégicas,
fisiologicas y bioquimicas observadas en la (cepa L) con respecto a las diagnosis
para las especies Fellomyces penicillatus y Pseudozyma fusiformata presentadas
en las monografias de Kurtzman y Fell (1998) y Barnett et al. (2000).

Cepa “L” Fellomyces penicillatus Pseudozyma
fusiformata
Kurtzman Barnett Kurtzman Barnett

Galactosa d,t + - -
lLactosa - + +,d - -
tnulina d, t - - - -
Almidén soluble d + +, - - -
L-ramnosa e +
Etanol :
Galactitol
D-glucitol

D-glucosamina
a-metil-D-glucdsido
2-ceto-D-gluconato
5-ceto-D-gluconato
D-glucuronato
DL-lactato

Nitrato

Nitrito

Etilamina

Lisina

Cadaverina
ND-glucosamina
0.01% cicloheximida
Crecimiento en medio
libre de vitaminas

Crecimiento a 30°C ? + t +
Micelio verdadero + + + + +
Margen de ia colonia entero y discontinuo entero ?
Apariencia de la  umbonada, rugosa, lisaa ?
colonia convoluta arrugada

Textura mucoide butirosa butirosa
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CONCLUSIONES

De acuerdo a la discusion anterior, se puede concluir que:

1.

Las secreciones gomosas de nopal, las pudriciones de cactaceas, lo tibicos y los
insectos son habitats y nichos ecologicos para levaduras totalmente diferentes
entre si.

Aunque C. famata, C. guilliermondii, C. lambica y Rh. mucilaginosa han sido
aisladas anteriormente de tibicos, asi como C. /lambica de secreciones gomosas de
nopal, estas especies de levaduras no son autdéctonas de estos habitats, sino
aloctonas, es decir generalistas y politréficas, lo que les permite colonizar diversos
habitats.

Insectos vectores asociados con diferentes especies de Opuntia y cactos
columnares son los que introducen a las levaduras en los exudados o pudriciones
de la planta hospedera, estableciendo una relacion mutualista. Clavispora opuntiae
y Pseudozyma fusiforrnata pueden estar estrechamente relacionadas con el
gusano barrenador del nopal.

Las pudriciones de cactos y los exudados de arboles son nichos de especiacion
para levaduras debido a su composiciéon quimica téxica, en los que se desarrolian
especies oligotréficas, con un espectro nutricional estrecho, llegando a ser
autéctonas de estos habitats.

Para poder determinar si los tibicos y las secreciones gomas de nopal son nichos
de especiacion para levaduras se requiere realizar mas aislamientos para conocer

si hay especies autéctonas de estos habitats.

.
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6. Se requieren de mas estudios en los que se determine la micobiota asociada al

escarabajo barrenador del nopal, para poder establecer su relacion con las

especies aisladas en este trabajo.
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Figs. 3-5. Nopalera localizada en San Francisco Tecoxpa, Milpa Alta, México, D.F. Figs.
6-8. Secrecidnes gomosas endurecidas formadas sobre cladodio de nopal.
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Fig. 9. Secrecién gomosa endurecida formada sobre cladodio de nopal. Fig. 10. Granos de tibicos
cultivados en agua con piloncilio. Fig. 11. Granos de tibicos rehidratados. Fig. 12. Secrecién gomosa
de nopal rehidratada. Figs. 13-18. Candida famata var. famata: 13. Colonia gigante, después de 1
mes de incubacion en GELPA a 25°C, X 1.0. 14. Células vegetativas esferoidales, solitarias o en
pares, después de 3 dias de incubacién en AML (Difco) a 25°C, X 800. 18. Células vegetativas

después de 3 dias de incubacién en placa de Daimau de HMA (Difco) a 25°C, X 800.
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Figs. 16-18. Candida guilliermondii: 18. Colonia gigante, después de 1 mes de incubacion en GELPA a 25°C, X 1.0. 17. Células vegetaﬁvas

ovaladas, después de 3 dias de incubacion en AML (Difco) a 25°C, X 800. 18. Seudomicelio bien de #ado bajo dici
después de 3 dlas de incubacién en placa de Dalmau de HMA (Difco) a 25°C, X 800. Figs. 19-23 Cund/da lambica: 19-21. Colonia glgame

después de 1 mes de incubacién en GELPA a 25°C, X 1.0. 22. Células veg y elipsoidales, después de 3 dlns
de incubacién en AML (Difco) a 25°C, X 800. 23. Seudomicelio bien desarrofado bajo condlcuones anaerobias, después_da k
incubacién en placa de Dalmau de HMA (Difco) a 25°C, X 800.
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Figs. 24-27. Clavispora opuntiae: 24. Colonia gigante, después de 1 mes de incubacion en GELPA a 25°C, X 1.0. 26-26. Células vegetativas
esferoidales, ovaladas y elongadas, aisladas, en pares o formando cortas cadenas, después de 3 dias de incubacion en AML (Difco) a 25°C,
X 800. 27. Seudomicelio bien desarrollado bajo condiciones aerobias y anaerobias, después de 3 dias de incubacion en placa de Dalmau de
HMA (Difco) a 25°C, X 800. Figs. 28-31. Rhodothorula mucilaginosa: 28-29. Colonia gigante, después de 1 mes de incubacién en GELPA
a25°C, X 1.0. 30. Células vegetativas esferoidales y ovaladas aisladas, en pares o formando pequefias agrupaciones, después de 3 dias de
incubacién en AML (Difco) a 25°C, X 800. 31. Células vegetativas, después de 3 dlas de incubacién en placa de Dalmau de HMA (Difco) a
25°C, X 800.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Figs. 32-37. Pseudozyma fusiformata: 32. Colonia gigante, después de 1 mes de incubacién en
GELPA a 25°C, X 1.0. 33-35. Células vegetativas ovaladas, elongadas, ovipiriformes y apiculadas
aisladas, agrupadas o formando cortas cadenas propagandose por la formacién de células blasticas
(conidios) en la punta de denticulos, después de 30 dias de incubacién en PDA a 25°C, X 1 000. 36-
37. Micelio verdadero, con septo bien definido bajo condiciones aerobias y anaerobias, después de

3 dias de incubacién en placa de Daimau de AA a 25°C, X 800.
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Figs. 38-42. Penicillium aurantiogriseum: 38-39. Colonias después de 7 dias de incubacién en CELA
a 25°C, X 0.8. 40. Colonia después de 7 dias de incubacién en G25N a 25°C, X 0.8. 41-42. Penicilos
triverticilados, con verticilos de ramas, métulas y fidlides, X 800. Figs. 43-48. Penicillium crustosum:
43-44. Colonias después de 7 dias de incubacion en CELA a 25°C, X 0.8. 45. Colonia después de 7
dias de incubacidn en G25N a 25°C, X 0.8. 48. Penicilo triverticilado, con verticilos de ramas, métulas

y fidlides, X 800.
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Figs. 47-48. Penicillium griseofulvum: 47. Colonia después de 7 dias de incubacion en CELA a 25°C, X 0.8. 48. Penicilo triverticilado, con
verticilos de ramas, métulas y fidlides, X 800. Figs. 49-80. Penicillium sp. (1): 49. Colonia después de 7 dias de incubacién en CELA a 25°C,
X 0.8. 80. Penicilo biverticilado, con verticilos de métulas y fidlides, X 800. Figs. 81-82. Penicillium sp. (2): 81. Colonia después de 7 dias de
incubacién en CELA a 25°C, X 0.8. 82. Penicilo triverticilado, con verticilos de ramas, métulas y fidlides, X 800. Figs. 83-84. Penicillium sp.
(3): 83. Colonia después de 7 dias de incubacién en CELA a25°C, X 0.8. 84. Penicilo triverticlado, con v fidlides, X 800.
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